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Desafios do acesso aberto

Desde a criagdo da Revista Fitos (RF) na modalidade eletrénica em 2014, metas de fluxo continuo
(qualidade, indexacéo, profissionalizagdo e internacionalizagao) norteiam o desenvolvimento do periddico

e orientam a definicdo do foco de trabalho a cada ano.

A RF também acompanha os movimentos da Fiocruz relacionados a comunicacgéo cientifica e, nesse
sentido, o ano de 2018 foi marcado por um amplo debate em torno da Ciéncia Aberta, definida aqui como:
“[...] a atividade cientifica praticada de modo aberto, colaborativo e transparente, em todos os dominios do

conhecimento, desde as ciéncias fundamentais até as ciéncias sociais e humanidades” .

O paradigma da abertura, cujo terreno fértil para o seu desenvolvimento foi a evolugdo das tecnologias da
informagdo e comunicagdo (TICs), coloca no foco da discussdo os processos colaborativos, de
compartilhamento e de reutilizagdo na produgéo cientifica. Na concepgéo de Albagli@, Ciéncia Aberta tem um
conceito abrangente, semelhante a um guarda-chuva, que se baseia em diversos pilares e inclui multiplas
dimensdes, a saber: Acesso Aberto, Dados Abertos, Pesquisa e Inovagédo Aberta, Ciéncia Cidada, Codigo

Aberto, Caderno Aberto de Laboratoério, Recursos Educacionais Abertos, Redes Sociais Cientifica, etc.

Destaca-se, nesse contexto, o Acesso Aberto (AA), em que se incluem as publicagbes cientificas (Via
Dourada) e o auto arquivamento/depodsito das publicagdes em repositérios institucionais (Via Verde), cuja
definicdo, segundo o documento da Iniciativa de Budapest sobre Acesso Aberto (BOAI-Budapest Open Access

Initiative) é:

Acesso Aberto a literatura cientifica revisada por pares significa a disponibilidade livre na
Internet, permitindo a qualquer usuario ler, fazer download, copiar, distribuir, imprimir,
pesquisar ou referenciar o texto integral desses artigos, recolhé-los para indexagao,
introduzi-los como dados em software, ou usa-los para outro qualquer fim legal, sem
barreiras financeiras, legais ou técnicas que ndo sejam inseparaveis ao préprio acesso
a uma conexao Internet. As Unicas restricdes de reprodugao ou distribuicdo e o Unico
papel para o direito autoral neste dominio € dar aos autores o controle sobre a

integridade do seu trabalho e o direito de ser, devidamente, reconhecido e citadot!.

No que se refere aos periodicos cientificos, propriamente ditos, a emergéncia das revistas eletrénicas em
AA no inicio deste século, prometia 0 rompimento com a tradicional estrutura de validagdo e controle do
conhecimento cientifico, abrigando a esperanca da democratizagdo deste conhecimento, ampliando o
acesso ndo apenas aos cientistas, mas a sociedade em geral e transformando a estrutura do sistema de
comunicagao cientifica. Outro fator que em muito estimulou o acesso aberto foi a crise dos periddicos
(década de 1980) que levou a comunidade cientifica a buscar alternativas para disponibilizar o

conhecimento produzido, minimizando custos. Instalou-se, entretanto, um jogo politico-econdmico
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revelador da tensdo entre pesquisadores e academia e os grandes publishers, no que se refere ao poder

sobre o conhecimento cientifico produzido.

Os periddicos eletronicos, no entanto, em adaptagéo a nova realidade tecnoldgica, fizeram a transposigao
de suas praticas editoriais tradicionais para o ambiente online, sem levar em conta a especificidade da web,

com a diferenca de serem acessiveis sem pagamento.

Passado esse tempo, muitas mudangas ocorreram, muitos servigos editoriais evoluiram tecnologicamente
e varias adaptagbes foram necessarias para acompanhar o novo panorama da comunicagao cientifica
internacional, tais como a publicagdo de manuscritos em servidores de preprints e posprints, as novas
opcdes da revisdo por pares e o papel geral dos periédicos em garantir qualidade e agregar valor aos

manuscritos.

Spinak alerta que essa onda de inovagbes estd mudando o papel dos periddicos, o processo de
arbitragem, a edicdo em geral e apresenta um desafio para as revistas sem fins lucrativos dos paises

emergentes e em desenvolvimento.

Sao esses desafios que estdo motivando a equipe editorial da Revista Fitos a mergulhar na tematica do AA

em total consonancia com as politicas e encaminhamentos da Fiocruz.

Assim como a maioria dos periddicos, a passagem da RF para o modelo eletrénico, fundamental para a
caracterizagdo de acesso aberto, tomou por base o modelo tradicional de publicagéo, transpondo-o do
impresso para o eletrénico. Na atualidade, entdo, adequagdes estdo em andamento para que, cada vez
mais, a RF possa atender aos critérios da tematica do AA, com vistas a difundir o conhecimento cientifico

sobre pesquisa, desenvolvimento e inovagdo em medicamentos da diversidade vegetal.

Nesse contexto, busca-se: a melhoria na pagina de publicacdo da revista, priorizando o conteudo e a
usabilidade; a motivagdo para que o autor seja parceiro da revista na divulgagdo de seu trabalho; o
estabelecimento de critérios mais rigidos de revisdo dos manuscritos, visando a qualidade do conteudo; a
exigéncia dos objetos digitais que facilitam a identificacdo da obra e do autor (DOI, ORCID), a submissao
do periddico a avaliagdo em bases voltadas para o AA (Redalyc, DOAJ, etc.), a disponibilizagdo dos
documentos e orientagdes editoriais também em Inglés, o uso de midias alternativas para divulgagéo

(Facebook, Twitter, etc.), entre outros.

Diante disso, formula-se o convite a todos os envolvidos com o desenvolvimento da RF para assumirem,
como sendo de sua responsabilidade, os desafios que se apresentam para o AA e, consequentemente,

da Ciéncia Aberta.

Rosane de Albuquerque dos Santos Abreu

Editora Executiva
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Resumo

O presente estudo realizou a prospecgao fitoquimica e avaliou a toxicidade aguda, o potencial antioxidante
e a atividade antibacteriana das flores da Ceiba speciosa. A triagem dos metabdlitos foi realizada por
reagcbes colorimétricas, a toxicidade foi avaliada in vitro por meio do teste de letalidade frente ao
microcrustaceo Artemia salina, a atividade antioxidante pelo sequestro de radicais livres, utilizando o radical
sintético 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e a atividade antimicrobiana pela difusdo em disco frente as
bactérias Escherichia coli, Shigella spp. e Staphylococcus aureus. Os resultados indicaram a presenga de
flavonoides e saponinas, observou-se a auséncia da toxicidade das amostras (DLs0=1.067 ug/mL) e a
positividade para a atividade antioxidante (ECs0=56,7 mg/mL). Em relagéo a atividade antibacteriana, as
solugdes hidrometandlicas a 80% (80:20, v/v) apresentaram efeito nas quatro maiores concentracdes (100
mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL) para as cepas de E. coli e Shiguela spp., e para o S. aureus o
mesmo ocorreu a partir de 25 mg/mL. Concluiu-se sobre a auséncia de toxicidade, positividade para o efeito
antioxidante e atividade antibacteriana para as solu¢des hidrometandlicas. Sugere-se a continuidade das
investigacbes para exploragédo do potencial bioldgico das flores de Ceiba speciosa, que pode constituir-se

em uma alternativa como recurso terapéutico.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Paineira. Screening fitoquimico. Prospecgao fitoquimica. Metabdlitos

secundarios. Artemia salina. Toxicidade.
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Andlise fitoquimica, toxicidade, potencial antioxidante e atividade antibacteriana Pamela Milene Braga, et al.
da Ceiba speciosa (A.St.-Hil.) Ravenna

Abstract

The present study aimed to determine the phytochemical prospection, to evaluate the acute toxicity,
antioxidant potential and antibacterial activity of Ceiba speciosa flowers. The identification of the metabolites
was developed by colorimetric reactions, in vitro cytotoxicity was evaluated by the Artemia salina (brine
shrimp) lethality test, the antioxidant activity by the capacity of free radical scavenger, using the synthetic
radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and to verify an antimicrobial activity was used the disk
diffusion method against the bacteria Escherichia coli, Shigella spp and Staphylococcus aureus. The results
showed a presence of flavonoids and saponins, with absence of toxicity of the samples (LDs0o=1.067 ug/mL)
and a positivity for antioxidant activity (ECs50=56.7 mg/mL). In relation to the antibacterial activity, the
hydromethanolics solutions presented halos greater than 6 mm in the four highest concentrations, for E. coli
and Shiguela spp., and to the S. aureus strains, the same occurred from 25 mg/mL. Our results showed the
absence of toxicity, positivity for the antioxidant effect and antibacterial activity for hydrometanic solutions.
We suggest the continuity of the investigations to explore the biological potential of Ceiba speciosa flowers

that can constitute an alternative as a therapeutic resource.

Keywords: Medicinal plants. Paineira. Phytochemical screening. Phytochemical prospects. Secondary

metabolites. Artemia salina. Toxicity.

Introducgao

O uso popular de plantas com finalidade medicinal, por meio das diversas formas de preparo e indicagoes,
constitui-se em uma pratica bastante difundida em todo o mundo. Segundo estimativa da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), até 80% da populagdo mundial utiliza recursos das medicinas populares para

suprir necessidades de assisténcia médicalll.,

As diferentes indicagdes terapéuticas atribuidas a uma planta podem dificultar a descoberta e o
desenvolvimento de novos principios ativos[2. Variadas classes de compostos quimicos, produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas, sdo encontrados distribuidos nas diferentes partes vegetais. O
conhecimento da presenga desses compostos fitoquimicos pode servir de predilegdo para identificagdo da

espécie e elucidagio das suas provaveis atividades bioldgicastl.

A popularizagdo e a facilidade de acesso podem levar a interagdes no consumo concomitante com
medicamentos e a manifestagédo de efeitos adversosl4. Neste contexto, é possivel considerar a planta
medicinal como xenobiético e, desta forma, os produtos da sua biotransformacéo sdo potencialmente
perigosos. Com relagdo a toxicologia, € necessario considerar os efeitos esperados logo apds a ingestao
e, principalmente, os danos decorrentes do uso continuo, tais como: a hepatotoxicidade e a

nefrotoxicidadel28l.

As espécies do género Ceiba sp. sdo arvores que variam de 5 a 20 metros e encontram-se amplamente
distribuidas pelo mundo, incluindo a América do Sul e a regido amazbnica do Brasil. A Ceiba speciosa,
conhecida popularmente como paineira ou barriguda, pertence a familia Malvaceae e, anteriormente era
denominada de Chorisia speciosa, pertencente a familia Bombaceae. Suas flores apresentam coloragéo

em tons de rosa e contém estames com anteras sésseis, geralmente polinizadas por borboletas!”!,

10
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Andlise fitoquimica, toxicidade, potencial antioxidante e atividade antibacteriana Pamela Milene Braga, et al.
da Ceiba speciosa (A.St.-Hil.) Ravenna

A utilizagdo do género esta descrita para diversas finalidades com base em seu potencial terapéutico,
nutricional e econémico, todavia, sdo poucas as evidéncias relacionadas ao potencial antioxidante e aos
aspectos fitoquimicos e toxicoldgicos da Ceiba speciosa. Existem relatos do uso desta planta para a

redugéo dos niveis séricos de colesterol, triglicerideos e glicosel1d,

Assim, pesquisas direcionadas para a investigagao da eficacia e da segurancga das espécies, relatadas pelo
uso popular, proporcionam nao somente a descoberta de novos compostos farmacologicamente ativos,
como também a investigagdo de informagdes para o uso racional das plantas com fins medicinais, o que

proporciona a eficacia terapéutica e a promogéo a saude.

O presente estudo teve por objetivo realizar a prospecgao fitoquimica das flores da planta Ceiba speciosa,
considerando a seguranga quanto a toxicidade do seu extrato aquoso e a detecgdo do seu provavel

potencial antioxidante e a atividade antimicrobiana.

Materiais e Método

O material vegetal para herborizagao foi obtido de um exemplar de Ceiba speciosa (A.St.-Hil.) Ravenna,
localizado nas coordenadas 10°51°44,3”S; 61°57°36,5”"W, no bosque do Centro Universitario Luterano de
Ji-Parana (CEULJI/ULBRA), no municipio de Ji-Parana, estado de Ronddnia, Brasil.

A coleta foi realizada por tragdo mecanica com o auxilio de um podao acoplado a uma vara de aluminio, o
material foi acondicionado em sacos de nylon para o transportel. A identificagdo ocorreu junto ao Herbario
Antdnio Dalla Martha do CEULJI/ULBRA, seguindo as técnicas padronizadas, e a exsicata foi depositada

sob o n° de registro 257.
Obtencéao das flores e secagem

As flores de C. speciosa caidas foram recolhidas, entre os meses de abril e maio de 2016, respeitando a
integridade e a auséncia de contaminantes. Em seguida, estas foram submetidas ao processo de secagem
artificial em estufa (Q317M, Quimis®) a 50°C, por sete dias, e conduzidas ao seccionamento para a redugéo

a po ou particulas (<4 mm, Mesh 5)12,
Preparo do extrato aquoso

Com base na principal forma de consumo popular para a utilizagéo de plantas medicinais, normalmente na
forma de chas, preparou-se uma infusdo com duas colheres de sopa do p6 das flores secas para uma
xicara de cha (240 mL), conforme o regulamento técnico 519 do Ministério da Satdel'3], totalizando uma
concentragéo final de 8,15 mg/mL. A agua a 90°C (+2) foi vertida no material vegetal e, em seguida, a
solucéo foi abafada até atingir a temperatura ambiente de 25°C, e procedeu-se com a filtragem em papel

filtro para a retirada do material sobrenadante.
Prospeccao fitoquimica

Realizou-se a analise fitoquimica qualitativa conforme métodos validados baseados em testes

colorimétricos, considerando a identificagdo dos principais metabdlitos secundarios.
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O teste para detecgéo de alcaloides foi realizado apds a extragdo com acido cloridrico (1%) e analises nos
reagentes de Dragendorff, Bertrand e Mayer. A adi¢cdo de solu¢do de carbonato de sddio (22%), extracao

com cloroférmio e tratamento com acido acético revelam a positividade do testel!4],

Para as antraquinonas foram utilizados os principios da reagao de Borntraeger, por meio da adigdo de uma
mistura de solugbes de diclorometano e de hidréxido de sédio, sendo que a coloragdo vermelha indica o

resultado positivol3l,

A pesquisa das classes das auronas e chalconas foi realizada apds a extragao inicial por decocgao seguida
de filtragem com acetato de etila, logo apds, ocorreu a adicdo de solugdo aquosa de hidroxido de sddio,

considerando-se positivas as amostras de tons vermelho-alaranjadost€l,

A presenga de compostos cumarinicos foi verificada pela coloragdo amarelo fluorescente apés o contato

com a solugao etandlica de hidréxido de sddio (1%) mediante aquecimentol!”.

Os flavonoides foram investigados pela reagéo de Shinodal'® que consiste no aquecimento da amostra que
posteriormente entra em contato com etanol, acido cloridrico concentrado e magnésio metalico. O teste foi

considerado positivo, quando a amostra apresentou tons associados ao vermelho e ao laranja.

A presenca da saponinas foi investigada por meio da submissdo do decocto do material vegetal a intensa

agitag&o, sendo que, sdo consideradas presentes quando ha a formag&o de um anel afrogénico persistentel!2,

A pesquisa de taninos foi realizada mediante as reagdes de precipitagdo de gelatina ao entrar em contato

com solugdo aquosa de cloreto de sddio (2%)M14L.

O teste para triterpenos e/ou esteroides utilizou n-hexano como solvente para extragdo em 24 horas. Em
seguida, procedeu-se a reagdo de Liebermann-Burchard, que utiliza anidro acético e acido sulfurico
concentradol’®. Diferentes coloragdes e intensidades de cores caracterizam os nulcleos esteroidais ou
triterpénicos. A coloragdo azul pela Reagdo de Liebermann-Burchard é indicativa da presenga de

esteroides. A mudanga para cor résea pela Reagéo de Shinoda indica presenga de flavonoides22,
Toxicidade

A atividade citotdxica da infuséo das flores de Ceiba speciosa foi avaliada por meio do teste de letalidade
frente ao microcrustaceo Artemia salinal2ll. Os ovos eclodiram em solugéo de sal marinho (pH 8,5) e as
larvas aclimatadas na temperatura de 25°C (+2) com aeragao e iluminagéo constantes, por 48 horas. Foram
transferidos 10 nauplios de Artemia salina para tubos de ensaio contendo 5 mL do infuso inicial (8,15
mg/mL) e diluigdes (1:2, 1:5, 1:10 e 1:20) preparados com solu¢gdo marinha. O teste foi realizado em

triplicata de amostras e como controle negativo (CN) utilizou-se apenas solugéo salina.

A contagem dos microcrustaceos mortos foi realizada apos 24h, e estimou-se a dose letal mediana (DLso)
com base na regressao linear logaritmica, considerando a correlagao das concentragdes e a frequéncia dos
Obitos, substituindo o valor pela metade das mortes maximas registradas por série (n/2) na equagéo da reta
obtidal?2l. Os resultados das sobrevivéncias foram estatisticamente comparados ao do CN por analise de
variancia (ANOVA) e teste de Dunnet para multiplas comparagdes com auxilio do programa Graphpad

Prism (versao 6.0).
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Atividade antioxidante

O efeito antioxidante das flores da Ceiba speciosa foi avaliado pela capacidade de desativagao do radical
livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)23, Esse radical sofre redugdo pelos agentes antioxidantes,
promovendo alteragdo da coloragao inicial violeta, para variagdes de tons de cor amarela, proporcional a

concentragdo da substancia redutora da amostra.

Em ambiente escuro, transferiu-se 3,9 mL de DPPH (0,06 mM) e 100 yL de cada extrato aquoso (1, 1:2,
1:5, 1:10 e 1:20) para tubos de ensaios. O experimento foi realizado em triplicata de amostras. Um controle
positivo (CP) foi preparado pela adi¢géo de 3,9 mL de DPPH (0,06 mM) com 100 pL de uma solug&o padrao
de DPPH metilico e agua destilada foi utilizada como branco. Como controle negativo utilizou-se uma
solugéo de 100 uL de agua e 3,9 mL de solugdo metandlica de DPPH (0,06 mMol). As absorbancias foram
medidas pelo aparelho Bioplus (Bio-2000®) a 515 nm e monitoradas minuto a minuto até se observar a

estabilizacdo da absorbancia da amostra.

Construiu-se uma curva-padrao de DPPH utilizando diluigdes metandlicas de DPPH, nas seguintes
concentragdes: 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 pM, 50 uM e 60 uM.

Calculou-se o decaimento da absorbancia das amostras (Aam) correlacionado ao decaimento da
absorbancia do controle (Ac) que resulta na porcentagem de sequestro de radicais livres (%SRL), expressa
pela formula: % SRL = (Ac - Am/Ac)x100.

Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de difusdo em disco utilizando o meio agar Mueller-
Hintonl24. Para os ensaios foram utilizadas solugdes aquosas e hidrometandlicas a 80% (80:20, v/v) nas
concentragdes de 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL e 6,125 mg/mL, como CN foi utilizado
apenas o veiculo. 10 uL de cada amostra foi pipetada sobre discos de papel filtro de 6 mm de diametro, os

quais foram levados a dissecador por 48 horas.

Foram utilizadas cepas padronizadas de Escherichia coli (ATTC 1809) e Staphylococcus aureus (ATCC
2494) e Shigella spp., obtidas da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia do CEULJI/UBRA. As
suspensdes bacterianas contendo solugao fisioldgica obtiveram turvagéo equivalente a padrdo de 0,5 na
escala de Mac Farland. Apés a inoculacao dos discos, as placas foram incubas a 35°C por 24 horas, apos

esse periodo, os halos de inibicdo foram medidos com auxilio de um paquimetro manual.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata de amostra e os controles positivos (CP) utilizados foram
ceftriaxona (30 ug) para Escherichia coli, amoxicilina com acido clavulanico (30 ug) para Staphylococcus

aureus e ciprofloxacino (5 ug) para Shigella spp.

Considerou-se a atividade antimicrobiana positiva mediante a formagao de halo de inibigao (HI) superior a
6 mm de diametro2d e, ainda, quando presente, a atividade antibacteriana foi classificada em moderada
atividade antibacteriana (7 mm < HI < 13 mm) e com elevada atividade antibacteriana (HI > 13 mm) frente

todas as cepas pesquisadas!2d,
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Os resultados da atividade antibacteriana foram expressos com base na analise das médias dos halos de
inibicdo identificados juntamente com os desvios-padrdo observados. Empregou-se a analise de variancia
(ANOVA) e a comparagao multipla com o CP por meio do teste de Dunnet para multiplas comparagdes com

auxilio do programa Graphpad Prism (verséo 6.0).

Resultados e Discussao

A identificagdo qualitativa dos metabdlitos secundarios revelou a positividade para saponinas e flavonoides
(TABELA 1).

Os flavonoides representam uma das classes fitoquimicas de maior ocorréncia em plantas, atuando como
agentes antioxidantes, antimicrobianos, antialérgicos, antivirais, anti-inflamatérios e vasodilatadores, sendo

a principal causa de estudos a sua atividade antioxidantel27,

TABELA 1: Prospeccéo fitoquimica nas flores de Ceiba speciosa.

Classes de metaboélitos secundarios Resultado

Alcaloides -

Antraquinonas -

Auronas/chalconas -
Cumarinas -
Flavonoides +
Saponinas +
Taninos -

Triterpenos e/ou esteroides -

“+”: presente; “-": ausente.
A presenca de compostos fendlicos foi identificada em extratos aquosos obtidos das folhas28l e das flores[22
de C. speciosa. Em revisdol?y descreveu-se a presenca de dois compostos da familia das antocianinas, a

cianidina 3,5-diglicosidio € a cianidina 3-glicosidio, tipos de flavonoides, nas flores da C. speciosa.

As saponinas sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, por isso classificam-se como
saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas, e sdo responsaveis por proteger as plantas contra o ataque
de insetos e microrganismos®3l. Possuem atividades farmacoldgicas atribuidas aos efeitos antitumoral,

anti-inflamatorio, antiviral, antifingico, antibacteriano e citotdxico, dentre outros32,

Na literatura cientifica ha registro da presenca de triterpenos na fragcao de éter de petroleo obtida das flores
de C. speciosa?d. Autores®3 descreveram a presencga de saponinas em folhas de Pavonia varians, e tragos
desse mesmo metabdlito também foram encontrados nas folhas de Ceiba glaziovii, ambas pertencentes a

familia Malvaceae.

Em relagéo a toxicidade, a DLso foi de 1.047 ug/mL, o que indica a auséncia de toxicidade da amostral22,
Observou-se diferenga significativa do nUmero de sobreviventes entre o infuso inicial e as trés primeiras
diluigdes quando comparados ao controle negativo (CN), evidenciando a relativa seguridade na

concentragéo de 0,4 mg/mL como demonstra a FIGURA 1.
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FIGURA 1: Distribuicao da frequéncia dos obitos (%Mortalidade) em fungéo do logaritmo das concentragdes

(Log [ ]) dos extratos aquosos de Ceiba speciosa. CN = controle negativo.
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Dados sobre a toxicidade de extratos aquosos das flores de C. speciosa nao foram encontrados na literatura
cientifica, ressaltando a importancia dos achados do presente estudo. Pesquisa de Silveira24 atribuiu a
toxicidade do fruto da paineira a presenga de um polissacarideo obtido do seu exsudato, estabelecendo
uma relagéo dose dependente com a diminuicao da viabilidade in vitro de macrofagos e de linhagens de
células de céncer cervical (HeLA). Extratos aquosos obtidos da casca de C. speciosa demonstraram
negatividade para danos ao DNA, bem como, a inexisténcia de peroxidagéo lipidica, refletindo na auséncia

do estresse oxidativold,

Testes de toxicidade in vitro podem ser Uteis para o seguimento de pesquisas com extratos e substancias
de agéo ainda desconhecidas, pois fornecem dados preliminares para as avaliagdes nas pesquisas in vivo,
de maneira a elucidar o estudo das doses e o estabelecimento da correlagdo dose-dependéncia com os

efeitos fisioldgicos manifestados22:39],

Observou-se a positividade para a atividade antioxidante, evidenciada pelas alteracdes da coloragdo violeta
para tons de amarelo e confirmada pelos resultados menores das absorbancias das solugdes testadas em

comparagao aos valores obtidos para o CN, sendo calculada uma ECso = 56,7 mg/mL.

O percentual de radicais livres consumidos baseia-se na capacidade de doar atomos de hidrogénio e reduzir
o DPPH a hidrazina, desta forma ocorre a mudanga de colorag&o®Z). No presente estudo, observou-se a
redugdo do sequestro do radical livre DPPH conforme o aumento da concentragdo dos extratos aquosos
de C. speciosa (FIGURA 2).

FIGURA 2: Atividade antioxidante expressa pela frequéncia relativa do sequestro de radicais livres (%SRL) nas diferentes

concentragdes (mg/mL) avaliadas.
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O processo de extragdo por infusdo é bastante comum para fins medicinais e permite a extracao de
compostos fendlicos com reconhecida atividade antioxidantel28], portanto, o potencial antioxidante da
amostra apresenta relagdo com a presenga dos flavonoides identificados na prospecgao fitoquimica. A
atividade antioxidante da C. speciosa também foi detectada em extratos aquosos obtidos das cascas29,
observando-sel®d o efeito antioxidante de extratos de saponinas obtidos as folhas de Abutilon indica, planta

da familia Malvaceae.

Nao foi possivel observar alguma atividade antibacteriana dos extratos aquosos das flores de C. speciosa,
porém, as solugdes hidrometandlicas apresentaram resultados positivos para algumas concentragdes,

conforme se demonstra na TABELA 2.

TABELA 2: Médias dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento (mm), obtidos a partir de diferentes
concentragdes (mg/mL) dos extratos hidrometandlicos das flores de Ceiba speciosa frente as cepas de Escherichia coli,

Staphylococcus aureus e Shigella spp.

Concentragdes | ¢\ | 156 | 3,125 | 6125 | 125 25 50 100 cP
(mg/mL)
E. coli ) R _ _ 7 640 57* 9+0* 1040 1340 32,610,57
(ATCC 1809) T B - - T
S. aureus (ATCC *
2454) - - - - - 9,6+0,57 110 130 260
Shiguela spp - - - - 8+0* 10,3+0,19* | 12,30,5 | 15%0,57 | 25,30,57

Os dados s&o apresentados com o valor médio + o desvio padrdo. *Diferenga significativa p<0,05 em relagdo ao CP
(ANOVA One-Way, Teste de Dunnet). **CN = controle negativo, CP= controle positivo, (-) ndo houve formagéo de halo
de inibicao. Atividade inibitdria positiva para o halo > 6 mm.

As solugbes hidrometandlicas apresentaram halos superiores a 7 mm nas quatro maiores concentragdes,
para as cepas de E. coli e Shiguela spp., sendo que, para o S. aureus 0 mesmo ocorreu a partir de 25
mg/mL. Os maiores halos obtidos foram para a concentragdo de 100 mg/mL (E. coli = 1310, S. aureus =

13+0 e Shigella spp = 15+1) e, segundo a escala de Matsuural®!l, todos os halos observados classificam as
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suas respectivas concentragdes como de atividade moderada, com excegdo para a de 100 mg/mL contra

Shigella spp que apresentou elevada atividade antibacteriana.

A andlise estatistica aplicada sobre a variagdo das médias dos HI identificou uma distribuigao significativa
dos valores registrados (p=0,005), ja na comparagédo das médias ndo se observou diferenga significativa

entre os resultados das duas maiores concentracdes e os dados obtidos para os CP.

Resultados anteriores indicaram a auséncia da atividade antibacteriana de infusos obtidos das flores de C.
speciosa e o desenvolvimento de halos de inibicdo com solugdes hidrometandlicas oriundas dessa mesma
parte vegetal da plantal243. Em estudol®, achados semelhantes ao da presente pesquisa, foram
evidenciado em extratos metandlicos e cloroférmicos obtidos das folhas de C. speciosa, demonstrando
atividade antibacteriana contra Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia e

Staphylococcus aureus.

A presenga de flavonoides nas solugdes hidrometandlicas das flores de C. speciosa pode explicar os efeitos
antibacterianos observados, uma vez que, em certa concentragdo, essa classe de metabdlito secundario
pode causar danos a membrana plasmatica em decorréncia da diminuigdo da fluidez e da perfuracédo da
membrana, da inibigdo do metabolismo energético e da diminuigédo da sintese de acidos nucleicosSl, Além
disso, devido a capacidade de agirem como detergentes, também consta na literatura cientifica o efeito

antibacteriano dose dependente das saponinas contra S. aureus e E. coli 2549,

Conclusao

Considerando que natureza do solvente empregado no processo de extracao influencia diretamente no tipo
e na quantidade do composto fitoquimico em solugéo, no presente estudo, as solu¢des aquosas preparadas
por infusdo, maneira popular mais comum de consumo, apresentaram flavonoides e saponinas. As mesmas
se demonstraram atéxicas, com potencial antioxidante, todavia, a atividade antibacteriana foi identificada

nas solugdes hidrometandlicas.

Sugere-se a continuidade da investigagédo para explorar o potencial biolédgico das flores da Ceiba speciosa

que pode constituir-se em uma alternativa acessivel e sustentavel como recurso terapéutico.
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Abstract

Anthocyanins are plant pigments of economic interest, due to their use as natural colorants, as well as their
pharmacological application. Analysis of inflorescences of Tarenaya rosea (Vahl ex DC.) Soares Neto &
Roalson by high performance liquid chromatography coupled to diode array detector and electrospray
ionization mass spectrometry (HPLC-DAD/ESIMS) revealed the presence of acylated cyanidins and a
peonidin. Ten anthocyanins acylated with p-coumaric, caffeic, ferulic, sinapic or p-hydroxybenzoic acid were
detected. The major peak was identified as cyanidin 3-(p-coumaroyl)(p-coumaroyl) diglucoside-5-glucoside.
Two anthocyanins, (cyanidin 3-(p-hydroxybenzoyl) diglucoside-5-glucoside and cyanidin 3-(glycopyranosyl-
caffeoyl) diglucoside-5-glucoside), were detected only in the inflorescences when compare to other analyses
previously performed with the species. The study of the anthocyanin content in plant species is an important
step in the development of strategies for the commercial exploitation of these pigments. The results obtained

in the present work showed the diversity of anthocyanins in the inflorescences of T. rosea.

Keywords: acylated anthocyanins. Tarenaya rosea. Cyaniding. Medicinal plant. Peonidin. Restingas.

Introduction

Tarenaya rosea (Vahl ex DC.) Soares Neto & Roalson is a Brazilian herbaceous annual species known as
“mussambé cor-de-rosa”, frequently found in coastal sandy plains (restingas), ecosystems intensely affected
by human impacttl. This species was formely named Cleome rosea ex DC. (2). Several protocols of plant
cell tissue culture have already been established with T. rosea®and its medicinal potential has been
evaluated from in vivo and in vitro materials, with promising results®11, In addition, due to its attractive pink
inflorescences the species is employed as ornamental (FIGURE 1A). The pink coloration is provided by
anthocyanins, water-soluble plant flavonoids responsible for scarlet to blue colors in flowers, fruits, leaves
and storage organs. Some of these pigments are used to color food as substitutes for synthetic red dyes!'2
and great attention has been focused on their multifaceted pharmacological potentiall’®14, The diversity of
anthocyanins in extracts obtained from stems of field-grown plants and callus cultures of T. rosea has

already been identified in a previous work[. The increasing commercial and pharmacological interest in
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plant pigments is currently leading to several studies related to their isolation and identification in different
plant species. In continuation to our study of investigating anthocyanins presented in T. rosea, this work was
undertaken to characterize the anthocyanins in inflorescences by high performance liquid chromatography

coupled to diode array detector and electrospray ionization mass spectrometry (HPLC-DAD/ESIMS).

Material and Methods

Plant material and extract preparation

Inflorescences of T. rosea were collected from natural populations in an area of restinga vegetation located
at Marica, RJ, Brazil (22°58°01” S and 42°58°36” W) according to the Brazilian legislation on access to the
biodiversity (SISBIO 17889-1 and CGEN 207/2014). A voucher specimen was deposited in the Herbarium
of the Rio the Janeiro State University, Rio de Janeiro, Brazil (HRJ7185). The plant material was macerated
for 24 h at 4 °C with methanol acidified with 1% (v/v) HCI (MeOH-HCI) and the extractive solution were

prepared at the final ratio of 1 g of fresh weight/2 cm? of solvent.
HPLC-DAD/ESIMS analysis

Anthocyanin analysis was performed with a Shimadzu HPLC system (MassLynx software, LC-10Advp binary
gradient pump, SIL-10Advp autosampler, SPD-M10Avp diode-array detector and SCL-10Avp system
controller). Samples were analyzed under a gradient using a Supelco C18 column (250 x 4.6 mm i.d., 5 um
particle size) with injection volume of 20 L. The flow rate was 1 cm® min™' and detection was performed at
525 nm. Mobile phase A was 7.5% formic acid in acetonitrile (v/v) and mobile phase B was 7.5 % formic
acid in water (v/v). The gradient used was as follows: 3% A for 1 min, 3-15 % A for 11 min, 15-25 % A for
12 min, 25-30 % A for 4 min, and 30 % A for 7 min before returning to the initial conditions. The diode-array
detector was set to an acquisition range of 200-600 nm at a spectral acquisition rate of 1.56 scans s™! (peak
width 0.2 min) and it was coupled to a Waters ZQ single quadrupole mass spectrometer. Mass spectra were
achieved by electrospray ionization in positive mode scanning from m/z 100 to m/z 1500. The capillary
temperature and voltage used were 100 °C and 3 kV, respectively. In order to obtain a better spectra profile,
three voltages were applied to the cone (30V, 50V and 70V). Nitrogen was used as sheath gas at a flow rate
of 400 dm3h-' at 250 °C.

Results and Discussion

Ten anthocyanins were found in the inflorescences of T. rosea and fragment ions at m/z 287 and m/z 301
allowed the identification of the aglycones cyanidin and peonidin, respectively. The anthocyanins are
acylated with p-coumaric, caffeic, ferulic, sinapic or p-hydroxybenzoic acids, with prevalence of p-coumaroyl
derivatives, that constitutes the most common acylation type among known anthocyanins'®. Acylated
anthocyanins were also identified in extracts obtained from stems of field-grown plants as well as from callus
cultures of T. roseal®l. Analysis of inflorescences of another Cleomaceae species, C. hassleriana, revealed
the presence of acylated cyanidins and pelargonidins 18, Moreover, studies with species from the related
family Brassicaceae reported the occurrence of polyacylated anthocyanins with prevalence of the same
aromatic acids found in T. rosea U718, Acylated anthocyanins have commercial importance since they are

more stable in neutral aqueous solutions and thus more suitable for use as food and beverage colorants2%,

23
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2019; 13(1): 22-28 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Anthocyanins in inflorescences of Tarenaya rosea (Vahl ex DC.) Soares Neto & Claudia Simdes Gurgel, et al.
Roalson (Cleomaceae)

The presence of peonidins was not observed in previous studies with extracts obtained from stems of field-
grown plants of T. rosea, but two peonidins were identified on callus cultures that were initiated with stem
explants . The bioconversion of cyanidin to peonidin by methylation of the B-ring of the aglycon influenced
by the type and concentration of growth regulators used to establish the in vitro culture is suggested and it
was also reported in strawberry cell cultures 21,

The major peak in the chromatogram from the inflorescences was observed at the retention time of 25.90
min (FIGURE 1B) and has been identified as cyanidin 3-(p-coumaroyl)(p-coumaroyl) diglucoside-5-
glucoside (TABLE 1) based on the fragment ions displayed at m/z 1065; 903; 449; 287. Although this
anthocyanin has also been identified in stem extracts, its presence was detected in small percentage of the
total anthocyanins I,

FIGURE 1: Inflorescences features of Tarenaya rosea. Morphological aspect (a) and HPLC anthocyanin profile at 525 nm
(b). The peaks numbers refer to Table 1. Bar = 1.0 cm.
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TABLE 1: Characterization of anthocyanins from inflorescences of Tarenaya rosea using HPLC-DAD/ESIMS.

Peak tr (min) [M]* (m/z) Fragment ions m/z) Proposed identity
1 21.79 979 817/449/287 cyanidin 3-(sinapoyl)diglucoside-5-glucoside
2 22.90 1081 919/449/287 cyanidin 3-(caffeoy)(p-
coumaroyl)diglucoside-5-glucoside
3 2427 1125 063/449/287 cyanidin 3-(feruonl)(feryloyl)d|g|uc05|de-5-
glucoside
45 24.87 1125 063/449/287 cyanidin 3-(feruonl)(feryloyl)d|g|u005|de-5-
glucoside
b 24.87 1095 033/449/287 cyanidin 3-(p-coumaroyl)(feruloyl)dlglu003|de-
5-glucoside
5" 25.63 1065 903/449/287 cyanidin 3-(p-coumaroyl)(p-
coumaroyl)diglucoside-5-glucoside
6" 25.90 1065 903/449/287 cyanidin 3-(p-coumaroyl)(p-
coumaroyl)diglucoside-5-glucoside
7 26.64 989 827/449/287 cyanidin 3-(p-hydroxybe‘nzoyl)dlgluc03|de-5-
glucoside
8 28.05 1079 917/463/301 peonidin 3-(p-coumaroyl)(p-
coumaroyl)diglucoside-5-glucoside
9 29.76 1003 841/449/287 cyaniding 3-(glycopyranosyl-
caffeoyl)diglucoside-5-glucoside

*Isomers of cyanidin 3-(feruloyl)(feruloyl)diglucoside-5-glucoside; **Isomers of cyanidin  3-(p-coumaroyl)(p-
coumaroyl)diglucoside-5-glucoside.

Two anthocyanins coelute at 24.87 min, one of them showed fragment ions at m/z 1095; 933; 449; 287 and
was identified as cyanidin 3-(p-coumaroyl)(feruloyl) diglucoside-5-glucoside. The other anthocyanin showed
fragment ions at m/z 1125; 963; 449; 287 and was identified as cyanidin 3-(feruloyl)(feruloyl) diglucoside-5-
glucoside. The structure of the latter compound is similar to a cyanidin previously detected in stem extracts
of T. roseal. In addition, similarly to previous findings in extracts from stem and callus cultures, some
isomeric anthocyanins (sugar moiety can present different hexoses with the same molecular weight, such
as galactose and glucose) were observed in inflorescences of T. rosea (peaks 3 - 4a and peaks 5 - 6). In

such cases, the compounds were identified by their retention times.

Considering the anthocyanins reported in inflorescences of T. rosea, six of them were detected in extracts
obtained from stems and five of these anthocyanins were also observed in callus cultures of T. rosea.
Despite the similarities among the pigments identified in these materials, two anthocyanins were found only
in inflorescences. The MS fragmentation pattern of these compounds showed fragment ions at m/z 989,
827, 449; 287 and at m/z 1003, 841, 449; 287. They were identified as cyanidin 3-(p-hydroxybenzoyl)

diglucoside-5-glucoside and cyanidin 3-(glycopyranosyl-caffeoyl) diglucoside-5-glucoside, respectively.

The variety in anthocyanin production from different organs of T. rosea is a desirable characteristic, since
small differences in chemical structure can have critical impacts on color and tinctorial strength(22 as well as
in their biological activities23l. In addition, a great number of biotechnological strategies have been applied
to in vitro production of anthocyanins?4 considering the increased interest in the scale-up production of

these pigments to pharmaceutical, food, cosmetic, and chemical industries.
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Conclusion

The results achieved in the present work provide additional information on anthocyanin content in T. rosea.
These data contribute to demonstrate the diversity of these pigments in the species and it will be very

important for further commercial exploitation.
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Resumo

Na regido amazénica é comum o uso de plantas para fins terapéuticos. Entre as espécies utilizadas, a
Croton lechleri vem ganhando destaque pela sua extensa aplicabilidade, sendo utilizada principalmente
como cicatrizante de feridas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial tdxico, citotdéxico e
mutagénico/genotéxico de um extrato comercial de Croton lechleri. O teste do Allium cepa foi realizado a
partir de diluicbes de 0,5 mL; 1,0 mL; 2,0 mL e 2,5 mL do extrato em 250 mL de agua, utilizando como
parametros o crescimento das raizes, indice mitdtico e a presenga de micronucleos. Os resultados
demonstraram uma inibicdo no crescimento das raizes de todas as concentragdes e uma diminuicdo no
indice mitético, com énfase na maior concentragdo, que apresentou um resultado estatistico altamente
significativo. A ocorréncia de micronucleos foi significativa nas quatro doses. Dessa forma, conclui-se que
o extrato comercial de Croton lechleri apresentou potencial toxico, citotdxico e mutagénico/genotoxico

evidenciando o perigo de sua utilizagao de forma indiscriminada.

Palavras-chave: Croton lechleri. Allium cepa. Microntcleos. indice mitético.

Abstract

In the Amazon region, the use of plants for therapeutic purposes is common. Among the species used,
Croton lechleri has gained prominence due to its extensive applicability, being used mainly as wound
healing. The objective of this study was to evaluate the toxic, cytotoxic and mutagenic/genotoxic potential of
a commercial Croton lechleri extract. The Allium cepa test was performed by diluting 0.5 mL; 1.0 mL; 2.0 mL

and 2.5 mL extract in 250 mL water, through, using as parameters root growth, mitotic index and the
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presence of micronuclei. The results showed an inhibition in the growth of the roots of all the concentrations
and a decrease in the mitotic index, with emphasis in the greater concentration that presented a highly
significant statistical result. The occurrence of micronuclei was significant in the four doses. Thus, it was
concluded that the commercial Croton lechleri extract presented toxic, cytotoxic and mutagenic/genotoxic

potential evidencing the danger of its use indiscriminately.

Keywords: Croton lechleri. Allium cepa. Micronucleus. Mitotic index.

Introducgao

As plantas medicinais séo utilizadas para tratamento e prevencéo de enfermidades ha séculos, pratica ainda
muito comum, principalmente, em paises em desenvolvimento. Por serem de fonte natural, as pessoas
acreditam que tais plantas sdo incapazes de trazer maleficios a saude). Dados de 2009 apontavam que 99%

das plantas medicinais brasileiras ndo possuem seus principios farmacoldgicos e toxicoldgicos identificados®).

Na regido amazobnica, ha um grande numero de plantas utilizadas para fins terapéuticos. Pertencente a
familia Euphorbiaceae, a espécie Croton lechleri destaca-se por sua extensa aplicabilidade na saude®.
Essa espécie é popularmente conhecida como sangue de dragéo, sangue de drago ou sangre de grado por

produzir um latex vermelho viscoso®),

A C. lechleri geralmente tem de 5 a 6 metros, mas pode alcangar até 20 metros de altura e seu didmetro
pode variar entre 20 a 40 cm®); cresce em florestas e a margem de rios, ndo suportando um periodo longo
de inundagdo®. No Brasil, a C. lechleri é encontrada de forma espontanea nos estados do Acre e

Rondénia®, sendo, também, encontrada em outros paises como Peru, Colémbia, Bolivia e Equador®.

O latex é utilizado como cicatrizante de feridas, antimicrobiano, antioxidante, antiviral, anticancerigeno, anti-
inflamatoério@, analgésico bucal, cicatrizante de ulceras gastricas e antidiarreico®. Porém, se consumido

em excesso pode causar anemia®, prisdo de ventre e, em casos extremos, cegueira®,

Um dos principais componentes da C. lechleri é a taspina, um alcaloide isolado do latex e da casca da
planta, cujo principio € um dos mais importantes para o processo de cicatrizagao de feridas, além de possuir
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes®. Ha também a presenca de outros alcaloides: piridina,
aportineindole, quinoleina, tropanos e antraquinonas®. Além desses componentes, ha triterpenos,
diterpenos Korberina A e Korberina B e compostos polifendlicos, que representam 90% do seu peso seco:
3’,4-O-dimetil-cedrusina (que possui acao contra os radicais livres), flavonoides (catequina, epicatequina,

galocatequina, proantocianidinas B-1 e B-4), 1,3,5 trimetoxibenzeno e o 2,4,6 trimetoxi-fenol9,

Pesquisas que avaliam o potencial mutagénico das plantas medicinais sdo de extrema importancia,
servindo para informar a populagédo sobre os riscos do uso indiscriminado de extratos biolégicos que,
ocasionalmente podem prejudicar a saide humana), Um dos testes utilizados para esta finalidade ¢ o
sistema teste Allium cepa, um bioensaio que esta entre os testes preliminares recomendados por agéncias
internacionais e instituicdes governamentais, para avaliar a toxicidade de novos produtos quimicos e
farmacéuticos?. A partir desse teste, é possivel definir a toxicidade através do crescimento radicular,
citotoxicidade pelo indice mitdtico e a mutagenicidade/genotoxicidade pela presenca de micronucleos e

aberragbes cromossdmicas!®14). O micronucleo pode ser descrito como um pequeno nucleo que fica
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separado do nucleo celular, formado por cromossomos ou até mesmo fragmentos cromossomais que nao

se prendem ao fuso mitético, sendo, portanto, observados em células com a divisdo celular completa219),

As principais caracteristicas que fazem desse teste um dos mais eficientes € o baixo custo, sua facil
manipulagao, sua disponibilidade durante o ano todo, o crescimento rapido das raizes e o grande niumero

de células em divisdo!D.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial toxico, citotoxico e mutagénico/genotdxico do extrato
comercial de sangue de dragao em diferentes concentragdes, usando como base as dosagens comumente

utilizadas pela populacéo.

Material e métodos

Aquisicao da seiva de dragao e preparo da amostra

O produto comercial em estudo foi adquirido em uma loja de produtos naturais no municipio de Porto Velho,
Rondbnia, sendo posteriormente levado ao laboratério do Centro Universitario Luterano de Ji-Parana
CEULJI/ULBRA para as respectivas analises. O rétulo do produto denomina “seiva de sangue de dragao”,
mas o produto ndo apresenta o aspecto resinoso caracteristico da seiva bruta, indicando uma possivel

diluicdo em alcool etilico/agua.

As concentragdes utilizadas foram 0,5 mL (grupo A), 1,0 mL (grupo B), 2,0 mL (grupo C) e 2,5 mL (grupo
D), todas diluidas em 250 mL de agua destilada, tendo em vista que essas sdo as concentragdes
geralmente utilizadas pela populagéo, para diversas finalidades, compreendendo assim 10, 20, 40 e 50

gotas respectivamente.
Teste em raizes de Allium cepa

As unidades de Allium cepa (cebolas) utilizadas foram adquiridas em um supermercado do municipio de Ji-
Parana/RO, e como critério de inclusdo cebolas de mesmo tamanho, saudaveis e ainda ndo germinadas.
Foram utilizadas 10 cebolas para cada concentragéo, além do controle negativo (agua destilada) (9),

totalizando 50 unidades.

As cebolas foram descascadas e submersas em agua de torneira por um periodo de duas horas, para a
retirada de possiveis impurezas toxicas capazes de inibir o crescimento das raizes2. Em seguida, as cebolas
foram entdo colocadas em potes coletores em contato com as concentragdes durante 48 horas. Os
meristemas foram coletados com o auxilio de um bisturi, e colocados em eppendorfs contendo solugéo de
Carnoy (alcool e acido acético na proporgdo 3:1) por 12 horas, sendo em seguida lavadas com agua destilada,

hidrolisadas com HCI 1N durante 10 minutos em banho-maria a 60°C e lavadas em agua destilada?.

Foram preparadas duas laminas por bulbo de cebola, utilizando uma raiz por lamina, coradas com o Kit
Pandtico Rapido LB. As laminas foram analisadas por microscopia 6ptica, com objetiva de 100x e ocular de
10x, caracterizando um aumento de 1000x. Realizou-se a pesquisa das variaveis: formagdo de
micronucleos, onde se observou 1000 células por lamina, totalizando 2000 células por cebola e o indice
mitoético (IM), onde para cada tratamento dividiu-se o nimero de células em mitose (profase, metafase,

anafase, teléfase) pelo nimero total (interfase e células em divisdo) de células multiplicando por 1000, As
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cebolas ainda foram mantidas em contato com as concentragdes por mais 72 horas para posterior medigdo

do tamanho das raizes@2).

Analise estatistica

Os dados foram analisados através da Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey. Os graficos foram

feitos utilizando-se o software GraphPad Prism® (Versao 7.0), considerando valores significativos p<0,005.

Resultados e Discussao

Os resultados apresentados para a média de crescimento radicular dos meristemas de Allium cepa
demonstram que no grupo controle negativo (CN) a média foi de 3,46+0,98 cm, o grupo A revelou um
crescimento de 0,9+0,2 cm, o grupo B 0,59+0,29 cm, o grupo C 0,43+0,08 cm e o grupo D 0,27+0,11 cm.
Os resultados apresentados (FIGURA 1) demonstraram que todas as concentragbes do extrato
influenciaram no crescimento radicular do Allium cepa, sendo que, quanto maior a concentragdo menor o
crescimento médio dessas raizes, e a analise estatistica mostra que o crescimento radicular de todas as
concentragdes do extrato etilico apresentou diferenga estatistica significativa quando comparadas ao

controle negativo.

FIGURA 1: Média do crescimento radicular de Allium cepa no controle e grupos tratados com extrato de
Sangue de dragdo. ***Valor altamente significativo (p<0,0001) quando comparado os tratamentos com o

controle negativo.

Crescimento Radicular (cm)

A TABELA 1 mostra o numero de células em interfase e divisdes mitéticas dos grupos de controle negativo
e tratamentos. A fase que mais apresentou nimero de células foi a interfase seguido por profase, anafase,
metéafase e tel6fase respectivamente. Em relagédo ao indice mitético, todas as concentragbes apresentaram
uma média menor que o controle negativo. Entretanto, apenas a concentragéo 2,5 mL apresentou diferenca

significativa na analise estatistica.
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TABELA 1: Numero de células em mitose, indice mitético e desvio padrao conforme tratamento aplicado sobre o sistema

e teste de Allium cepa.

Tratamento Interfase Fase Mitética -
Profase Metafase Anéfase Telofase IM +DP
CN 19600 183 80 69 68 2,00£1,3
Grupo A 19753 105 45 62 35 1,24+0,4
Grupo B 19773 106 31 61 29 1,13+0,34
Grupo C 19805 94 36 31 34 0,97+0,44
Grupo D 19829 73 40 36 22 0,86+0,48*

CN=Controle Negativo. IM=Indice mitético. DP= Desvio Padr&o. * Valor significativo (p<0,005).

Na FIGURA 2 é possivel observar a média do numero de micronucleos de cada concentragdo. No controle
negativo houve uma média de 0,4 micronucleos formados a cada 2000 células, estando dentro da
normalidade. No tratamento contendo 0,5 mL foram observados 3,54 micronucleos, ndo apresentando
diferenca significativa em relagdo ao controle negativo. Ja os tratamentos contendo 1,0 mL, 2,0 mL e 2,5
mL do extrato apresentaram, respectivamente, 10,5, 12,6 e 20 micronucleos, evidenciando uma alta

significancia estatistica.

FIGURA 2: Média de micronucleos formados a cada 2000 células analisadas em fungdo do tratamento
aplicado sobre o sistema de teste de Allium cepa. ***Valor altamente significativo (p<0,0001) quando

comparado os tratamentos com o controle negativo.
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O sangue de dragdo ja é utilizado ha séculos como planta medicinal pelas comunidades indigenas da

Amazonia, visto que nesta regido ha uma grande diversidade de plantas com propriedades medicinais®.
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Para este estudo foi utilizado o sistema teste Allium cepa para avaliar os efeitos tdxicos, citotéxicos e
mutagénicos do extrato comercializado de sangue de dragdo. Este sistema de teste € bem aceito para
estudos de citotoxicidade/toxicidade, pois as raizes entram e permanecem em contato com a substancia

testada, o que permite a andlise de diversas substancias e concentragbes simultaneas(),

A inibicdo do crescimento radicular de Allium cepa apresentou significancia estatistica em todas as
concentragdes utilizadas. O tamanho das raizes esta geralmente associado ao IM, entretanto apenas o IM
do grupo D apresentou significancia no presente estudo. De acordo com alguns autores isso pode ocorrer
devido a um atraso ou interrupgéo do ciclo celular, o que inibiria o crescimento da raiz, além de poder
resultar em um aumento de células em fases especificas?). A toxicidade e citotoxicidade do Croton lechleri
pode ser atribuida aos metabdlitos terpenos, principalmente ao diterpeno, que esta associado com a
diminuigao do calcio, capaz de inibir a proteina quinase C (PKC), diminuindo assim a proliferagéo celular).
Resultados semelhantes de diminuigdo radicular e do IM no teste de Allium cepa foram observados em

outro trabalho semelhante utilizando Croton urucurana (sangra d’agua) 29,

Como observado (FIGURA 2), o tratamento D teve uma média de formagao de microntcleos 50 vezes maior,
quando comparado ao controle negativo, e ainda os testes estatisticos mostram uma diferenca altamente

significativa (p<0,0001) na formagao de micronucleos em trés das quatro concentragdes testadas.

O potencial mutagénico do extrato etilico de Croton lechleri também foi observado@), e os resultados
demonstraram que, na concentragdo de 1 mL de extrato, a formagao de micronucleos em células de Allium
cepa ¢ significante. Evidenciaram-se?® a mutagenicidade do latex por meio do teste
Salmonella/microssoma, onde se detectaram mutacdes do tipo substituicdo de pares de base, reversdes e
frameshift. Atribuiram-se(2® a mutagenicidade do extrato aquoso de Jatropha gossypiifolia (Pinhdo-Roxo),

planta pertencente a familia Euphorbiaceae, a presenga de flavonoides.

De acordo com esse trabalho, percebe-se a necessidade de uma preconizagdo e cautela pelos
consumidores de C. lechleri, visto que doses progressivas a partir de 1,5 mL ao dia, utilizadas para

tratamento de tumores??, sdo consideradas, por esse teste, toxicas e mutagénicas.

Devido a sua ampla utilizag&o popular, os estudos sobre a mutagenicidade e toxicidade de Croton lechleri sao
necessarios para garantir a seguranga dos individuos que fazem uso desse extrato, tornando-se uma

ferramenta indispensavel para informar sobre seus possiveis efeitos em grandes doses ou em longo prazo.

Conclusao

Diante dos resultados apresentados, observou-se que todas as concentragdes utilizadas do Croton lechleri
inibiram o crescimento radicular das raizes de Allium cepa, evidenciando o seu potencial toxico. Constatou-
se, também, a diminuigdo do indice mitdtico, principalmente na concentragdo de 2,5 mL, indicando a
citotoxicidade. Além da toxicidade/citotoxicidade, observou-se o potencial mutagénico através do alto indice
de micronucleos, evidenciando-se que a “seiva de dragdo” deve ser utilizada com cautela, sendo

necessarios mais estudos para garantir a seguranga da populagao.
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Considera-se, ainda, que mesmo com informagdes precarias no rétulo, o estudo de toxicidade é relevante,
uma vez que, produtos como este sdo vendidos em feiras populares e websites sem registro na Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ou responsabilidade técnica.
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Resumo

Diabetes Mellitus (DM) ainda representa um sério problema de saude publica, carente de novas alternativas
terapéuticas. Plantas estéo entre as possiveis fontes de novos compostos com agao anti-hiperglicémica ou
servindo como fitoterapicos. Neste estudo, avaliou-se o efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico das
folhas de Raphanus sativus (nabo forrageiro) administrado por gavagem (dose oral de 300 mg/kg/dia) em
ratos Wistar com DM tipo 1 induzido por aloxana, durante 90 dias. A efetividade deste tratamento em
prevenir danos oxidativos hepaticos (avaliacdo de oxidacao proteica), e agdo sobre outros biomarcadores
das fungdes hepatica, renal e do perfil lipidico também foram avaliados. Apds trés meses de tratamento, os
ratos diabéticos tratados com R. sativus tiveram uma marcante diminuicdo na glicemia de jejum,
comparados aos ratos diabéticos nio tratados (p < 0,05). Além disso, este tratamento preveniu tanto a
oxidagéo proteica no figado como o aumento dos niveis de triglicérides sérico (p < 0,05). Portanto,

demonstrou-se um marcante efeito anti-hiperglicémico de R. sativus (a uma baixa dose) e as extensivas
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Extrato etandlico das folhas de Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg (nabo Amanda Silva, et al.
forrageiro): efeitos anti-hiperglicémico, antidislipidémico e antioxidante em ratos
com Diabetes Mellitus tipo 1

agOes em prevenir tipicas complicagdes do DM, tais como os danos oxidativos e dislipidemia, demonstrando

que esta planta apresenta um potencial terapéutico.

Palavras-chave: Danos oxidativos, Dislipidemia, Plantas.

Abstract

Diabetes mellitus (DM) is still a serious public health problem, lacking new therapeutic alternatives. Plants
are among the possible sources of new compounds with ant hyperglycemic activity or they serve as herbal
medicines. In this study, we evaluated the ant hyperglycemic effect of the ethanolic extract from the leaves
of Raphanus sativus (“nabo forrageiro”), administered by gavage (at an oral dose of 300 mg/kg/day for 90
days) to Wistar rats with alloxan-induced type 1 DM. The effectiveness of this treatment in preventing hepatic
oxidative damage (evaluation of protein oxidation), as well as its action on biomarkers of hepatic and renal
functions, and lipid profile, were also evaluated. Ninety days after treatments, R. sativus-treated diabetic rats
had an outstanding decrease in fasting glycemia, compared to untreated diabetic rats (p < 0.05). Moreover,
this treatment prevented both protein oxidation in the liver and an increase in serum triglyceride levels (p <
0.05). Therefore, we demonstrated a marked ant hyperglycemic effect of R. sativus (at a low dose) and its
extensive actions in preventing typical DM complications, such as oxidative damage and dyslipidemia,

demonstrating that this plant presents a therapeutic potential.

Keywords: Oxidative damage, Dyslipidemia, Plants.

Introducgao

Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doengas enddcrinas e metabdlicas, marcadamente caracterizadas
por alteragées no metabolismo da glicose. Atualmente, o DM ainda permanece como um sério problema de
saude publica, sendo mundialmente associado a altas taxas de morbimortalidade. Entre as complicagbes
relacionadas ao DM, a dislipidemia e as alteragdes que envolvem danos oxidativo renais e hepaticos sédo

notorias, agravando as condigdes dos afetados e aumentando as taxas de mortalidade:2),

Diante do exposto, além da instituicdo de habitos de vida saudaveis para o paciente com DM, incluindo uma
alimentagdo adequada e a pratica regular de exercicios fisicos, novas alternativas terapéuticas que possam
controlar a glicemia e paralelamente prevenir as complicagdes associadas a doenga sdo essenciais. Estas
alternativas podem ser pesquisadas em fontes naturais, como as de origem vegetal, que sdo uma notéria fonte

de fitoterapicos e/ou de novos compostos na busca por terapias medicamentosas mais efetivas e seguras@4),

Dentre estas fontes vegetais, Raphanus sativus L. var. oleifera Metzg (familia Brassicaceae) é
popularmente conhecida no Brasil como “nabo forrageiro”, uma planta distribuida ao longo do Brasil e no
mundo, com amplo uso na medicina popular e culinaria. Diversas bioatividades s&o descritas para R.
sativus, principalmente para suas folhas e raiz, incluindo as antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana,
além do extrato da folha apresentar auséncia de toxicidade aguda em camundongos®. Portanto, este
estudo avaliou a atividade anti-hiperglicémica do extrato etandlico das folhas de R. sativus e, a associada
efetividade em prevenir danos oxidativos hepaticos, bem como a agdo desta planta sobre outros

biomarcadores das fungbes hepatica, renal e do perfil lipidico.
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Material e métodos

Aspectos éticos

Todos os experimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com as recomendacdes do “Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals™®. Este estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética
institucional sobre o uso de animais (Parecer N° 28A/2015). Este estudo n&o envolve qualquer espécie
ameacada de extingdo e/ou protegida e nenhuma permissdo especifica foi requerida quanto ao uso do

material vegetal.
Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de R. sativus foram coletadas na comunidade de Barbaras, Alfenas/MG, Brasil (21°27'10"S
45°56'43"W). A identificagdo taxondmica do material vegetal foi realizada no herbario UALF da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), onde uma amostra foi depositada (#2279).

Preparo do extrato etanodlico das folhas de R. sativus

As folhas de R. sativus foram arranjadas em camadas e submetidas a secagem em estufa com circulagéo
de ar a 45°C até a completa secagem (quando o peso constante de 10 g foi alcangado) e pulverizadas em
moinho de facas. O extrato etandlico foi obtido através do método de maceragdo. Apds o intumescimento
de 500 g do po das folhas com o liquido extrator (alcool: agua 7:3 v/v) durante 30 minutos, fora do percolado,
mais extrator (alcool 70%) foi empacotado com a mistura. O empacotamento foi feito de uma forma mais
homogénea possivel, evitando a formagéo de bolhas ou buracos no conteudo alocado dentro. O alcool 70%
foi gradualmente adicionado até cobrir o p6 e a mistura foi deixada por 21 dias em maceragéo, com agitagdo
diaria. Apds esta etapa, a mistura foi submetida ao processo de rota-evaporagéo sob uma presséo reduzida
(500 mmHg) e temperatura de 50°C para concentrar o extrato (remog¢ao do alcool) e, finalmente, liofilizada
para completa remogéo da agua. O extrato seco obtido foi apropriadamente armazenado e, quando do uso,

solubilizado em agua destilada para administragcdo por gavagem aos animais.

Parte experimental

Animais

Foram utilizados 45 ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, adultos (6—9 semanas), com peso corporal
inicial variando entre 250-300 g, fornecidas pelo Biotério da Unifenas/Alfenas. Os animais foram submetidos
a um periodo de aclimatagédo por 10 dias, alojados em gaiolas coletivas (trés animais por gaiola), em
temperatura controlada (25 £ 1°C) em um ambiente com ciclo claro/escuro de 12 h, recebendo alimentagéo

especifica para espécie (ragdo comercial) e agua potavel ad libitum.
Indugao de DM tipo 1

Para indugédo do DM tipo 1, resumidamente, os animais foram previamente mantidos em jejum por 12 horas,
com agua fornecida ad libitum. A seguir, os animais receberam uma dose Unica (130 mg/kg de peso) de
uma solugéo de aloxana monoidratada (Sigma-Aldrich Inc, St Louis, MO, USA), via intraperitoneal. Uma

hora e meia apds a injecdo, a alimentagéo foi reintroduzida aos animais. Apds 7 dias, foi realizada a
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pesagem e determinagao da glicemia capilar de cada animal. Aqueles animais que obtiveram e sustentaram

uma glicemia superior a 250 mg/d| foram considerados diabéticos?).
Desenho experimental

Ratos sem DM (saudaveis) ndo tratados foram usados como controle, conforme demonstrado no grupo 1
da TABELA 1. Apés indugdo do DM tipo 1, como acima descrito, os ratos diabéticos foram mantidos com
dieta padréo e agua ad libitum, e divididos em mais dois grupos experimentais (TABELA 1), um nao tratado
e outro tratado com uma dose oral de 300 mg/kg/dia do extrato etandlico das folhas de R. sativus,
administrado pelo processo de gavagem, durante 90 dias. Os consumos de agua e ragdo, bem como o

acompanhamento do peso dos ratos, foram avaliados neste intervalo.

TABELA 1: Detalhamento dos grupos experimentais utilizados no presente estudo.

Grupo N° inicial de Inje¢cdo administrada/ TI::;:;:,:)I
. P animais/ N° final de Indugédo do DM Dieta R
experimental L i = Tipo de
animais (Sim/Nao)

Tratamento
1 Ratos sem DM 15/10 Salina/Nao Padrao* 90 dias/Placebo
2 Ratos diabéticos 15/5 Aloxana (130 mg/kg) /Sim Padrao 90 dias/Placebo
Ratos diabéticos + . ~ 90 dias/Extrato
3 Extrato 15/10 Aloxana (130 mg/kg) /Sim Padrao (300 mg/kg/dia)

Legenda: *Ragao comercial + agua ad libitum

Obtencgao das amostras biologicas

Apos os trés meses de tratamento, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas e, em seguida
anestesiados usando Isoflurano a 5% e o sangue foi coletado por pungéo cardiaca. Para obtencéo do soro,
as amostras de sangue coletadas em tubos siliconizados (sem aditivo) foram centrifugadas a 1500 g por 10
minutos, em temperatura ambiente, e o soro foi separado, sendo imediatamente utilizado para a determinagéo
da glicemia de jejum, da funcao renal, da funcéo hepatica e do perfil lipidico. Em seguida, os animais foram
submetidos a eutanasia e o figado retirado. Para o preparo do homogeneizado de figado, o érgao foi
homogeneizado a 4 °C em tampéo fosfato (PBS, pH 7,2) 0,1 M na proporgdo 5 mL/g de 6rgdo. O

homogeneizado foi centrifugado a 3000 g, por 10 min a 4 °C, sendo posteriormente utilizado o sobrenadante®.
Avaliacao da glicemia de jejum, do colesterol total e fragoes, de creatinina e AST

As concentragdes de glicose, triglicerideos, colesterol total e fragdes (lipoproteina de alta densidade [HDL])
foram determinados no soro por método enzimatico colorimétrico de ponto final. Os niveis séricos de
creatinina foram determinados pelo método de Jaffé modificado utilizando um kit adquirido comercialmente,
cujo procedimento de medicéo foi calibrado com o material de referéncia SRM 914 do National Institute of
Standards and Technology (NIST), tornando os resultados rastreaveis ao método definitivo (espectrometria
de massas com diluigio isotdpica). As concentragdes da enzima aspartato aminotransferase (AST) foram

determinadas no soro, por método cinético UV,
Determinacgao de carbonilagdo proteica

Para a determinag&o das proteinas carboniladas, o ensaio espectrofotométrico com 2,4-dinitrofenilhidrazina

(DNPH) foi utilizado, baseado na reagdo do DNPH com as proteinas carboniladas'®11), Neste ensaio, 500
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WL das aliquotas do homogeneizado de figado em PBS mais 500 uL da solugdo de DNPH (10 uM) foram
incubadas por 1 h, com gotejamento de 500 pL da solugéo de acido tricloroacético (TCA, 20%), até a
precipitacdo completa. 500 uL da solugao Etanol/Acetato de Etila foram, em seguida, adicionados a mistura
e, esta foi entédo centrifugada a 600g por 10 minutos. Ao pellet resultante foi adicionado novamente 500 pL
da solugdo Etanol/Acetato de Etila e foi feita uma nova centrifugacédo (600 g, 10 minutos). Finalmente, o
pellet foi dissolvido com 1000 pyL de Guanidina 6M. A taxa da variagdo na absorbancia foi medida
espectrofotometricamente a 370 nm. Para comparagao, a concentragdo proteica total foi determinada pelo
método de Bradford (utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padréo da curva de calibragao) e os

resultados expressos em nmol proteinas carb./ mg proteinas totais2).
Analises dos dados

Os resultados representam a média + desvio padréo (DP) de, no minimo, trés experimentos independentes,
realizados em ftriplicata. Analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para comparacdes
multiplas das médias foram realizadas usando o software BioEstat (Versao 5.0, Belém, Para, Brasil, 2007).

As médias foram consideradas significativamente diferentes com valores de p < 0,05 (a = 0,05).

Resultados e Discussao

Neste estudo, verificou-se a principio, o efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico das folhas de R.
sativus em ratos com DM tipo 1 (FIGURA 1). Ap6s 90 dias de tratamento, tempo necessario para o marcante
aparecimento das complicagbes do DM n&o controlado (hiperglicemia ndo controlada), houve uma
significativa (p < 0,05) diminui¢cdo na glicemia de jejum em animas que receberam uma dose diaria de 300
mg/kg deste extrato, durante este intervalo de tempo. Em recente estudo® demonstrou-se que R. sativus
apresenta um perfil fitoquimico com marcante presenga de flavonoides (rutina, quercetina e kaempferol),
uma possivel agédo regenerativa das células  do pancreas exercida por estes antioxidantes, bem como a
promogao de um estimulo para a secregdo de insulina podem ser inferidas(®19, Qutra possivel explicagéo,
seria a agdo de antioxidantes e/ou outros compostos presentes em R. sativus favorecendo a captagao de

glicose pelas células alvo, independente das concentragbes séricas de insulina(®),

FIGURA 1. Efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) em ratos com DM tipo 1.
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Legenda: Os dados representam a média £ DP de, no minimo, trés aferigdes independentes, realizadas em triplicata. As
letras diferentes acima da coluna indicam que as médias foram significativamente diferentes (p < 0,05), de acordo com
o teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05).
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Com relagédo ao peso dos animais, ratos saudaveis apresentaram, em média, maior peso, como visto na
TABELA 2, ndo havendo diferencgas significativas entre os grupos de ratos diabéticos e aqueles diabéticos
tratados com R. sativus. Isto demonstra que o tratamento com o extrato desta planta nao influenciou o peso
dos animais, apesar de promover um marcante efeito anti-hiperglicémico. O consumo de ragdo também
nao foi influenciado pelo tratamento com R. sativus, sendo que houve apenas um significativo menor
consumo no grupo de ratos ndo diabéticos. O consumo de agua foi significativamente diferente entre os
trés grupos avaliados. A literatura tem demonstrado que tais variaveis podem ser influenciadas pelas

alteragdes induzidas pelo DMU7),

TABELA 2: Efeito do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) sobre o peso dos ratos, e relagdo entre

0s consumos de agua e ragao nos grupos experimentais durante os 90 dias de tratamento.

Ratos sem DM Ratos diabéticos Ratos diabéticos +. Extrato (300
mg/kg/dia)
Peso (9) 321,234+23,112 277,7+56,9° 256,6+51,8°
Consumo de ragéo (g)* 16,17+1,912 29,46+4,47° 27,53+3,33°
Consumo de agua (ml)** 53,3448,152 145,6+16,2° 127,12+16,61°

Legenda: Os dados representam a média + DP de até 10 ratos por grupo experimental, avaliados em 16 diferentes dias.
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha foram significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o
teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05). *O consumo de ragdo para um rato adulto saudavel varia de
aproximadamente 15-30 g, mas a polifagia em ratos com DM pode aumentar estes valores; **A polidipsia pode ser notéria
em ratos com DM.

No DM tipo 1 ndo controlado, a hiperglicemia pode induzir um quadro de estresse oxidativo, que é
considerado uma das grandes complicagdes cronicas da doenga, sendo gerado através do acumulo de
espécies reativas do oxigénio (EROs) de origem mitocondrial, em varios tipos de células, e/ou via o burst
oxidativo de fagdcitos, o que pode levar a danos oxidativos em varios 6rgdos, principalmente os rins e
figado. Uma maneira fidedigna de avaliar tais danos é através da mensuragao de proteinas carboniladas,
que s&o biomarcadores de oxidagdo proteica®1819. De acordo com estudos?, produtos avangados de
oxidagao proteica podem ser, também, formados na interacdo de EROs com proteinas plasmaticas. Como
aqui observado, ratos com DM néo tratados apresentaram uma marcante oxidagao proteica no figado apos
90 dias, ao passo que tais danos foram prevenidos/atenuados nos ratos com DM que receberam por
gavagem 300 mg/kg/dia de R. sativus (FIGURA 2). Outros danos oxidativos, como a oxidacéo proteica nos
rins e a peroxidagéo lipidica no figado e rins“? nao foram significativos (p > 0,05) em ratos com DM

comparados aos saudaveis (Dados nao mostrados).
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FIGURA 2: Prevengédo da oxidagao proteica no figado promovida pelo extrato etandlico das folhas de R. sativus (300

mg/kg/dia) apds 90 dias de tratamento dos ratos com DM tipo 1.
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Legenda: Os dados representam a média + DP de, no minimo, trés experimentos independentes realizados em triplicata.
p < 0,05 (diferengas significativas) de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05). A administragcao por
gavagem de R. sativus (300 mg/dia) aos ratos diabéticos, durante 90 dias, preveniu a oxidagao proteica no figado.

A dislipidemia € uma complicagéo frequente no DM tipo 1 ndo controlado e pode também estar relacionado
aos habitos de vida dos afetados@22), sendo que atenuar mais esta complicagdo crénica ¢ um grande
desafio durante o tratamento do DM. Neste estudo, observou-se um aumento de triglicérides nos ratos com
DM, ao passo que o tratamento oral por trés meses com o extrato de R. sativus promoveu um significativo
efeito preventivo sobre tal aumento (TABELA 3). Nao houve influéncia do tratamento com R. sativus, na

dose usada (300 mg/kg/dia), sobre os niveis de colesterol total nos ratos com DM.

TABELA 3: Efeito do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) sobre o perfil lipidico de ratos com DM

tipo 1, apos trés meses de tratamento.

Lo Colesterol Total HDL colesterol
Grupos Triglicerideos (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Ratos sem DM 56,5 + 2,122 49,6 + 3,482 48,3 + 2,842
Ratos diabéticos 70,2 + 5,85° 68,7 +3,13° 61,4 +7,25°
Ratos diabéticos +. Extrato (300 57.3 + 6,14° 61,5 + 3,25 60,8 + 3,06°
mg/kg/dia)

Legenda: Os dados representam a média + DP de, no minimo, trés experimentos independentes realizados em triplicata.
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna foram significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o

teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05).
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Disfungdes e danos hepaticos (como exemplo, as alteragbes dos niveis de AST) e renais (niveis de
creatinina) em pacientes com DM tipo 1 n&o controlado também s&o complicagbes comuns, advindas de
diferentes danos a estes 6rgaos induzidos pela hiperglicemia. Aqui sdo demonstradas tais alteragdes
(FIGURAS 3 € 4), mas o tratamento com R. sativus ndo promoveu uma melhora em estabilizar os niveis

normais destes biomarcadores.

FIGURA 3: Efeito do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) sobre os niveis séricos de AST em ratos

com DM tipo 1.
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Legenda: As letras diferentes acima da coluna indicam que as médias foram significativamente diferentes (p < 0,05), de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05).

FIGURA 4: Efeito do extrato etandlico das folhas de R. sativus (300 mg/kg/dia) sobre os niveis séricos de creatinina em

ratos com DM tipo 1.
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Legenda: As letras diferentes acima da coluna indicam que as médias foram significativamente diferentes (p < 0,05), de
acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia (a=0,05).
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Os efeitos positivos do extrato etandlico das folhas de R. sativus em controlar o DM tipo 1 e suas
complicagdes, como aqui observados em ratos Wistar, sdo também notdrios, visto que a dose administrada
oralmente, para a promogao de tais efeitos (300 mg/kg/dia), é destacada em prévios estudos como ndo
toxica, conforme evidéncias®, de que uma dose diaria de 5 g/Kg/dia de R. sativus administrada durante 7
dias ndo induz toxicidade aguda em camundongos. Ainda, o amplo uso desta planta na medicina popular e
culinaria é destacado. Como sugestdes, sdo essenciais outros estudos que possam investigar o potencial
terapéutico de fitoterapicos desta planta e/ou o isolamento de compostos que apresentem efeitos sobre o
DM, através de um fracionamento bioguiado, com estabelecimento dos mecanismos subjacentes e um foco

maior sobre a seguranga quanto ao uso em humanos.

Conclusao

Neste estudo preliminar, usando um modelo experimental de ratos com DM tipo 1, demonstrou-se um
marcante efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico das folhas de R. sativus e as extensivas agbes em
prevenir tipicas complicagdes do DM, tais como os danos oxidativos e dislipidemia, com uma dose de 300
mg/kg/dia. Estes dados preliminares indicam um potencial terapéutico de R. sativus que deve ser mais
detalhadamente investigado em outros modelos experimentais, visando elucidar os efeitos sobre as fungdes
hepatica e renal e sobre os marcadores lipidicos e de glicémica, além de andlises histopatoldgicas que

possam adicionalmente corroborar nossos achados.
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Abstract

Many Euphorbiaceae species are recognized as traditional medicinal plants and the oils and latex of many
species have also economic importance. Among these, Euphorbia heterophylla L. is popularly known in
Brazil as “leiteira”, “flor-de-poetas” and wild poinsettia, and has been used traditionally in Africa and India to
treat many kinds of health disorders. However, the chemical composition of this species has not been
extensively studied so far. In the present investigation, the flavonoids quercitrin (quercetin 3-O-a-L-
rhamnopyranoside), hyperin (quercetin 3-O-B-D-galactopyranoside), isoquercitrin (quercetin 3-O-8-D-
glucopyranoside) and isoquercitrin 6”-malonate (quercetin 3-O-3-D-(6"-malonate)-glucopyranoside) were
isolated from an ethyl acetate partition of aqueous ketone extract from E. heterophylla leaves. The
dehydroellagitannins geraniin and phyllantusiin D as well as 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-8-D-glucopyranoside,
trans-caffeic acid and the coumarin aesculetin (6,7-dihydroxycoumarin) were also isolated. All the
compounds were characterized by spectroscopic methods such as "H and '*C-NMR, COSY, HETCOR, APT
and by comparison with literature data. The presence of these substances of relevant bioactivity is reported

for the first time in E. heterophylla through our study, supporting in this way the medicinal use of this species.

Keywords: Euphorbiaceae. Euphorbia heterophylla L.. Polyphenols. Flavonoid glycosides.

Dehydroellagitannins. Aesculetin.

Introduction

Euphorbiaceae is among the largest families of Angiosperms (flowering plants), comprising 228 genera and
6547 accepted species namesll. Many of its species are recognized as traditional medicinal plants, such as
Phyllanthus niruri, used to treat kidney stones (nephrolithiasis), and Crofon campestris, used as a laxative,
anti-syphilitic and for the treatment of biliary duct infections22l. The oils and latex of many species have also

economic importance as Ricinus communis, Aleurites fordii and Hevea brasiliensis. Others like Manihot
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glaziovii, Manihot esculenta, and Manihot utilissima are used in the food industry®l. Recently, the possibilities

of utilization of Jatropha curcas seed oil as fuel has been attracted the attention of researchersl2.

Euphorbia is the largest genus in Euphorbiaceae family with approximately 2000 speciestl. As example of
medicinal use, it can be mentioned Euphorbia tirucalli, whose latex has antitumoral and anti-syphilitic
properties!d and Euphorbia hirta that has been used traditionally for respiratory ailments (cough, coryza,
bronchitis, and asthma), worm infestations in children, digestive problems, and tumorsl®. Euphorbia
heterophylla Linnaeus is an annual plant reproducing by seeds, latescent, erect, being able to reach 30-80
cm height. Its leaves are glabrous to slightly pubescent with widely variable form, reaching 4-10 cm length@,
It is native from the tropical regions of Americas and is widespread in tropical and subtropical regions around
the world@. In Brazil, it is popularly known as “leiteira”, “flor-de-poetas” and wild poinsettial®l. In Africa and
India, this species has been used traditionally to treat many kinds of health disorders such as arthritis,
rheumatism, skin tumors, gonorrhea, erysipelas and many othersl. In these regions, it is popularly known

as milkweed.

Despite its importance, few substances have been isolated from E. heterophylla so far: flavonoids such as
quercetin, 3-methyl quercetin, kaempferol 3-O-arabinoside, kaempferol 3-O-glucoside and kaempferol 7-O-
glucoside along with some triterpenesl!%11. Therefore, this study aims to contribute with new information on

the chemical composition of this species.

Material and Methods

General

Reagents and solvents were PA grade (Vetec or Merck) except those used for HPLC analysis that were
UV/HPLC grade (Merck). The ultrapurified water used was Milli-Q (Millipore). The standards were obtained
from Sigma-Aldrich or Fluka.

Plant extraction

E. heterophylla was collected on campus at University of the Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ),
Rio de Janeiro — Brazil, in August 2000. A voucher specimen was deposited at Herbarium of Botanic Garden
of Rio de Janeiro. The fresh leaves (540.0 g) were extracted by static maceration with acetone-water (70:30),
7 x 2.0 L for 24 h each one. The extract was grouped, filtered by gravity in paper and the acetone removed
by evaporation under reduced pressure at 40 °C. The residual aqueous phase (4.0 L) was sequentially
partitioned 3 times at 1:1 v/v ratio with chloroform, ethyl acetate and n-butanol yielding 0.5 g, 6.0 g and 6.9

g, respectively.
Thin Layer Chromatography (TLC) analysis

Extract and fractions were analyzed in silica gel AL 60F2s4 20 x 20 cm plates (Merck) using NP/PEG reagent
for detection of flavonoidsl'2, acetic acid/sodium nitrite reagent for ellagitannins!>141, sulfuric orcinol for
sugars, KMnQOs-NaCOz-bromocresol green-bromothymol blue for malonic acid9, ferric chloride for phenolic

substancesd, UV light 254 nm and 365 nm. TLC solvent systems: (A) ethyl acetate/acetic acid/formic
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acid/water (100:11:11:27), (B) ethyl acetate/formic acid/water (100:10:5) and (C) i-propanol/ethyl

acetate/water (7:2:1).
Medium pressure liquid column chromatography (MPLC)

MPLC was performed in a solvent resistant column (SR) from Pharmacia (26.0 x 2.8 cm) with the stationary
phase Toyopearl HW-40C (TosoHaas) and peristaltic pump EP-1 EconoPump (BioRad). The extract (2.5 g)
was solubilized in 6.0 mL of ethanol-water (3:2) collecting 24 fractions of 20.0 mL each and then other 26
fractions of the same volume were collected with ethanol-water-acetone (7:2:1), flow-rate of 2.5 mL/min,
totalizing 50 fractions, named as UNO1 to UN50.

Analytical High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)

The Shimadzu chromatograph consisted of LC-10AD pump, diode array detector SPD-M10A, DGU-14A
degasser, CTO-10A column oven at 30 °C, Rheodyne injector with a 20 yL loop, SCL-10A interface and
controlled by Class-VP software. A Hypersil ODS C18, 250 x 4.0 mm, 5 ym (Thermo Scientific) column was
applied using as mobile phase acetonitrile and water adjusted to pH 3.0 with trifluoracetic acid (TFA) (15:85)

at flow-rate 1 mL/min. The runs were monitored at 254, 280 and 365 nm.
Semi-preparative HPLC system and conditions

For the semi-preparative purposes, a Shimadzu chromatograph was used composed with LC-10AS pump,
diode array detector SPD-M10A or refraction index detector RID-6A, DGU-14A degasser, and a Rheodyne
injector with a 500 L loop. A Supelcosil LC-18, 250 x 10.0 mm, 5 ym (Supelco) column was employed at
room temperature using same mobile phase that applied in analytical system at flow-rate 4 mL/min or 5

mL/min. The separations were also monitored at 254, 280 and 365 nm.
Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

The '"H and "*C-NMR spectra were obtained in Varian Gemini 200 RT and Bruker Avance DRX-400.
Correlations were assigned by two-dimensional techniques of correlated spectroscopy (COSY), carbon-13-
proton correlation (HETCOR) and attached proton test (APT).

Flavonoid glycosides hydrolysis

Flavonoid (2.0 mg) were heated in a boiling water for two hours in sealed tube with 2.0 mL TFA. After that,
the respective aglycone was adsorbed in XAD-2 mini-column (50 x 5 mm) and the eluate was evaporated
adding methanol several times until all the acid has been removed. The aglycone was eluted from the column

with methanol.
Reduction of the sugars

The acid-free eluates from XAD-2 were reduced with 3.0 mg of sodium borohydride (NaBH4) (Merck) in 1.0
mL of Milli-Q water cooled in an ice bath. After 2 hours the NaBH4 excess was decomposed with acetic acid
20% v/v (3 drops) and the solution was passed through a column (50 x 5 mm) containing Dowex 50W-X8

resin (acid form) to remove sodium. The eluate was evaporated adding methanol several times until all the
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borate has been removed. The residue was solubilized in water, frozen with liquid nitrogen and lyophilized

yielding a white solid. Sugar standards were treated the same way.
Sugars derivatization

Dried acetonitrile (0.1 mL) and 70 pL of N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 1%
trimethylchlorosilane (BSTFA/TMCS) were added to the final residues from sugars reduction. The sealed
tubes were heated to 100 °C for 2 hours. The products were analyzed by Gas Chromatography (GC) and
the identity of the epimeric forms of the free sugars were confirmed against standards in individual injections

as well co-injections.
Gas Chromatography (GC)

GC analyses were performed in a Varian Star 3400 CX system with Flame lonization Detector (FID) using
a DB-1 30.0 m x 0.25 mm x 0.25 ym. Injector, detector and column were set at 250°C, 250°C and 170°C,

respectively, and the product from sugar derivatization was injected directly (3 pL) at split 1:50.

Results and Discussion

At first, the ethyl acetate extract was analyzed by TLC suggesting the presence of phenolic substances (dark
blue spots after sprayed with FeCls), cinnamic acid derivatives (blue fluorescence under 365 nm after
NP/PEG reagent), flavonoids derivatives from luteolin, quercetin or myricetin (orange fluorescence under
365 nm after NP/PEG reagent) and ellagitannins (brown spots after reaction with acetic acid/sodium nitrite).
A portion of this extract was fractionated by MPLC according literaturel'8l. The fractions were analyzed by
TLC and grouped according similar profile (UNO7-10: 1.05 g, UN11-12: 10.0 mg and UN20-50: 420.0 mg).

Isolation and characterization of Flavonoids
All the substances isolated in this study are structurally represented (FIGURE 1).

UN11-12 from the MPLC contained a pure compound according to the TLC and HPLC analysis, which
chemical structure was confirmed by 'H and 3C-NMR results plus comparison with literature datad, and

was proved to be the substance quercitrin (quercetin 3-O-a-L-rhamnopyranoside) (1).

TLC analysis of UNO7-10 suggested a mixture of flavonoids (orange fluorescence in a 365 nm UV lamp after
NP/PEG reagent suggesting luteolin, quercetin or myricetin derivatives) and cinnamic derivatives (blue
fluorescence spots in 365 nm UV lamp after NP/PEG reagent). By HPLC analysis, it was possible to verify
that the UV spectra of some components were very similar to rutin standard. Therefore, a portion of this
fraction (570.0 mg) was submitted to semi-preparative HPLC yielding five fractions, FR1 to FR5, that were
dried in rotavapor: FR1 20.0 mg (pale yellow solid), FR2 30.0 mg (yellow solid), FR3 30.0 mg (yellow solid),
FR4 10.0 mg (yellow solid), and FR5 20.0 mg (yellow solid).
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FIGURE 1: Substances isolated from Euphorbia heterophylla in the present study.
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Legend: Quercitrin (quercetin 3-O-a-L-rhamnopyranoside) 1, Hyperin (quercetin 3-O-p-D-galactopyranoside) 2,
Isoquercitrin  (quercetin  3-O-B-D-glucopyranoside) 3, Isoquercitrin 6”-malonate (quercetin 3-O-3-D-(6"-malonate)-
glucopyranoside) 4, trans-Caffeic acid 5, Aesculetin 6, Geraniin 7, Phyllantusiin D 8, 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-B3-D-
glucopyranoside 9.

Except for the FR1, the fractions presented separated compounds with high purity grade by TLC and HPLC
and were submitted to "H and '3C-NMR analysis. The proposed structures were confirmed by comparison
with literature: hyperin (quercetin 3-O-B-D-galactopyranoside) (FR2, compound 2)M7, isoquercitrin
(quercetin 3-O-B-D-glucopyranoside) (FR3, compound 3)1'7, isoquercitrin 6”-malonate (quercetin 3-O-B-D-
(6”-malonate)-glucopyranoside) (FR4, compound 4) & 1% and compound 1 (FR5)!El.

The flavonoid glycosides 1-4 were submitted to hydrolysis and the products of the reactions were analyzed
by TLC. The resulting compounds were co-chromatographed with quercetin presenting same R and color
(solvent system C, Rr 0.80, orange fluorescence in UV 365 nm light after NP/PEG reagent). The malonic
acid was identified by co-chromatography with standard (system C, KMnO4-NaCOs-bromocresol green-
bromothymol blue, white spot in blue background). The sugars B-D-glucose (Glc), B-D-galactose (Gal) and
a-L-rhamnose (Rha) were identified by co-chromatography (system C, sulfuric orcinol, Rr 0.38, 0.30 and

0.64, respectively).

The identity of the epimeric forms of the free sugars Glc and Gal, after reduction and silylation were
confirmed by GC against standards in individual injections as well co-injections (fr Glc 17.93 min and fr Gal
18.19 min).

Flavonoids are known to be very bioactive substances making them good candidates for therapeutic
agents2Y. These substances have recently been targeted by in vitro studies aimed at combating the fungus

Candida albicans, which causes lethal opportunistic infections in people with immune deficiencies such as
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that caused by the HIV virus2. Kaempferol, quercetin and some of its glycosylated derivatives have shown
considerable effects against this species of fungus2!! and can then explain the use of E. heterophylla as

antifungal agent.
Isolation and characterization of trans-caffeic acid and aesculetin

FR1, that presented two spots of blue fluorescence in UV 365 nm light after NP/PEG reagent, was subjected
to a new chromatographic separation by semi-preparative HPLC and two fractions were collected,
evaporated, and analyzed by 'H-NMR spectroscopy. NMR spectra were compared with literature datal2223!
allowing the identification of frans-caffeic acid (compound 5, 1.4 mg) and the coumarin aesculetin (6,7-
dihydroxycoumarin) (compound 6, 4.0 mg). Possessing strong antioxidant activity, literature sources show
that the compound 5 increase collagen production and prevention of premature aging24. This phenolic
compound also demonstrated antimicrobial activity and may be a promise in the treatment of skin
diseases24. Many pharmacological activities such as anti-inflammatory, anticoagulant, antioxidant, liver-

protective, antidiabetic, antibacterial and antitumor is attributed to the coumarin 625,
Isolation and characterization of hydrolysable tannins

TLC of UN20-50 (system A, acetic acid/NaNO2 reagent, brown colors) indicated the presence of
ellagitannins. This fraction was subjected to semi-preparative HPLC, yielding three other fractions, which
were collected and dried in rotavapor. Each fraction presented high purity by TLC and HPLC analyses and
were submitted to 'H and '3C-NMR analyses. The data were compared with literaturel’325.271 confirming the
proposed structures: the dehydroellagitannins geraniin (FRB 1, compound 7, beige solid, 65.2 mg) and
phyllantusiin D (FRB 2, compound 8, beige solid, 8.6 mg) as well as 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-3-D-
glucopyranoside (FRB 3, compound 9, white solid, 19.3 mg).

The dehydroellagitannin 7 was previously isolated from Phyllantus amarus and demonstrated protection of
mouse liver slices against ethanol-induced cytotoxicity[28l. A review on this substance demonstrated that it
is a suitable candidate for further study into its potential pharmaceutical, nutritional, cosmetic and industrial
application22, This tannin exists in two isomeric forms, as shown above (FIGURE 1). Compound 8 is an
uncommon hydrolysable tannin previously isolated from Phyillantus amarusY and has been considered an
artefact by some researchers, generated during acetone extractionl2Z, Literature data suggested that this
tannin has strong antioxidant activity®!l. In addition, several in vitro studies and some in vivo studies showed
that compound 9 exhibits multiple biological activities making it of great potential in the therapy and

prevention of several serious diseases such as cancer and diabetes[3234],
Spectroscopic data obtained for the isolated compounds by 'H and "*C-NMR are shown below.

Quercitrin (quercetin 3-O-a-L-rhamnopyranoside) (1): "TH-NMR (DMSO-ds, 200 MHz, TMS, 8): 7.28 (dd, J =
1.99/5.55 Hz, H-6’), 7.22 (d, J = 1.99 Hz, H-2’), 6.86 (d, J = 8.24 Hz, H-5’), 6.38 (d, J = 1.61 Hz, H-8), 6.20
(d, J = 1.61 Hz, H-6), 5.26 (d, J = 1.33 Hz, H-1" Rha), 4.80-3.00 (m, H-2" to H-5" Rha). '*C-NMR (DMSO-
ds, 50 MHz, TMS, 3): 177.67 (C-4), 164.09 (C-7), 161.22 (C-5), 157.50 (C-2), 156.37 (C-9), 148.35 (C-4’),
144.11 (C-3"), 134.19 (C-3), 121.02 (C-1’), 120.71 (C-6’), 115.39 (C-5’), 115.63 (C-2’), 101.79 (C-1" Rha),
104.03 (C-10), 98.61 (C-6), 93.54 (C-8), 71.70 (C-4” Rha), 70.80 (C-3” Rha), 70.46 (C-2” Rha), 69.98 (C-
5” Rha), 17.14 (C-6" Rha).
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Hyperin (quercetin 3-O-B-D-galactopyranoside) (2). '"H-NMR (DMSO-ds, 200 MHz, TMS, 8): 7.66 (dd, J =
2.04/8.44 Hz, H-6’), 7.54 (d, J = 2.14 Hz, H-2"), 6.82 (d, J = 8.54 Hz, H-5"), 6.42 (s, H-6), 6.22 (s, H-6), 5.38
(d, J = 6.66 Hz, H-1 Gal), 5.10-3.40 (m, H-2 to H-6 Gal). ®C-NMR (DMSO-ds, 50 MHz, TMS, &): 177.48 (C-
4),164.14 (C-7), 161.22 (C-5), 156.30 (C-2), 156.22 (C-9), 148.46 (C-4’), 144.82 (C-3’), 133.38 (C-3), 121.09
(C-1’), 121.99 (C-6’), 115.94 (C-5), 115.19 (C-2’), 101.79 (C-1 Gal), 103.91 (C-10), 98.68 (C-6), 93.51 (C-
8), 75.84 (C-5 Gal), 73.18 (C-3 Gal), 71.21 (C-2), 67.92 (C-4 Gal), 60.14 (C-6 Gal).

Isoquercitrin (quercetin 3-O-B-D-glucopyranoside) (3): "H-NMR (DMSO-ds, 200 MHz, TMS, 8): 7.62 (H-2’
and H-6’), 6.88 (d, J = 8.92 Hz, H-5"), 6.46 (d, J = 1.74 Hz, H-8), 6.24 (d, J = 1.74 Hz, H-6), 5.50 (d, J = 7.37
Hz, H-1" Glu), 5.20-3.10 (m, H-2" to H-6" Glu). 3 C-NMR (DMSO-ds, 50 MHz, TMS, 3): 177.39 (C-4), 164.08
(C-7), 161.19 (C-5), 156.28 (C-2), 156.28 (C-9), 148.41 (C-4’), 144.76 (C-3"), 133.31 (C-3), 121.55 (C-1),
121.14 (C-6’), 116.18 (C-5’), 115.17 (C-2’), 100.88 (C-1” Glu), 103.93 (C-10), 98.61 (C-6), 93.45 (C-8), 77.50
(C-3” Glu), 76.49 (C-5” Glu), 74.07 (C-2” Glu), 69.92 (C-4” Glu), 60.95 (C-6" Glu).

Isoquercitrin 6”-malonate (quercetin 3-O-B-D-(6"-malonate)-glucopyranoside) (4): 'H-NMR (DMSO-ds, 200
MHz, TMS, 8): 7.54 (d, J = 2.22 Hz, H-6’), 7.48 (d, J = 2.26 Hz, H-2'), 6.86 (d, J = 8.25 Hz, H-5’), 6.42 (d, J
= 1.86 Hz, H-8), 6.22 (d, J = 1.86 Hz, H-6), 5.38 (d, J = 6.79 Hz, H-1”" Glu), 4.40-4.00 (large, H-2" to H-6"
Glu). BC-NMR (DMSO-ds, 50 MHz, TMS, 8): 177.29 (C-4), 167.93 (C-3"" malonyl), 166.95 (C-1"" malonyl),
164.18 (C-7), 161.16 (C-5), 156.31 (C-2), 156.69 (C-9), 148.55 (C-4’), 148.88 (C-3’), 133.11 (C-3), 121.34
(C-6"), 120.98 (C-1"), 121.34 (C-6’), 116.21 (C-5’), 115.41 (C-2’), 101.09 (C-1" Glu), 103.83 (C-10), 98.67
(C-6), 93.54 (C-8), 76.15 (C-3” Glu), 73.90 (C-2” and C-5" Glu), 69.47 (C-4” Glu), 63.34 (C-6” Glu), 41.77
(C-2"” malonyl).

trans-Caffeic acid (5): "H-NMR (acetone-ds, 200 MHz, TMS, 8): 7.41 (d, J = 15.90 Hz, H-7), 7.04 (d, J = 2.10
Hz, H-2), 6.90 (dd, J = 1.90/8.30 Hz, H-6), 6.74 (d, J = 8.20 Hz, H-5), 6.14 (d, J = 15.80 Hz, H-8).

Aesculetin (6,7-dihydroxycoumarin) (6): "H-NMR (acetone-des, 200 MHz, TMS, 8): 7.77 (d, J = 9.70 Hz, H-4),
7.05 (s, H-5), 6.80 (s, H-8), 6.15 (d, J = 9.70 Hz, H-3).

Geraniin (7): 'TH-NMR (acetone-ds + D20, 400 MHz, TMS, 8): a form, 7.26 (s, H-3 D ring), 7.19 (s, H-2 and
H-6 galloyl A ring), 7.13 (s, H-3/3’ B/C ring), 6.65 (s, H-3/3’ B/C ring), 6.54 (br s, H-1 Glu), 6.51 (s, H-3' E
ring), 5.51 (br s, H-2 Glu), 5.50 (br s, H-4 Glu), 5.40 (br s, H-3 Glu), 5.15 (s, H-1’ E ring), 4.20 - 4.40 (m, H-
6 Glu); b form, 7.34 (s, H-3 D ring), 7.17 (s, H-2 and H-6 galloyl A ring), 7.07 (s, H-3/3’' B/C ring), 6.64 (s, H-
3/3' B/C ring), 6.54 (br s, H-1 Glu), 6.51 (s, H-3’ E ring), 6.24 (d, J = 1.34 Hz, H-3' E ring), 5.51 (br s, H-2
Glu), 5.50 (br s, H-3 Glu), 5.40 (br s, H-4 Glu), 4.92 (d, J = 1.34 Hz, H-1’ E ring), 4.76 (m, H-5 Glu) 4.20 -
4.40 (m, H-6 Glu). "®C-NMR (acetone-ds + D20, 100 MHz, TMS, &): a form. 191.81 (C-4’ E ring), 168.43 (C-
7 Cring), 166.18 (C-7 B ring), 165.57 (C-7’ E ring), 165.39 (C-7 D ring), 164.72 (C-7 A ring), 154.38 (C-2' E
ring), 145.95 (C-3 and C-5 A ring), 145.76 (C-4 D ring), 145.40 (C-4 C ring), 145.25 (C-6 B/C ring), 144.67
(C-4 B ring), 143.33 (C-6 D ring), 139.87 (C-4 A ring), 139.04 (C-5 D ring), 137.86 (C-5 B ring), 136.46 (C-5
C ring), 128.61 (C-3' E ring), 125.50 (C-2 C ring), 124.52 (C-2 B ring), 120.06 (C-1 A ring), 119.26 (C-2 D
ring), 117.13 (C-1 B ring), 115.72 (C-1 D ring), 115.29 (C-1 C ring), 113.38 (C-3 D ring), 110.79 (C-2 and C-
6 Aring), 110.59 (C-3 B ring), 107.79 (C-3 C ring), 96.21 (C-5’ E ring), 92.37 (C-6’ E ring), 90.79 (C-1 Glu),
72.55 (C-5 Glu), 69.93 (C-2 Glu), 65.86 (C-4 Glu), 63.79 (C-6 Glu), 63.25 (C-3 Glu), 46.09 (C-1’ E ring); b
form, 194.56 (C-4’ E ring), 168.43 (C-7 C ring), 166.18 (C-7 B ring), 165.71 (C-7’ E ring), 164.98 (C-7 D
ring), 164.87 (C-7 A ring), 149.12 (C-2’ E ring), 147.05 (C-6 D ring), 145.95 (C-3 and C-5 A ring), 145.67 (C-
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4 D ring), 145.25 (C-4 C ring), 145.25 (C-6 B/C ring), 144.59 (C-4 B ring), 139.87 (C-4 A ring), 137.49 (C-5
D ring), 137.86 (C-5 B ring), 136.46 (C-5 C ring), 125.03 (C-3’ E ring), 125.35 (C-2 C ring), 124.35 (C-2 B
ring), 120.06 (C-1 Aring), 119.92 (C-1 D ring), 117.13 (C-1 B ring), 116.92 (C-2 D ring), 115.18 (C-1 C ring),
113.38 (C-3 D ring), 110.79 (C-2 and C-6 A ring), 110.32 (C-3 B ring), 108.00 (C-3 C ring), 92.37 (C-5’ E
ring), 92.37 (C-6’ E ring), 91.77 (C-1 Glu), 73.17 (C-5 Glu), 70.45 (C-2 Glu), 66.79 (C-4 Glu), 63.79 (C-6
Glu), 62.29 (C-3 Glu), 51.89 (C-1’ E ring).

Phyllantusiin D (8): "H-NMR (acetone-ds + D20, 400 MHz, TMS, 8): 7.15 (s, H-3 D ring), 7.10 (s, H-2 and H-
6 galloyl A ring), 6.95 (s, H-3/3’ B/C ring), 6.60 (s, H-3/3’ B/C ring), 6.50 (br s, H-1 Glu), 6.21 (s, H-3' E ring),
5.50 (br s, H-2 Glu), 5.43 (br s, H-3 Glu), 5.37 (br s, H-4 Glu), 4.85 (br s, H-1’ E ring), 4.80 (¢, J = 9.00 Hz,
H-5 Glu), 4.71 (t, J = 9.00 Hz, H-6 Glu), 4.34 (dd, J = 7.90/10.60 Hz, H-6 Glu), 3.40 (d, J = 15.90 Hz, H-7’
acetonyl), 2.93 (d, J = 15.90 Hz, H-7’ acetonyl), 2.14 (s, H-9’ acetonyl). "*C-NMR (acetone-ds + D20, 100
MHz, TMS, 8): 165.42 (C-7 A ring), 165.40 (C-7 D ring), 145.75 (C-3 and C-5 A ring), 144.73 (C-4 B ring),
126.74 (C-3’ E ring), 119.68 (C-1 A ring), 110.63 (C-2 and C-6 A ring), 110.28 (C-3 B ring), 107.78 (C-3 C
ring), 91.83 (C-1 Glu), 81.00 (C-5' E ring), 72.88 (C-5 Glu), 70.07 (C-2 Glu), 66.48 (C-4 Glu), 63.67 (C-6
Glu), 62.14 (C-3 Glu), 51.68 (C-1’ E ring), 50.00 (C-7’ acetonyl), 31.88 (C-9’ acetonyl).

1,2,3,4,6-Penta-0O-galloyl-B-D-glucopyranoside (9): "H-NMR (acetone-ds + D20, 400 MHz, TMS, 8): 7.17 (s,
H-2 and H-6 galloyl), 7.10 (s, H-2 and H-6 galloyl), 7.05 (s, H-2 and H-6 galloyl), 6.97 (s, H-2 and H-6 galloyl),
6.33 (d, J = 8.40 Hz, H-1 Glu), 6.00 (¢, J = 9.80 Hz, H-3 Glu), 5.63 (m, H-2, H-4 and H-5 Glu), 4.55 (d, J =
12.5 Hz, H-6 Glu), 4.38 (dd, J = 4.50/12.50 Hz, H-6 Glu). '*C-NMR (acetone-ds + D20, 100 MHz, TMS, 3):
166.37 (C=0 galloyl), 165.92 (C=0 galloyl), 165.71 (C=0 galloyl), 165.65 (C=0 galloyl), 164.96 (C=0
galloyl), 145.97 (C-3 and C-5 galloyl), 139.76 (C-4 galloyl), 139.10 (C-4 galloyl), 138.97 (C-4 galloyl), 121.33
(C-1 galloyl), 120.53 (C-1 galloyl), 120.44 (C-1 galloyl), 119.83 (C-1 galloyl), 110.05 (C-2 and C-6 galloyl),
93.29 (C-1 Glu), 73.90 (C-5 Glu), 73.25 (C-3 Glu), 71.10 (C-2 Glu), 69.25 (C-4 Glu), 62.76 (C-6 Glu).

Conclusion

The presence of the substances isolated in this study represents additional information on the chemistry of
the species, since there is no report in the literature of their isolation from E. heterophylla. Furthermore,
important biological activities related to those compounds could contribute to justify the medicinal use of E.

heterophylla by some populations.
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F11OS  arnicooe pesausa
ETNOBOTANICA

Multiplicacao da planta medicinal Brosimum
gaudichaudii Trécul (Moraceae) em meio de cultura

Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae) medicinal plant multiplication in
culture medium
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Resumo

Diante da importancia da mama-cadela no tratamento do vitiligo, este estudo teve como objetivo aprimorar
técnicas de micropropagacéo para a produgdo in vitro a partir de sementes e segmentos nodais. Plant
Preservative Mixture (PPM) e Hipoclorito de Sédio, em diferentes concentragdes, foram usados para
desinfestacdo de segmentos nodais e sementes. As sementes com tegumento, sem tegumento e eixo
epicotilo-radicula foram testadas em meio 1/2 Murashige e Skoog (MS) para determinar a germinagéo. Para
a multiplicagdo e enraizamento foram usados segmentos nodais axénicos jovens e/ou lignificados, em meio
1/2 MS contendo diferentes concentragdes de citocininas e auxinas. Constatou-se que o PPM a 4,0 e 5,0
mL.L-! proporcionou os menores graus de contaminag&o, enquanto o hipoclorito ndo se mostrou efetivo. As
sementes sem tegumento apresentaram 100% de germinacgdo. Plantulas jovens cultivadas em meio 1/2 MS
com 1,0 mg.L"" BAP produziram maior nimero de brotos, mas estes ndo apresentaram um crescimento
adequado. O melhor crescimento de brotos e raizes foi obtido quando se usaram segmentos nodais
lignificados em meio 1/2 MS com BAP, 1,0 mg.L-' e 2,0 mg.L-" de AIA. O maior potencial de multiplicagéo

ocorreu para sementes sem tegumento e com segmentos nodais lignificados.

Palavras-chave: Mama-cadela. Fitoterapico. Biotecnologia. Cultura de tecidos. Fitoreguladores.
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Multiplicacao da planta medicinal Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae) em Maurizia Fatima Carneiro, et al.
meio de cultura

Abstract

Due mama-cadela importance to treatments against vitiligo, in this study the aim was to improve
micropropagation techniques to in vitro propagation with seeds and nodal segments. Plant Preservative
Mixtures (PPM) and Sodium hypochlorite in different concentrations were used to disinfestation of nodal
segments and seeds. Seeds with and without tegument and epicotyl-radicule axis were tested in 1/2
Murashige & Skoog (MS) medium to determine the germination. For multiplication and rooting, youths and
lignifieds axenic nodal segments was used in 1/2 MS medium with different cytokinins and auxins
concentrations. The PPM at 4.0 and 5.0 mL.L"" proportioned lower contaminations levels, but the
hypochlorite was not effective. The seeds without tegument showed 100% of germination. Young plants
cultivated in 1/2 MS with BAP 1.0 mg.L"" showed higher numbers of shoots, but it did not grow properly,
however the better grow of shoots and roots was obtained when was used nodal segments lignifieds in 1/2
MS with BAP and AIA at 1.0 mg.L™" and 2.0 mg.L"". The higher potential of multiplication occur to seeds

without tegument and with nodal lignified segments.

Keywords: Mama-cadela. Phytotherapic. Biotechnology. Tissue culture. Phytoregulators.

Introducgao

Brossimum gaudichaudii Trecul. (Moraceae) é encontrada nos dominios fitogeograficos da Amazonia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, conhecida vulgarmente como mama-cadela, mamica-de-cadela,
conduru e inharél!! entre outros nomes populares. Estudos fitoquimicos realizados? indicam a presenga de
psoralenos e bergaptenos, pertencentes a classe das furanocumarinas, em todas as partes do vegetal, com
predominancia no cortex da raiz. Essas substancias sdo usadas para o tratamento do Vitiligo e outras

enfermidades, através de aplicagéo topica e ingestdo do medicamentol3-€l,

A demanda por estes farmacos é considerada grande, e a sua obtengdo se da pela retirada de parte ou até
mesmo pela coleta da planta inteira pelas populagées locais e também por laboratérios farmacéuticos. Esta
pratica extrativista vem, ao longo do tempo, diminuindo o nimero de plantas de mama-cadela na naturezal®
191, Qutro fator é a sua insergdo no cerrado, que esta em constante mudanga pela expansao da fronteira
agricola e por queimadas naturais, podendo leva-la a extingdo nesse dominio fitogeografico, assim como
nos outros em que a espécie ocorre. Estudos sobre a conservagao e propagagao desta espécie ajudam a

minimizar a perda da biodiversidade e a sua manuteng&o na naturezal@l.

Os métodos usuais para obtengdo de mudas de espécies nativas sdo por sementes, estaquia, borbulhia e
micropropagacéao. A micropropagacao € uma ferramenta bastante significativa para acelerar a multiplicacao
e produgédo de numero consideravel de novos individuos, bem como para propagar espécies de dificil
multiplicacdo obtendo mudas selecionadas, sadias, livre de fungos, virus, bactérias e com alta qualidade
genétical-18l A dificuldade desta técnica esta na taxa de multiplicagdo in vitro ndo apresentar resultados
satisfatérios, principalmente quando as sementes sao recalcitrantes, apresentarem baixa longevidade e alto

indice de contaminagao endogenal>4l,

Existem varios protocolos que foram estudados para diversas espécies vegetais, porém o sucesso do
procedimento ndo depende s6 do protocolo, mas sim de alguns fatores importantes, como o tamanho de

explante, meio de cultura, regulador de crescimento, estado fisiologico e fitossanitario da planta matriz,
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explante no momento da coleta e a época da coletal'®1613 Neste sentido, estudos de germinagdo de

sementes e propagagao por brotagdes in vitro, se tornam tdo importantest4l,

Embora existam meios de cultura especificos para espécies arbéreas, o mais usual na multiplicagéo in vitro
da mama-cadela é o MS (Murashige e Skoog)1él, que contém substancias essenciais para o crescimento e
o desenvolvimento dos explantes, que aliado ao balango entre a citocinina BAP (6-Benzilaminopurina) e as
auxinas ANA (&cido naftalenoacético), AIB (Acido indolil-3-butirico) e AIA (&cido indol-3-acético), promove
uma maior taxa de multiplicagdo e enraizamentod. No entanto, as pesquisas ja realizadas, para
multiplicagao in vitro de mama-cadela ndo conseguiram estabelecer um protocolo eficiente, principalmente
por suas sementes e propagulos apresentarem um alto indice de contaminantes e o desenvolvimento das
plantulas muito lento. Estes dois fatores tém impedido a obtengdo de uma boa taxa de multiplicagdo e
dificultado o processo de enraizamento das plantulas em laboratoriol'81951. Considera-se que as sementes
de B. gaudichaudii s&o recalcitrantes, perdendo a sua viabilidade apos secagemE!. O objetivo deste trabalho
foi contribuir para estabelecimento de um protocolo para a germinagédo, multiplicagdo e enraizamento de

mama-cadela utilizando diferentes meios de cultura com concentragdes variaveis de citocinina e de auxina.

Material e métodos

Para a condugao dos estudos sobre micropropaga¢do de mama-cadela foram usados segmentos nodais
de brotacdes jovens e sementes. As brotagbes foram obtidas de plantas de mama-cadela da area
arborizada da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Goias, no
municipio de Goiania, Goias, no més de outubro de 2017. As sementes foram obtidas de frutos coletados
no municipio de Mairipotaba, localizado na Mesorregido Sul Goiano do estado de Goias, situado na latitude
S17°12”13°, longitude W49'33”53,8° e altitude de 657 m. Os frutos foram colhidos no més de setembro de
2016. Para a multiplicagédo e enraizamento in vitro, foram usados segmentos nodais axicénicos de plantulas

de laboratério em diferentes estagios de lignificacao.

O trabalho de micropropagacao foi desenvolvido no laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Emater,

localizado na Estagdo Experimental Nativas do Cerrado, em Goiania, Goias.

Utilizaram-se os meios de cultura MS - Murashige e Skoog e WPM - Wood Plant Medium em diferentes
concentragdes, de acordo com os objetivos desejados. O meio MS foi suplementado com 6,5 g de agar, 30
g de sacarose e o pH aferido para 5,7-5,8. No meio WPM, somente a sacarose foi alterada para 20 g. Os
meios apos serem distribuidos em recipientes de vidro de 250 mL e, ou tubos de ensaios de 16 cm x 2,5
cm foram esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121 °C. Apds o estabelecimento das sementes e/ou
segmentos nodais, em camara de fluxo laminar, os experimentos foram mantidos em sala de crescimento

sob irradidncia de 40 umol.m2.s™!, & temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de 16/8 h (claro/escuro).
Experimentos de desinfestagao quimica

Os segmentos nodais contendo gemas foliares, coletados no campo, passaram por processos de
desinfestag&o quimica, conforme recomendagéo do fabricante do PPM - Plant Preservative Mixture®2d em
relacdo a coleta e descanso em laboratdrio e, em seguida, foram estabelecidos em meio de cultura 1/2 MS
contendo diferentes concentragbes do PPM®. Os segmentos uniformizados para 2,0 cm foram

estabelecidos em tubos de ensaio com 20 mL do meio 1/2 MS e em diferentes concentragdes de PPM (1,0;
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2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mL.L""). Os seguimentos nodais foram inoculados de forma a estarem totalmente imersos
no meio de cultura, sendo avaliados quanto ao desenvolvimento de contaminantes, por um periodo de 30

dias, com relagéo a: cor do segmento, cor da gema e ocorréncia de brotagoes.

Sementes obtidas de frutos colhidos no ponto de maturagdo maxima, ou seja, com coloragao alaranjada,
foram lavadas em agua corrente por 10 minutos e imersas em alcool 70% durante 1 minuto. Apés a limpeza,
estas foram usadas para teste de desinfestagdo, em concentragdes diversas de hipoclorito (1,0; 2,0; 3,0 e
4,0 % de cloro ativo) e tempo de imers&o de 10, 20 e 60 minutos e de 12 e 24 horas. Ap6s aplicagdo dos
tratamentos e em camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e
autoclavada e, em seguida, retirado o seu tegumento e entdo, inoculadas em frascos de vidro de 250 mL,
com 40 mL do meio 1/2 MS, sem uso de fitoregulador. A avaliagdo da germinagao foi feita aos seis dias, o
numero de sementes contaminadas por um periodo de 20 dias e o desenvolvimento das plantulas aos 60

dias conferindo o tamanho do broto, nimero de folhas e nimero de gemas.
Experimentos de germinagao in vitro

Para estudos utilizando sementes, selecionou-se uma arvore que fosse representativa da espécie, e a
coleta dos frutos foi realizada em uma sequéncia de trés semanas consecutivas, sendo a primeira no dia
17 de setembro de 2016. Na primeira coleta, os frutos se apresentavam na cor verde com pequenos pontos
alaranjados (de vez); na segunda coleta os frutos apresentavam cor amarelo—alaranjado (inicio de
amadurecimento) e na terceira coleta os frutos apresentavam de cor alaranjada intensa (ponto maximo de
maturagao). Para os estudos de germinagao e multiplicagdo foram usadas sementes de frutos da primeira

coleta, no ponto de vez.

No laboratério, as sementes extraidas dos frutos, no ponto de vez, foram lavadas em &gua corrente por 10
minutos e em camara de fluxo laminar, desinfestadas quimicamente com alcool etilico a 70% por 1 minuto,
imersas por 30 minutos em solugéo de hipoclorito com 2,0% de cloro ativo e lavadas trés vezes em agua

destilada e autoclavada.

Em outro experimento, frascos de vidro contendo 40 mL do meio 1/2 MS receberam sementes de mama-
cadela com o tegumento, sem o tegumento e somente o apice germinativo, para avaliar as variaveis
germinagéo (%), tempo médio de germinagdo (TMG) e indice de velocidade de germinagao (IVG)2Y, por um
periodo de 30 dias. Aos 60 dias, as plantulas foram avaliadas quanto ao numero e tamanho dos brotos, niUmero
de gemas e tamanho da raiz, quando se retiraram os segmentos nodais para multiplicagdo. Em seguida, a
planta base, contendo uma gema foliar, foi transplantada para o mesmo meio e mantidas por mais 60 dias,

para rebrota, quando se avaliou o numero de brotos, nimero de gemas e o tamanho do maior broto.

Para a germinacao e crescimento in vitro da mama-cadela, sementes com tegumento foram desinfestadas
quimicamente e estabelecidas em frascos de vidro com 40 mL de meios MS na concentragdo normal (MS);
metade da concentracao salina (1/2 MS) e um terco da concentragéo salina (1/3 MS), e do meio WPM em
concentragdo normal (WPM) e metade da concentragao salina (1/2 WPM). A germinagédo da semente foi
considerada quando se observou o crescimento do eixo epicétilo-radicula, com observagdes aos 20, 30 e
40 dias. Aos 140 dias aferiu-se o crescimento das plantulas através do numero de brotos, nimero de gemas

foliares e o tamanho do maior broto.

64
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2019; 13(1): 61-73 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Multiplicacao da planta medicinal Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae) em Maurizia Fatima Carneiro, et al.
meio de cultura

Avaliou-se também, a germinagdo de mama-cadela em diferentes indices de pH. As sementes sem
tegumento provenientes da segunda coleta e que apresentavam cor amarelo—alaranjado, ou seja, no inicio
do amadurecimento, foram desinfestadas quimicamente e inoculadas em recipientes de vidro contendo 40
mL de meio 1/2 MS com o pH ajustado para 3,5; 4,5; 5,5; 6,5 e 7,0. Em cada tratamento utilizaram-se
sementes com e sem o tegumento e a germinagéo (em %) foi considerada quando houve a formagéo de

hipocotilo com radicula, observadas por um periodo de 30 dias.
Experimentos de multiplicagdo com reguladores de crescimento e origem dos explantes

Na multiplicacédo e crescimento de mama-cadela foram utilizados segmentos nodais de 2,0 cm, contendo
uma gema foliar. Os explantes foram retirados de plantulas de B. gaudichaudii axénicas com 60 dias no
laboratério, onde foi feito um corte em bisel na sua base e, em seguida, estabelecidos em tubos de ensaio
contendo 20 mL de meio 1/2 MS acrescido de ANA 0,3 mg.L"' e BAP (1,0; 2,0 e 3,0 mg.L""). As avaliagdes

do numero de brotos gerados foram feitas aos 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 60 dias.

Os estudos de crescimento e enraizamento de mama-cadela deram-se com segmentos nodais de brotagées
mantidas em laboratdrio por 240 dias, que passaram por duas podas apicais que apresentavam lignificacao.
As brotagbes foram divididas em: parte basal, mediana e apice caulinar contendo uma gema lateral. A parte
basal foi caracterizada por apresentar as folhas totalmente expandidas; a parte mediana as folhas estando
em processo de crescimento e o apice caulinar (1° entrend) com as folhas em inicio de desenvolvimento.
Estes explantes foram estabelecidos em tubos de ensaio contendo 20 mL do meio 1/2 MS acrescido de 1,0
mg.L"" de BAP e 2,0 mg.L"' de acido indolacético (AIA). Apos 45 dias avaliou-se o nimero de brotos,

tamanho do maior broto, numero de folhas, nUmero de gemas, nimero de raiz e tamanho da maior raiz.
Analises estatisticas

O delineamento experimental, para todos os experimentos, foi o inteiramente casualizado com 10
repeticdes, sendo cada vidro e, ou tubo de ensaio, com um explante, uma repeticdo. Todos os dados obtidos
para os diferentes ensaios foram submetidos a analise nao paramétrica, com as médias comparadas pelo

teste de Kruskal-Wallis em nivel de 5% de significancial22.

Resultados

Desinfestagao quimica

O uso de PPM, em diferentes concentragbes, para impedir o desenvolvimento de contaminantes no
processo inicial do estabelecimento de segmentos nodais, colhidos no campo, nao foi eficiente, com 100%
de contaminag&o na concentragdo de 1,0 mL.L"! e, nas concentragdes mais elevadas, o indice ficou em
30%. Ao final de 30 dias nenhum explante apresentou brotacéo e apresentavam cor preta indicando morte,
provavelmente pela agao fitotdxica do produto sobre os segmentos nodais e as gemas da mama-cadela
(TABELA 1).
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TABELA 1: Efeito do Plant Preservative Mixture® (PPM) em diferentes concentragdes, na porcentagem de

descontaminagdo, brotagéo e aspecto dos segmentos nodais e gemas de (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae),

aos 30 dias.
Tratamento Contaminantes (%) Brotacao (%) Segn:::::zy:i)e cor Gir;iad; Ac)or

1/2 MS 100 0 0 0
1/2 MS + PPM 1,0 mL/L" 100 0 0 0
1/2 MS + PPM 2,0mL/L"* 60 0 40 40
1/2 MS + PPM 3,0mL/L" 70 0 30 30
1/2 MS + PPM 4,0mL/L" 30 0 70 70
1/2 MS + PPM 5,0mL/L"* 30 0 70 70

A agédo do hipoclorito de sédio como agente descontaminante de sementes de mama-cadela apresentou

diferenca significativa entre as varias concentragdes de cloro ativo. A contaminagéo das sementes iniciou

com 2 dias apos o estabelecimento in vifro e com 20 dias a grande maioria apresentou 100% de

contaminagdo (TABELA 2) e, portanto, ndo apresentaram crescimento de plantulas. As sementes que

germinaram e ndo contaminaram somente os tratamentos, com 1,0% de cloro ativo com 20 minutos e 12

horas de imers&o e 2% de cloro ativo e 1 hora de imersao, tiveram crescimento das plantulas, mas de forma

nao satisfatéria, indicando o alto grau de contaminantes das sementes retiradas de frutos quando colhidos

no ponto maximo de maturacgéo.

TABELA 2: Germinagéo (Ger), Contaminagéo (%) e desempenho médio de plantulas de mama-cadela (Brosimum

gaudichaudii Tréc. - Moraceae) de frutos colhidos no ponto maximo de maturagdo, quando submetidas ao tratamento

com Hipoclorito de so6dio em diferentes concentra¢des de cloro ativo (Cl) e tempo de imersao das sementes.

Germinagao Contaminagao Desenvolvimento
Tratamento (%) (%)

6 dias 2 dias 10 dias 20 dias TBY(cm) NF NG

1,0% Cl por 10 min 40,0d 30,0 f 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
1,0% ClI por 20 min 10,0 f 40,0 e 80,0c 80,0 c 0,6c 0,8a 0,6 b
1,0% Cl por 01 hora 10,0 f 50,0 d 90,0 bc 90,0 bc 0,0d 0,0d 0,0c
1,0% Cl por 12 horas 50,0 c 60,0 c 80,0c 80,0c 1,9b 0,3c 0,5b
1,0% ClI por 24 horas 0,0g 60,0 c 60,0 e 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
2,0% ClI por 10 min 10,0 f 50,0 d 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
2,0% ClI por 20 min 20,0 e 40,0 e 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
2,0% Cl por 01 hora 50,0 ¢ 0,0h 40,0 f 40,0 e 49a 0,7b 1,5a
2,0% ClI por 12 horas 10,0 f 50,0 d 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
2,0% CI por 24 horas 10,0 f 60,0 c 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% ClI por 10 min 0,09 90,0 b 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% ClI por 20 min 0,09 60,0 c 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% ClI por 01 hora 10,0 f 90,0 b 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% ClI por 12 horas 10,0 f 30,0 f 90,0 b 90,0 b 0,0d 0,0d 0,0c
3,0% CI por 24 horas 10,0 f 40,0 e 90,0 b 90,0 b 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% Cl por 10 min 60,0 b 100,0 a 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% Cl por 20 min 0,09 30,0 f 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% ClI por 01 hora 10,0 f 50,0 d 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% ClI por 12 horas 100,0 a 20,09 70,0d 70,0d 0,0d 0,0d 0,0c
4,0% ClI por 24 horas 50,0 c 0,0 h 100,0 a 100,0 a 0,0d 0,0d 0,0c

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.
*TB=Tamanho do Broto; NF=Numero de Folhas; NG=Numero de Gemas.
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Germinagao de sementes in vitro

No experimento para verificagdo do efeito do tegumento na germinagdo da semente e no crescimento in
vitro da mama-cadela foi possivel observar o efeito positivo da remogédo do tegumento (TABELA 3). As
sementes sem o tegumento germinaram 100% até o 5° dia apos o estabelecimento, e apresentaram um
tempo médio de germinacéo (TMG) de 5 dias e indice de velocidade de germinacao (IVG) igual a 2, ao
passo que, as sementes com tegumento iniciaram o processo de germinacdo no décimo dia, e TMG de 12
dias e IVG de 0,46. Verifica-se, também, que a germinagao das sementes com tegumento se deu ao longo
do tempo atingindo 70% aos 30 dias, indicando que o tegumento se torna uma barreira, dificultando a

uniformidade no processo germinativo.

TABELA 3: — Germinagdo média de sementes de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae) com
tegumento (SCT), sem tegumento (SST) e, somente, o apice germinativo (AG) e o vigor representado pelo tempo médio

de germinacao (TMG) e pelo indice de velocidade de germinagéo (IVG), ao longo do tempo.

Germinacao (%) Vigor
Tratamento
5 dias 10 dias 15dias | 20dias | 25 dias 30 dias ™G IVG
scT 0,0b 20,0 b 40,0a 50,0 b 70,0 a 70,0 a 12a 0,46b
SST 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a 5b 2a
AG 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a | 100,0a 5b 2a

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

O crescimento das plantulas (TABELA 4), considerando sementes com tegumento e sementes sem
tegumento, diferiu estatisticamente entre si em relagcdo ao niumero de brotos, tamanho do maior broto,
numero de gemas e numero de raizes, destacando os melhores resultados quando usadas sementes sem
tegumento. Enquanto os eixos embriarios sem os cotilédones, apesar de germinarem tanto quanto aqueles
que tiveram apenas a remogao do tegumento, mas apresentaram menor crescimento em raz&o da redugao
das reservas presentes nos cotilédones. Também verificou-se que as plantas, apés a repicagem e mantidas
por mais 60 dias em laboratério, apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos e novamente

as brotagdes advindas de sementes sem tegumento apresentaram os melhores resultados.

TABELA 4: Desempenho das plantulas de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae) com tegumento
(CT), sem tegumento (ST) e somente o apice germinativo (AG), ao longo do tempo, em relagdo ao numero de brotos

(NB), tamanho do maior broto (TMB), nimero de gemas (NG) e nimero de raizes (NR).

NB TMB(cm) | NG NR NB ‘ NG ‘ TMB(cm)
Tratamentos
60 dias ap6s germinagéao Rebrota com 140 dias
Semente com tegumento 0,7c 44 c 46b 0,6c 1,0c 0,9b 3,3b
Semente sem tegumento 33a 14,2 a 75a 1,0b 3,1a 21a 7,0a
Apice germinativo 1,6b 6,0b 46b 2,7a 1,5b 0,1c 3,2c

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

A germinacdo média das sementes com tegumento apresentou uma variagéo significativa entre os meios
MS e WPM nas varias concentragdes, por um periodo de 40 dias, sendo que a germinagdo mais efetiva foi
para o meio WPM (100%). Apesar de a germinagéo apresentar-se acima de 70%, em todos os tratamentos,
observou-se que a germinacdo das sementes e o crescimento das plantulas foram lentos, demonstrados
pelos valores muito pequenos (<2,0) dos numeros de brotos e de gemas e pelo crescimento dos brotos
(TABELA 5).
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TABELA 5: Numero total de brotos de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae) ao longo do tempo, em

diferentes concentragdes de BAP, obtidos a partir de plantulas de 60 dias.

Numero de brotos
Tratamentos
5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias 60 dias

1/2 MS 0d 1d 2c 4c 4d 4d 7d

1/2/MS + ANA 0,3 mg/L 1c 2¢c 5b 8b 8b 8b 13b

1/2 MS + ANA 0.3 mg/L. + BAP 4a 5b 8a 10a 10a 10a 20a
1,0 mg/L

1/2 MS + ANA 0,3 mg/L + BAP 0d 0d 14d dc 6c 6c 1e
2,0 mg/L

1/2 MS + ANA 0,3 mg/L + BAP 2b 6a 83 a8b 8b 8b 141
3,0 mg/L

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Os resultados em relagdo ao efeito do pH na germinagdo e crescimento in vitro de mama-cadela,
evidenciaram diferengas significativas na germinagao para as sementes com tegumento e sem tegumento.
A germinagao das sementes sem tegumento foi 100% em todos os pH testados, enquanto as sementes
com tegumento tiveram os melhores resultados para o pH 4,5 e 5,5 com 90% germinacdo (TABELA 6).
Também foi observado que a germinagao das sementes com tegumento so6 iniciou a partir de 20 dias apds
o estabelecimento. O crescimento e o desenvolvimento das plantulas ndo ocorreram de forma uniforme,
principalmente pela acdo do pH e pelo desenvolvimento de microrganismos contaminantes, em todos os

tratamentos, ndo sendo possivel obter dados sobre as caracteristicas dos brotos.

TABELA 6: Germinagdo média acumulada de sementes de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae),

com tegumento (CT) e sem tegumento (ST), em diferentes pH, ao longo do tempo.

Germinacgao (%)
Tratamentos

5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
pH 3,5 CT 0,0b 0,0b 0,0b 40,0c 60,0 ¢ 80,0c
pH 3,5 ST 0,0b 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
pH 4,5 CT 0,0b 0,0b 0,0b 70,0 b 90,0 b 90,0 b
pH 4,5 ST 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
pH 5,5 CT 0,0b 0,0b 0,0b 30,0d 60,0 ¢ 90,0 b
pH 5,5 ST 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
pH 6,5 CT 0,0b 0,0b 0,0b 00e 30,0d 50,0 d
pH 6,5 ST 100,0a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
pH 7,0 CT 0,0b 0,0b 00b 00e 00e 50,0d
pH 7,0 ST 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Multiplicacdo com reguladores de crescimento e origem dos explantes

Os resultados da multiplicagédo e crescimento de mama-cadela por segmentos nodais podem ser conferidos
na TABELA 7. Para a variavel, quanto ao numero de brotos, houve diferenca significativa em fung¢éo da
concentragdo de BAP. Os melhores resultados foram para 1,0 mg.L™" de BAP que atingiu até 20 brotos por
segmento nodal, aos 60 dias em laboratério. Também, verifica-se que a taxa mais alta de BAP (3,0 mg.L™")

equiparou-se aos resultados do tratamento com auséncia deste regulador de crescimento.
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TABELA 7: Numero total de brotos de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul - Moraceae) ao longo do tempo,

sob diferentes concentragdes de BAP, obtidos a partir de plantulas de 60 dias.

Numero de brotos
Tratamentos
5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias 60 dias

1/2 MS 0d 1d 2c 4c 4d 4d 7d

1/2/MS + ANA 0,3 mg/L 1c 2c¢c 5b 8b 8b 8b 13b

2MS + ANAO3 mglL +BAP | 5b 8a 10a 10a 10a 20a
1,0 mg/L

1/2 MS + ANA 0,3 mg/L + BAP 0d 04 1d dc 6c 6c 1e
2,0 mg/L

1/2 MS + ANA 0,3 mg/L + BAP 2b 6a 8a 8b 8b 8b 141
3,0 mg/L

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Para as variaveis, de crescimento e enraizamento, foram observadas diferencas significativas entre a
posicao de retirada dos segmentos nodais da brotagdo (TABELA 8). O melhor crescimento ocorreu para
os explantes retirados da parte basal da brotagéo, onde se verificou maior nimero de brotagdes, mais bem
estruturadas e um maior tamanho de raizes. A parte apical da brotagcdo destacou-se em relagdo ao numero
de folhas e numero de raizes, fato que pode ser justificado por ser esta a parte de crescimento do broto,

onde as folhas estdo no inicio de desenvolvimento.

TABELA 8: Crescimento e enraizamento médio de explantes de mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul -
Moraceae) aos 45 dias, em relagdo ao numero de brotos (NB), tamanho do maior broto (TMB), nimero de folhas (NF),
nuamero de gemas (NG), niumero de raizes (NR) e tamanho da maior raiz (TMR) de segmentos nodais retirados da parte

basal, mediana e apical da brotagéo de plantulas de laboratério.

45 dias
Tratamentos
NB TMB (cm) NF NG NR TMR (cm)
Parte basal da brotagéao 1,7 a 34a 2,2b 2,2a 3,6a 2,6a
Parte mediana da brotagédo 09c 1,6c¢c 1,8b 0,6c 21b 0,8c¢c
Parte apical da brotagao 1,4b 2,4b 29a 1,9b 45a 19b

* Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

A idade do explante nodal se mostrou importante para o estabelecimento, multiplicagdo e enraizamento da
nova plantula. Quando se usaram segmentos nodais de plantulas que estavam lignificadas, mantidas em
laboratério por um periodo mais longo, em torno de 240 dias, foi possivel verificar a emissdo de brotos,
folhas e raizes em menor espago de tempo e a parte aérea da muda vigorosa. Em relagéo as raizes,
observou-se que sdo formadas pelas raizes principal e secundaria, no entanto, estas eram duras e
quebradigas, soltando-se facilmente quando da retirada da muda do meio de cultura. Esta caracteristica
das raizes acabou inviabilizando o processo de aclimatizagdo, pois a muda nZo tinha capacidade de

absorgao dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento.

Discussao

O primeiro aspecto analisado nesse estudo foi a eficacia do PPM sobre a contaminagédo dos explantes, em
que concentragdes maiores que 4,0 mL.L" evitaram a contaminag&o em mais de 70% dos explantes, contudo,
os efeitos fitotdxicos do produto ficaram evidentes pela presenga de segmentos nodais e gemas enegrecidos

e pela auséncia de brotagdo em todos os tratamentos. Estudos com PPM em segmentos de erva-mate

69
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2019; 13(1): 61-73 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Multiplicacao da planta medicinal Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae) em Maurizia Fatima Carneiro, et al.
meio de cultura

apresentaram sobrevivéncial'Z, no entanto, n&o foi possivel a sua manutengao in vitro. Segundo o fabricante,
o produto PPM apresenta um pH extremamente acido (3,8) e que se decompde em CO e CO22%, o0 que em
meio liquido pode acidificar mais pela formagédo de HCOs". Assim, as condigbes em que os segmentos nodais
estavam podem ter se tornado acidas, o que deve ter gerado efeitos nocivos sobre a capacidade de absorgéo
de agua e nutrientes, uma vez que sob pH acidos as aquaporinas presentes nas membranas plamaticas das
células vegetais tem sua atividade interrompida, bem como a absorgdo de nutrientes é limitada. O que pode
somar a menor diponibilidade de O para a atividade respiratoria nos segmentos nodais, pois o CO2z apresenta
maior difusividade em meio aquoso, sendo esses aspectos amplamente conhecidos em vegetais23,
Adicionalmente sabe-se que, de modo geral, a capacidade de tamponamento de meios de cultura é baixa e
pode variar ao longo do cultivo, conforme foi demonstrado no cultivo de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen
em que houve acidificagéo ao longo do tempol24l. A causa da fitotoxidez observada nos segmentos nodais de
mama-cadela pode estar relacionada aos aspectos descritos anteriormente, uma vez que os segmentos
nodais ficaram totalmente imersos no meio de cultura. Mas, também revelam certa sensibilidade da espécie

as variagdes no pH durante a micropropagacéo.

As variagdes no pH também puderam ser observadas na germinagéo das sementes, sendo verificado que sob
pH mais baixos (3,5) ou mais altos (6,5 e 7,0) houve retardo e/ou redugéo na germinagéo das sementes com
tegumento, o que também pode ser associado a absorgao de agua e/ou nutrientes na membrana plasmatica

de raizes geradas a partir de de sementes intactas.

Outros aspectos tem sido observados em experimentos de micropropagagdo de mama-cadela, como a
ocorréncia de contaminagdes que inviabilizaram a avaliagdo do crescimentol'®519 Apesar o meio WPM ter
proporcionado a maior germinagdo em mama-cadela, em outro trabalho'¥ os autores verificaram que o meio
1/2 MS promoveu um melhor desenvolvimento para as mesmas variaveis avaliadas no presente trabalho, o

que sinaliza o efeito positivo desse meio no crescimento dos brotos de outras espécies e de mama-cadela.

Quando avaliados os efeitos da presenga/auséncia do tegumento, além dos efeitos na germinacéo e as
diferengas no crescimento de brotos, as sementes foram estabelecidas sem o tegumento e foram observadas,
também, em relacdo ao seu aspecto e vigor, indicando que para a multiplicagéo in vitro deve-se retirar o
tegumento da semente de mama-cadela. Este fato também foi relatado em outro estudo?, em que a obtengéo
de melhores resultados foram obtidos quando usadas as sementes sem tegumento para a multiplicagao in
vitro da mama-cadela. As diferengas encontradas no crescimento das plantulas advindas de sementes sem
tegumento, e somente com o eixo embrionario, sdo devidas as limitagbes oferecidas pelo tegumento e a
quantidade de reserva de nutrientes encontrados nos cotilédones da semente. Esta reserva é composta de

amido, proteina e lipideo, que ajuda na manutengéo da plantula até a completa formagéo de suas raizestsl.

O uso de reguladores de crescimento em experimentos com mama-cadela tem demonstrado efeitos distintos.
No presente estudo os melhores ressultados de multiplicagdo foram obtidos com 0,3 mg.L-" ANA + 1,0 mg.L"
de BAP e, também, foram obtidos' resultados melhores em menores concentragdes de reguladores de
crescimento, indicando uma tendéncia na diminuig&o destes, em meio de cultural™l. Apesar de a mama-cadela
apresentar uma boa taxa de multiplicagdo, isto ndo significa uma boa producdo de mudas viaveis em
laboratério, pois os explantes multiplicaram, mas nao tiveram um crescimento adequado, ndo alongaram e
nao enraizaram por um periodo de 120 dias. Os resultados das pesquisas de multiplicagdo de mama-cadela

em cultura de tecidos s&o conflitivos e ndo conclusivos, em relagao a possibilidade de produgéo de mudas
vidveisl'8519],
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Quanto ao fato das brotagbes basais de mama-cadela apresentarem melhor desempenho que as medianas
€ apicais no cultivo in vitro, isso posssivelmente deve-se a maior acumulagao de auxinas naturais nessa regido
dos explantes, uma vez que sdo produzidas nos apices e sao transportadas basipetalmente. E como elas
apresentam efeitos positivos sobre o enraizamento nas regides proximais4), a absorgéo de agua, nutrientes

e o crescimento global dos segmentos nodais dessa regido devem ter sido afetados positivamente.

Conclusao

O PPM e o hipoclorito em diversas concentragdes e tempo de imersdo, ndo se mostraram eficientes por
promoverem fitotoxidez ou possibilitar o desenvolvimento de contaminagées. O tegumento afeta o vigor, o
grau de multiplicacao e de crescimento das brotagdes em explantes obtidos de sementes de mama-cadela,

comprovando que este é um limitador a germinagéo uniforme in vitro.

O pH afeta a geminacéo in vitro de sementes de mama-cadela, sendo recomendado que esteja entre 4,5 e

6,5 para sementes sem tegumento.

O meio 1/2 MS é mais eficiente na multiplicagdo da mama-cadela, sendo que o meio de cultura 1/2 MS com
1,0 mg/L"" de BAP mostrou-se eficiente para a multiplicago in vitro. Os segmentos axénicos e lignificados

promovem melhor crescimento das brotagdes e enraizamento.

Com os resultados obtidos com este estudo, sugere-se que os trabalhos devem continuar, pois a produgéo
de mudas de mama-cadela em cultura de tecidos mostrou-se viavel, desde que se fagam alguns ajustes na
metodologia em relagédo a concentracao dos fitorreguladores para a produgéo de maior nimero de raizes e

formagéo de mudas viaveis.
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Resumo

O conceito de intensificagdo de processos (Pl - do inglés, process intensification) foi inicialmente colocado
visando minimizar os custos operacionais e de capital sem comprometer as metas de produgéo, através
apenas da redugdo na escala. Os beneficios associados incluem alguns principios da Quimica Verde, como
a segurancga intrinseca, baixo impacto ambiental e o menor consumo material, energético e hidrico.
Entretanto, para alcancgar drasticas redugbes de tamanho sdo necessarias novas abordagens para o projeto
dos equipamentos e processos. Os riscos associados a falta de regulamentacéo e de um histérico que
comprove a eficacia e baixos indices de falhas tém comprometido a aceitacdo destas tecnologias pelo
mercado. Ademais, muitas solu¢cdes em infraestrutura e no modelo conceitual dos processos intensivos
ainda sdo necessarias para torna-los mais eficientes, flexiveis e verdes. A superagdo dessas barreiras
permitira que o Brasil estruture um modelo econémico altamente competitivo, baseado na comercializagao
de produtos de origem bioldgica. Dessa forma, o principal objetivo do artigo é descrever a importancia da
inclusdo da PI na politica de pesquisa, desenvolvimento e inovagao nacional. Com isso, espera-se favorecer
a diversificagdo da industria farmacéutica, de quimica fina, de alimentos, e de outras industrias de base
bioldgica, bem como a estruturagéo das biorrefinarias a longo prazo.

Palavras-chave: Intensificacdo de Processos. Quimica Verde. Industria de base bioldgica. Biorrefinaria.

Quimica Sustentavel.
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Abstract

The concept of process intensification (Pl) was initially aimed at minimizing operational and capital costs
without compromising production targets by reducing the scale of processes. The associated benefits also
include some principles of Green Chemistry, such as intrinsic safety, low environmental impact and lower
material, energy and water consumption. However, in order to achieve drastic size reductions, new
approaches to the design of equipment and processes are needed. The risks associated with a lack of
regulation and a track record of efficiency and low failure rates have compromised the market's acceptance
of these technologies. Moreover, many infrastructure solutions and the conceptual model of the intensive
processes are still needed to make them more efficient, flexible and green. Overcoming these barriers will
allow Brazil to structure a highly competitive economic model, based on the commercialization of biobased
products. Thus, the main objective of this article is to describe the importance of the inclusion of IP in national
research, development and innovation policy. Therefore, one expects to favor the diversification of the
pharmaceutical industry, fine chemicals, food, and others biobased industries, as well as the structuring of

biorefineries in the long term.

Keywords: Process Intensification. Green Chemistry. Biobased industry. Biorefinery. Sustainable Chemistry.

Introducgao

O atual modelo da economia mundial baseado em recursos fésseis, sobretudo petréleo, vem sendo
desafiado pelo espectro da escassez e oscilagdes no prego de 6leo, devido a fatores politicos, restricdes
ambientais e a crescente demanda por produtos sustentaveis. Este cenario estimula a emergéncia da
chamada industria sustentavel - em especial as que utilizam matérias-primas renovaveis (MPRs) - e,

consequentemente, da bioeconomial®-2,

A bioeconomia € definida® como sendo a transigéo da industria global rumo a sustentabilidade, utilizando
recursos renovaveis terrestres e aquaticos para producéo de energia, intermediarios e produtos finais e,
assim, gerar beneficios econdmicos, ambientais, sociais e de seguranga nacional. O desenvolvimento da
bioeconomia esta sendo tratado por governos ao redor do mundo como uma oportunidade de transformar
seus mercados, criar postos de trabalho em zonas rurais e melhorar o desempenho ambiental de suas
economias. Para impulsionar esta nova industria € fundamental a criagdo de programas de incentivo ao
consumo de bioprodutos, a exemplo do BioPreferred Program nos Estados Unidos. Neste, o préprio
Governo Federal impulsiona esta nova industria ao direcionar parte de um orgamento anual de 445 bilhdes

de dolares para compras de bens e servigos com algum grau de contetido biotecnoldgicol2l.

Paises emergentes, sobretudo os que possuem disponibilidade de biomassa como o Brasil, também veem na
bioeconomia uma étima oportunidade para se desenvolverem. A titulo de exemplo, um estudo do Centro de
Gestao e Estudos Estratégicos® do governo brasileiro aponta a bioeconomia e a inovagdo quimica como
saidas para o agronegocio agregar valor as MPRs, permitindo assim, que a economia de exportagdo de
commodities migre para a de produtos inovadores com alto valor agregado. Ja o Banco Nacional do
Desenvolvimento Econdmico e Social (BNDES) publicou um estudo apontando os produtos quimicos de

origem renovavel como sendo uma das principais fontes para diversificag&o da industria quimica brasileiral®,
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No cerne da bioeconomia dois conceitos s&do particularmente importantes: a Quimica Verde e a
Biorrefinaria. Uma das principais areas de interesse dentro da Quimica Verde é o desenvolvimento de
tecnologias que utilizem MPRsU!. Tais tecnologias estariam reunidas em uma Biorrefinaria, que pode ser
compreendida como sendo uma instalagéo que integra os processos e equipamentos de conversao da
biomassa para produzir combustiveis, energia e produtos quimicos a partir desta, maximizando seu valor e

minimizando os residuos®1.

Entretanto, o modelo atual da industria de processos quimicos (baseado no principio da mega-escala) e
suas tradicionais tecnologias ndo sdo capazes de atender de maneira plena a aplicagdo dos principios da
quimica verde. A conversao de biomassa em produtos quimicos também encontra barreiras de escala e
desafios tecnolégicos que testam a viabilidade das unidades de biorrefino. A Intensificagdo de Processos,
principalmente quando associada & Quimica Verde, € uma alternativa promissora para lidar de forma efetiva

com tais desafios!8l.

Embora tal vertente surja de forma recorrente na literatura técnica/cientifica internacional, ainda é incipiente
no Brasil. Neste sentido, serdo apresentados os conceitos, as aplicagbes industriais e a relagéo entre a
Intensificacdo de Processos e a Quimica Verde. O objetivo do artigo é alertar sobre a importéncia da
inclusao do tema intensificagdo de processo na agenda de pesquisa, desenvolvimento e inovacao (PD&l)

da academia, industria e governo nacional.

Quimica verde

A Quimica Verde pode ser definida como o desenvolvimento de produtos e processos quimicos que visam

aredugao e a eliminag&o do uso ou geragdo de substancias nocivas a salide humana e ao meio ambientel,

A aplicagado de praticas mais sustentaveis e seguras pela industria quimica foi proposta inicialmente nos anos
1990. O conceito surgiu como uma resposta as consequéncias negativas de grandes acidentes quimicos
(como, por exemplo, o desastre de Bhopal, na india) e da contaminagdo por medicamentos (talidomida) e
defensivos quimicos (agente laranja). Em seguida, foi ampliado em nivel mundial pela Unido Internacional da
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OCDE).

Hoje, as mudancas de paradigmas propostas por diversas organizagdes governamentais estdo associadas:
a necessidade de reverter os impactos na economia global da agdo humana sobre os fendmenos climaticos
e a poluicdo ambiental, assim como a diminui¢gdo progressiva das fontes fosseis de energia, dos recursos
hidricos e da producéo de alimentos. Tais fatores tém motivado o racionamento da agua, da energia, dos

insumos quimicos e dos recursos naturais nos processos de transformagao industriall@,

A procura por tecnologias e produtos “verdes” (inovadores ou substitutos dos tradicionais nao-renovaveis)
também tem sido impulsionada pelo crescente rigor das regulamentagbes de substancias quimicas
industriais, como o REACH (do inglés Registration, Evaluation, Authorisation and restriction of Chemicals)

da Uni&o Europeia e o Anteprojeto de Lei sancionado no Brasil em 2016219,

Muitos aspectos da industria, da educacdo e da pesquisa cientifica em Quimica Verde no Brasil estdo

relacionados com a agricultura, ao extrativismo, aos alimentos e bebidas, o alcool e agucar, o biodiesel, o
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papel e a celulose, os cosméticos, os farmacos, entre outros importantes setores da base econémica
nacionall.12l. Entretanto, a inovagdo tecnoldgica em Quimica Verde iniciou-se no pais apenas em 2010,
duas décadas apds a incorporagdo das suas diretrizes pela industria estrangeira. As propostas foram
idealizadas no estudo realizado pelo Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos¥ e ganharam destaque na
Conferéncia das Nag¢des Unidas sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento (Rio+20), realizada vinte anos

apos a elaboragéo da Agenda 21 na Rio-920131,

A potencial integragédo entre o agronegdcio, seus setores correlatos e a industria quimica nacional é uma
das alternativas para: valorizar as commodities atualmente exportadas; o pais assumir a lideranga em
tecnologias sustentaveis no mercado mundial; investir na infraestrutura como saida da crise econdmica; e
a implantagdo da bioeconomia. Os exemplos bem-sucedidos desta parceria no Brasil sdo a produgédo em
larga escala de combustiveis e polimeros de origem bioldgica, tais como o bioetanol e o polietileno verde

produzidos a partir da cana-de-agUcar e o biodiesel oriundo do dleo de sojall415.1.16],

Além de fomentar as rotas de transformacéo das MPRs, os 12 principios da Quimica Verde (FIGURA 1)
séo diretrizes e critérios que auxiliam a concepg¢éo e o desenvolvimento de produtos e processos quimicos
otimizados, simples, eficientes a nivel molecular e, consequentemente, mais econémicos para a industria
quimica, aumentando a competitividade global desta. Adicionalmente, visam reciclar e reaproveitar recursos
e eliminar o uso e a geragdo de quimicos téxicos e inflamaveis, ou seja, operar com tecnologias mais
seguras e pouco poluentes ao longo de todo o ciclo de vida de produgéo (desde a origem da matéria-prima

até o fim da vida atil)t2,

As industrias farmacéuticas e da quimica fina, por exemplo, ao contrario das petroquimicas, sdo as que
mais apresentam perdas significativas de rendimento nas etapas de separagdo, baixa seletividade (em
fungdo da formagdo de coprodutos indesejados), predominancia de processos em batelada e elevadas

demandas de solventes para purificagéo, incluindo a energia para a recuperagéo destes!8l,
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Avaliacao do potencial antioxidante e anti-Helicobacter pylori in vitro de
extratos de plantas medicinais utilizadas popularmente na regido amazonica

FIGURA 1 - Os doze principios da quimica verde.
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Fonte: adaptado de Anastas e Wagner (1998)12.

O “esverdeamento” e a solugdo dos entraves tecnoldgicos destas industrias (e demais mercados que
trabalham com material biologico) estdo progredindo de forma independente e baseando-se em
conhecimentos e infraestruturas existentes. A morosidade desta transi¢cdo deve-se a pouca integracédo dos
avangos de varios setores que trabalham com as metodologias sintéticas e areas relacionadas (como a
biomimética, a biotecnologia, os bioprocessos, as reagdes em cascata, a modelagem molecular, etc.). Os
beneficios incluem22211;

e a eficiéncia atdbmica;

e apreservacao da saude humana e do meio ambiente;

e aredugdo do numero de etapas em uma sintese e, consequentemente, da complexidade dos
projetos industriais;

e amenor pegada ambiental;
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e a eficiéncia energética, hidrica e material (com o uso de processos de separagdo por membranas
e de alto rendimento, cristalizagdo de proteinas, extragdo aquosa de duas fases, etc.);

e ainibicdo da emissdo de gases e da geracéo de poluentes e coprodutos;

e aminimizagdo ou eliminagao das etapas de separacao e tratamento de efluentes e coprodutos;

e condi¢gdes mais brandas de operagdo (aumenta a segurancga e a economia de energia e reduz

perdas materiais por degradagéo);

®  0s custos baixos de produgéo e capital.

Para torna-las mais verdes e eficientes, é preciso integrar essas tecnologias com os principios de
engenharia e de ciclo de vida. Para tanto, os processos biotecnologicos dependem de iniUmeras frentes
multidisciplinares de PD&I da Quimica Verde, tais como: a intensificagdo dos processos, a biologia sintética
e molecular, solventes verdes, catalisadores, sintese organica, matérias-primas de base
biolégica/renovaveis, toxicologia, segurangca quimica, engenharia genética, polimeros, ferramentas

experimentais, analiticas e de modelagem, etc. 22,

A aquisicéo de catalisadores e biocatalisadores multifuncionais € uma linha de pesquisa da Quimica Verde,
cuja importancia técnica e econdmica foi inclusive reconhecida com a entrega do Prémio Nobel em 2001
para Noyori e Knowles, para aplicagédo na industria farmacéutical2d. Ja os fluidos iénicos, aquosos e em
condic¢des supercriticas (por exemplo, CO2 supercritico) sdo exemplos de solventes promissores para
favorecer os fenébmenos de transferéncia de massa e calor e combinar os processos de conversao e
separagao do produto. Sdo amplamente utilizados em reagdes de hidrogenagao, alquilagdo ou acilagdo de

Friedel Crafts, hidroformilagéo e eterificag&ol24-27,

Outra frente de trabalho refere-se a viabilizacdo de complexos enzimaticos e microrganismos para a
desconstrugéo e conversao das biomassas em inumeros produtos plataforma, em uma Unica etapa de alta
eficiéncial2®-31, A realizagdo simultanea da sacarificagéo das matérias-primas vegetais e a fermentagdo dos
seus agucares em um mesmo reator exige a compatibilidade entre a temperatura, pH e as concentragdes
do substrato e dos produtos, a fim de evitar a desativagdo das enzimas e a inibigdo dos microrganismost1l,
Atualmente, o rendimento do produto e os custos energéticos da separagdo sido favorecidos pela
fermentacdo continua ou pelo uso de técnicas de micro/ultrafiltracdo para reciclar agucares e
bioagentes[2334, A integragido entre a fermentagéo e a separagéo continua do produto é outro recurso usado
para reduzir a inibigdo do crescimento microbiolégico, por meio da per-vaporagdo ou osmose reversa,

extragdo liquido-liquido e gas strippingt35.

A evolucgéo dos esforgcos em Quimica Verde conduzira a estruturagédo da Biorrefinaria. A biomassa pode ser
de origem animal, vegetal, algas ou rejeitos (industriais, agricolas, florestais ou urbanos). Logo, apresenta
diferentes caracteristicas (umidade, composigdo quimica, teor energético, tamanho fisico, etc.) B39, As
configuragdes destas unidades dependerdo, portanto, da qualidade, disponibilidade e tipo de matérias-
primas cultivadas proximas as usinas, dos requisitos de instalagao dos processos escolhidos e dos produtos
finais desejados (FIGURA 2). Ou seja, ndo havera um unico processo ou configuragdo de cadeia de

abastecimento capaz de tratar todas as MPRs “0-42],
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FIGURA 2 - Matérias-primas de origem biolégica e produtos derivados.
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Uma proposta complementar aos doze principios para viabilizar os projetos de engenharia intrinsecamente
sustentaveis é a Intensificagdo dos Processos. A criagdo de tecnologias multifuncionais, compactas, que
operam com um grande fluxo continuo e um curto tempo de residéncia permite aproveitar ao maximo e em
menor quantidade os recursos materiais, hidricos e energéticos. Desta forma, é possivel inibir a ocorréncia
de resultados nao-intencionais e indesejados (perdas, coprodutos, efluentes, emissées, etc.) e, sobretudo,
consolidar no mercado de industrias ambientalmente e economicamente favoraveis, incluindo as
Biorrefinariasl®. A importancia da Integragdo de Processos e sua relagdo com a Quimica Verde serdo

detalhadas nas préximas sessoes.

Intensificagao de processos

Um dos desafios mais importantes, que ora se colocam na agenda dos principais players mundiais em
ciéncia, tecnologia e inovagdo, diz respeito ao projeto de novos equipamentos e técnicas que
potencialmente podem transformar o conceito de planta quimica, conduzindo a processos mais compactos,
seguros, energeticamente eficientes, e ambientalmente sustentaveis. Esses desenvolvimentos recebem a
designacéo geral de intensificagcdo de processos (Pl -do inglés, process intensification). Embora se possa
destacar alguns processos intensificados ha bastante tempo, por exemplo, qualquer processo continuo
representa uma intensificagdo quando comparado a bateladal®3 e o extrator centrifugo de Podbielniak®4! foi
desenvolvido na década de 1930(!), a popularizagéo do termo Pl se deu apenas ao final da década de 1970,
a partir dos trabalhos pioneiros de Kleemann e Hartmanni3 e Ramshaw!4f], este Gltimo desenvolvido em
uma empresa briténica do setor quimico (Imperial Chemical Industries - ICl), com o objetivo principal de

reduzir os custos de capital.

A definigdo de PI tem sido colocada de diferentes formas ao longo dos anos. Originalmentel*Z, delimitou-se
como uma estratégia de redugdo do tamanho de uma planta quimica de forma a atingir um objetivo de

producao. Além de restritiva, essa proposta € essencialmente vaga, visto que uma redugdo de volume da
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ordem de 100 ou de 2 vezes implicaria em PI. Parece claro, porém, que sdo niveis bastante distintos de
“intensificagdo”, sendo ainda controverso o nivel de redugéo a partir do qual podemos afirmar que de fato

se trata de uma intensificagao de processo.
Hoje muitas definigbes mais completas sao colocadas. A mais estabelecida refere-se a Pl como:

“[...] o desenvolvimento de aparatos e técnicas inovadoras que oferecem melhorias drasticas na
fabricagdo e processamento de produtos quimicos, reduzindo substancialmente o volume de
equipamentos, o consumo de energia, ou a formagao de residuos, e, em ultima analise, conduzindo a
tecnologias mais baratas, seguras e sustentaveis” 48,

Um sumario de algumas das principais e recentes definigdes, para a intensificagdo de processos, diversa
em natureza, mas sempre com o elo comum da inovagao, foi apresentado. Assim, ficou evidente que a
Pl é uma area de pesquisa em desenvolvimento e ainda longe da maturidade, sendo as definigbes de suas

fronteiras de atuagdo objetos de frequente reciclagem.

Conforme apresentado na FIGURA 3, o vasto campo de atuagéo da Pl costuma ser dividido em duas areas:
equipamentos, tais como novos reatores, dispositivos de mistura, transferéncia de calor e de massa; e
métodos, estes mais relacionados a integracao de operagées de reacéo e separagéo, separagdes hibridas,
técnicas usando novas fontes de energia, e novos métodos de controle de processos. Naturalmente,
existem interseccdes nessa classificagdo, uma vez que novos métodos frequentemente requerem novos

equipamentos, e vice versal4gl,

FIGURA 3 - Ferramentas de intensificagdo de processos.
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Fonte: adaptado de Keil (2007).

Os autores Van Gerven e Stankiewiczdl apresentaram uma visdo fundamental da PI, baseada em
principios gerais, e em abordagens para torna-los possiveis nas escalas relevantes (FIGURA 4). Tais

principios funcionam como um norteador de todo e qualquer processo de Pl. Para atingi-los, deve-se
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recorrer a uma ou mais abordagens, atuantes em todas as escalas de espaco e tempo relevantes: espacial
(estrutura), termodinamica (energia), funcional (sinergia) e temporal (FIGURA 5).

Uma revisdo detalhada dessas abordagens e das escalas em que atuam foi apresentada por Van Gerven
e Stankiewicz%¥, Os autores definiram como relevantes: a escala molecular (colisées, difusdo molecular),
a mesoescala (particulas, emulsdes, bolhas, fases, etc.) e a macroescala (unidades e plantas de
processamento). As duas Ultimas tém sido alvo dos esforgos mais relevantes da comunidade de Pl nos
ultimos anos, enquanto abordagens em escala molecular tem ocupado posigéo periférica. Na opinido dos
autores (partilhada por nds) é nessa escala que residem os principais desafios tecnolégicos para a
consolidagdo da PI, devendo-se canalizar os esforgos em duas principais frentes: fomento a pesquisas
fundamentais em nivel molecular e na integragéo de pesquisas ja existentes com a meso e macroescala.

FIGURA 4 — Principios da intensificagcdo de processos.

De acordo com esse principio, a intensificacao de processos deve se
concentrar no desenvolvimento de metodologias de engenharia em nivel
molecular, para que sejam capazes de controlar os fatores que
influenciam diretamente fenémenos em escala molecular.

Por exemplo, a cinética de uma reac¢do quimica pode ser manipulada para Maximizar a efetividade de
controlar a frequéncia, orientacdo e a energia das colisdes, bem como a fenémenos em nivel intra e
geometria de aproximacao. intermolecular

Portanto, ndo se trata de reduzir interferéncias na busca de uma
condicdo em que o processo seja limitado apenas por sua cinética, mas
de modificar a prdpria cinética.

Processos em que todas as moléculas tém a mesma histéria resultam
em produtos mais uniformes com o minimo de geracao de residuos.

Aqui ~otimizar~ nao implica necessariamente em maximizar- os Otimizar as forcas motrizes em
gradientes, mas sim ajusta-los a fim de resultar no efeito 6timo, todas as escalas e maximizar a
sobre a maxima area possivel (por unidade de volumey. area superficial em que atuam

A forma mais comum se da via equipamentos multifuncionais na escala
macroscopica (destilacdo reativa, separadores hibridos, etc.).

B ; : Mas existem algumas possibilidades interessantes de se aproveitar as
Maximizar as sinergias em sinergias em nivel molecular, tais como: os sistemas com impressdo
todas as escalas molecular (MIS, do inglés molecularly imprinted systems).

As pesquisas MIS tém se concentrado na separacdo de misturas
racémicas, com potencial aplicacdo no aumento da estereoseletividade
de eventos reacionais.

Fonte: adaptado de Van Gerven e Stankiewicz (2009).

Outro aspecto que merece destaque € o carater essencialmente multidisciplinar e agregador das técnicas
de Pl. Engenharias (especialmente quimica, elétrica e de materiais), quimica, catalise, fisica aplicada,
eletronica, dentre outras, séo disciplinas cujo desenvolvimento depende da intensificagdo de processos.
Portanto, é fundamental somar esforgos de maneira coordenada, o que a Pl pode ajudar a promover.
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FIGURA 5 - Areas de atuac&o da intensificagdo de processos.
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Fonte: adaptado de ERPI (2008).

Cabe destacar que a intensificagcdo de processos difere essencialmente em natureza da otimizagao de
processos, bem como da engenharia de processos e sistemas (process systems engineering), seja no
objetivo, no foco e (principalmente) nas interfaces com outras areas do conhecimento. Enquanto a
otimizacdo e a engenharia de processos e sistemas interagem mais fortemente com a matematica aplicada
e a informatica, a Pl é essencialmente multidisciplinar. A TABELA 1 resume as principais diferengas dessas

trés areas da engenharia de processos quimicos.

A intensificacdo de processos promove mudancas de paradigma radicais no projeto de processos e
equipamentos que podem beneficiar toda a cadeia produtiva, despesas de capital e operacionais, controle
de qualidade dos produtos e sua consisténcia, geracdo de residuo, seguranca de processos, dentre
outrosBY. A FIGURA 6 esquematiza como a Pl pode contribuir para o equilibrio do tripé planeta, lucro e

pessoas de forma a promover processos sustentaveis.

TABELA 1 - Comparativo entre a otimizagéo de processos, engenharia de processos e sistemas e a intensificagéo de

processos.

Engenharia de sistemas e

Otimizagao de processos Intensificagao de processos

processos
Objetivo
Melhoria de desempenho de Integracdo em mudltiplas escalas Desenvolvimento de novos conceitos de
conceitos existentes de conceitos existentes e novos métodos e equipamentos de processo
Foco
Modelagem e métodos Modelagem, software . . .
- ) » Experimento, fendmeno, interface
numeéricos (informatica)

Interdisciplinaridade

Forte (quimica e catalise, fisica aplicada,
engenharias, ciéncias dos materiais,
eletronica, etc.)

Modesta (matematica aplicada,

Fraca (matematica aplicada) informética e quimica)

Fonte: adaptado de ERPI (2008).
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A reducéo do tamanho dos principais itens de uma planta quimica (tais como reatores, trocadores de calor
e separadores) resulta diretamente na queda dos custos dos equipamentos individuais. Outra economia
consideravel esta relacionada as despesas de instalagdo e manutengéo (resultam do emprego de menores
tubulagdes, engenharia civil e estruturas de suporte, entre outros itens). Ademais, com a redugéo de escala
de tamanho, as plantas adquirem mobilidade, podendo, em tese, transportar o processo para a localidade
de interesse: perto das matérias-primas, do mercado consumidor, onde se pagam menos impostos, etc.,
simplificando significativamente a logistica de produgdo. Associada a essa vantagem esta a possibilidade
de se introduzir rapidamente novos produtos no mercado, o que é especialmente benéfico para a industria
farmacéutica e de quimica final®l.

FIGURA 6 - Beneficios da intensificacao de processos para o tripé processos, lucro, planeta e pessoas.
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Fonte: adaptado de Boodhoo e Harvey (2013); Kumar e Nigam (2012); Erpi (2008).

No que diz respeito ao processo, a reducdo de volume favorece a transferéncia de calor e massa, a
fluidodindmica, a velocidade de agitagéo, a seletividade, o rendimento e as taxas das reagdes quimicas.
Outra vantagem esta associada a melhoria na seguranga com a minimizagdo do manejo de substancias
quimicas potencialmente perigosas e o risco de acidentes fatais. J& a implantagéo da operagéo continua
favorece a eficiéncia, principalmente das reac¢des fortemente exotérmicas, em fungédo da remogao constante
de calor. Por fim, a combinagéo das etapas de conversao e separagéo (ou seja, a remogao in-situ do produto
no reator) & estratégica para deslocar o equilibrio, viabilizar reagdes em que a formagao do produto € inibida
por componentes do meio reacional (como em processos fermentativos), evitar perdas por degradagéo dos
produtos desejaveis e reduzir o consumo de energia e de solvente e o tempo da operag&ol®1.52.18],

As vantagens ambientais da Pl sdo bastante evidentes. A melhor transferéncia de calor e massa torna os
processos menos intensivos em energia. Ao mesmo tempo, altos rendimentos e seletividades contribuem
para eliminar ou reduzir a formacgéo de subprodutos e a demanda energética dos processos de separacédo
e purificacdo (downstream) na especificacdo do produto final. Ademais, plantas intensificadas ocupam
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menos espago e consequentemente sdo menos invasivas, podendo contribuir para a preservagéo dos

ecossistemas e para a expansdo segura e sustentavel da produgéo para areas ambientalmente sensiveis.

Por essas razdes, a intensificagdo dos processos esta sendo tratada como um tema estratégico em todo o
mundo. Livros textos tém sido publicados com foco nesta tematical®2643l e inimeros grupos de pesquisa tém
sido construidos em universidades, centros de pesquisa e empresas. Existe inclusive uma rede de
intensificagdo de processos (Process Intensification Network) organizada por pesquisadores britanicos e
hospedada na universidade de Newcastle®, aberta para qualquer pessoa ou instituicdo (publica ou privada)
que tenha interesse na Pl. Em abril de 2017, essa rede contava com mais de 250 membros registrados,
incluindo académicos e membros do setor industrial, em sua maioria vinculados a instituicbes europeias, norte-
americanas e asiaticas. Uma conferéncia europeia sobre intensificagdo de processos (6! European Process
Intensification Conference - EPIC6) vai para sua 62 edicdo e sera realizada conjuntamente com o 10°
congresso mundial de engenharia quimica em Barcelona, Espanhal®®l. Neste, foi entregue pela Federagdo
Europeia de Engenharia Quimica (European Federation of Chemical Engineering - EFCE) um prémio de

exceléncia em intensificagdo de processos para teses de doutorado de destaque na areal®’l,

Além disso, em 2008 foi publicado um roadmap europeu sobre PIEY, o qual expds os potenciais beneficios
da intensificagdo de processos e as respectivas a¢des que deveriam ser tomadas para sua disseminagao.
O estudo levou cerca de um ano e refletiu o estado da arte da Pl nos setores petroquimico, farmacéutico e
de especialidades quimicas, e na industria alimenticia (de insumos e produtos finais) para o ano de 2007.
Até aquele momento, 72 tecnologias de PI tinham sido identificadas, dentre as quais 46 ja possuiam um

grau de maturidade mais avangado (caracterizadas por uma descrigao tecnolégica mais completa).

Em 2015, foi a vez do Departamento de Energia dos Estados Unidos (US Deparment of Energy) voltar suas
atengdes para a Pl. Em sua revisdo tecnoldgica quadrienal para o ano de 201558, a intensificagéo de
processos foi uma das 14 tecnologias listadas no capitulo correspondente as inovagdes em manufatura
avangada de energia limpa. Um panorama bastante completo do grau de maturidade, do potencial, e dos
principais gargalos das diversas tecnologias associadas a PI foi apresentado, ressaltando que seu uso pode
reduzir significativamente custos e o consumo de energia nas industrias norte-americanas de alto valor
agregado (de quimicos, biocombustiveis, refino, mineracdo e extracdo de o6leo e gas). Adicionalmente,
identificou-se o potencial da Pl em fornecer solugdes inovadoras em face aos problemas ambientais,

incluindo o tratamento de agua produzida e descartada e captura de carbono.

No Brasil, no entanto, a intensificagdo de processos ndo tem recebido a atengcéo necessaria da industria e
da academia. Em geral, os investimentos da industria em tecnologias para a Pl sdo voltados para
necessidades especificas, sempre em parceria com multinacionais que vendem suas tecnologias. No meio
académico, até abril de 2017, o diretdrio de grupos de pesquisa do CNPq registrou apenas 4 grupos de
pesquisa, cujo titulo inclui a intensificacdo de processos: 1 na Universidade Federal da Paraiba, 1 na
Federal do Rio Grande do Sul, e 2 na Federal de Santa Maria. A centralidade do tema certamente merece
um cenario mais proficuo para a efetiva inser¢gdo da Pl na agenda nacional. Por essa razéo, o Instituto
SENAI de Inovagao em Biossintéticos, fundado ha cerca de 2 anos no Rio de Janeiro, vem montando uma
infraestrutura de ponta, mobilizando recursos humanos, e sensibilizando importantes players do setor
industrial com carater estratégico para a intensificagao de processos e para o desenvolvimento da industria
nacional, em especial no que diz respeito a efetiva consolidagdo da industria quimica de base renovavel,

Como veremos ha segao seguinte.
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Intensificagao de processos para a quimica verde: aplicagoes e desafios

A intensificacéo de processos pode contribuir de forma significativa para o desenvolvimento sustentavel da
industria de processos quimicos. Algumas tecnologias ja sao recorrentes nas petroquimicas, como é o caso
da destilagdo reativa, trocadores de calor de placas e colunas de destilagdo com diviséria®d. Ainda,
segundo o autor®, os principais incentivos para tal implantagio s&o: o menor consumo de matéria-prima,
a reducao de custos de capital, a economia de energia e a obtengao de processos inerentemente mais

seguros. Verifica-se, portanto, uma estreita relagdo com alguns dos principios da Quimica Verde.

O roadmap europeul®@ apresenta alguns exemplos sobre aplicagbes das técnicas de intensificagdo de
processos na industria que utilizam tecnologias disruptivas. Novamente, é possivel verificar que os
beneficios estdo alinhados com os principios da Quimica Verde. O documento cita exemplos como o da
DSM no setor de farmacos, em que o processo tradicional utilizava um reator do tipo CSTR, os reagentes
eram misturados em um vaso de 10 m® e o calor da reagéo era removido através de uma jaqueta instalada
no vaso reacional. Tal processo foi modificado substituindo o reator CSTR por um de microcanais, onde os
reagentes sdo misturados e o calor € removido através dos milhares de microcanais que compdem seu
interior. Esta modificagdo no processo, além de reduzir o volume do equipamento de 10 m? para 0,003 m?,
proporcionou um aumento de 20% na seletividade e no rendimento da reagdo, mantendo a mesma
capacidade de producéo (1700 kg/h). Cabe ressaltar, inclusive, o ganho de confiabilidade do processo, uma

vez que 0 mesmo passou a ser continuo, enquanto na tecnologia tradicional a operagao era em batelada®¥.

Ja a Dow Chemical utilizou os principios da Pl para modificar a produgéo do acido hipocloroso (HCIO), que
consistia em colunas de absorgao-stripping. O acido hipocloroso € um produto de relativa instabilidade e
precisa ser removido do ambiente reacional com certa velocidade, a fim de evitar a decomposigao do mesmo.
O processo intensificado consiste em uma reagao com stripping realizada em reatores de alta gravidade com
leito rotativo (High Gravity Rotating Packed Beds — HIGee, termo técnico em inglés). Neste processo os
reagentes sdo submetidos a um intensivo contato e os produtos s&o imediatamente removidos através de
stripping. Tal alteragéo propiciou uma redugéo de aproximadamente 40 vezes nas dimensdes do equipamento,
uma melhoria de rendimento da ordem de 15%, reducédo de 50% do volume do gas para stripping e reduziu

em um tergo a geracgéo de efluentes do processo, mantendo a mesma capacidade de produg&o,

A Pl também eliminou os longos ciclos de limpeza dos equipamentos usados na produgao tradicional de
alimentos. Foi desenvolvido um método inteligente que utiliza sensores online para a medigédo da produgdo
e para a avaliagdo da eficiéncia desta etapa. Modelos computacionais de auto-aprendizado determinam as
condigdes otimas da lavagem em fungdo da composigcdo do produto e do grau de incrustagdo. Como
resultados destacam-se: o aumento da capacidade da produgao, devido a uma redugéo de 50% do tempo
necessario para limpar os equipamentos; o menor consumo de agua e produtos de higienizacado; e o
aumento da flexibilidade da planta, pois as condigdes da limpeza passaram a ser automaticamente

ajustadas para a composig&o do alimento produzido®9,

A PI otimiza, portanto, varios fatores que interferem no rendimento e na seletividade do produto final e no
consumo de recursos, 0s quais, por consequéncia, determinam a eficiéncia e os custos totais do projeto
global. Além da economia, os ganhos ambientais e na saiude humana sao perceptiveis quando sdo

considerados os principios da Quimica Verde no projeto destas tecnologias, como:
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e Seguranga intrinseca. Ao eliminar o uso de condigbes severas de processamento (temperatura,
pressao, pH, tempo da reagdo) ou de solventes toxicos/corrosivos/inflamaveis;

e Eficiéncia energética. A redugdo do consumo de energia e das perdas materiais (ou ganho de
produtividade) sdo possiveis com o acoplamento no reator de membranas, absorvedores ou outros
métodos de remocdo dos solventes (perdas por transferéncia de massa), produtos (impede a
degradacao dos bioprodutos), microorganismos (evita a inibicdo), catalisadores ou enzimas (reduz a
desativagao);

e Catdlise, uso de solventes auxiliares, eficiéncia atdomica, evitar a formagao de derivados: A
reducdo da pegada ecoldgica é possivel ao operar em um Unico passe com eficientes catalisadores,
microrganismos ou enzimas, assim como ao excluir solventes das novas rotas sintéticas;

e Prevencao, desenvolvimento de produtos seguros e uso de matérias-primas renovaveis: a
contencao da geracgao de poluentes, efluentes e emissdes é possivel ao viabilizar: o uso de materiais
biodegradaveis; o uso/reciclo/reuso de solventes "verdes"; a conversao integral das matérias-primas
renovaveis em produtos substitutos aos de origem féssil; os processos a seco (etapas de lavagem

aumentam o volume de dgua consumida, de energia para recupera-la e quimicos para trata-la).

Apesar dos varios beneficios, a aplicagdo das técnicas de intensificagdo de processos na industria ainda é
limitada. Diversos autores discutem as razdes pelas quais, apds duas décadas de desenvolvimento, a
adog3o deste conceito ainda é relativamente lental®4259, Os autores ressaltam que a adogao da Pl é mais

complexa onde existe uma grande quantidade de plantas completamente estabelecidas e depreciadas.

Cabe ressaltar que, usualmente, uma tecnologia é considerada madura pela industria de processos quando
€ prevista em normas de projeto. Entretanto, tecnologias em desenvolvimento (como é o caso da Pl) ainda
nao estdo contempladas nas normas tradicionais de engenharia. A aversdo ao risco por parte da maioria
das industrias de processos, o que é compreensivel por se tratar de atividades de capital intensivo, constitui
uma importante barreira para PI. Areas como controle e monitoramento de processos, por sua vez, carecem
de desenvolvimento adicional no sentido de viabilizar a utilizagao de técnicas de PI, uma vez que taxas de
transferéncia de calor e massa em processos intensificados costumam ser consideravelmente maiores, o
que exige respostas mais rapidas dos instrumentos de monitoramento e controle. De todo modo, ha de se
levar em conta que a PI, assim como qualquer tecnologia, possui limitagées, e em alguns casos néo fornece

a solugao almejadalf,

Incertezas com a infraestrutura, o atendimento as rigorosas exigéncias regulamentares dos produtos, a falta
de fomentos e incentivos fiscais, os custos adicionais de capital para a implantagao e qualificagdo de méao-
de-obra, bem como a falta de um histérico de credibilidade das tecnologias intensivas emergentes séo
empecilhos adicionais para as industrias estabelecidas no mercado implantarem novos procedimentos e

investirem em equipamentos mais modernos, integrados e otimizados.

Os profissionais da industria precisam também compreender a aplicagdo e os mecanismos das novas
tecnologias que estdo sendo propostas, para entdo otimiza-las e escalona-las em regime estacionario.
Processos com cinética lenta, por exemplo, ndo se tornam mais ageis com a intensificacdo da transferéncia

de massa e calor. Além disso, ha um limite minimo de escala para que a intensificagdo tenha custos viaveis.

Outra questdo a ser analisada envolve as tecnologias escolhidas para viabilizar as unidades flexiveis de

processamento. No caso das industrias farmacéuticas e da quimica fina, a produgao diversificada impede
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0 modo continuo de operagdo. Porém, a Pl permite facilitar, deslocar e agilizar as bateladas, como ja foi
mencionado. Por outro lado, o uso continuo de complexos enzimaticos e microrganismos que integram a
hidrélise dos vegetais e, ao mesmo tempo, fermentam seus agucares em diversos produtos, aliado a
incineragdo da lignina remanescente para gerar energia elétrica e térmica para o consumo e a venda do

excedente, sdo desejaveis para um valor de venda competitivo do produto da fermentacéo.

Vérios esforgos ainda sdo necessarios para que a Pl seja amplamente comercializada como uma tecnologia

eficiente, limpa e econdmica. Alguns destes incluem:

e Desenvolver polimeros, solventes, enzimas, microorganismos e catalisadores, entre outros insumos
com caracteristicas favoraveis para novas rotas sintéticas mais verdes;

e Superar falhas operacionais em equipamentos continuos;

e Desenvolver processos integrados de pré-tratamento e conversdo para fracionar e transformar
qualquer tipo de biomassa, principalmente as vegetais, em produtos diversos. Além de métodos de
separagao liquido-liquido, gas-liquido e liquido-sdlido (principalmente) intensificados, continuos,
eficientes energeticamente, com alta produtividade e de preferéncia integrados com a etapa de
conversao;

e Desenvolver e utilizar ferramentas analiticas para a caracterizagdo das matérias-primas, dos produtos
gerados e do desempenho das operagdes; programas de controle, automagao e monitoramento dos
processos; softwares para a modelagem matematica e a simulagdo dos processos intensificados;
programas para analisar o mecanismo de funcionamento das novas tecnologias de intensificacéo;
programas preditivos para a sele¢do/redugao/eliminagédo do uso de solventes;

e Validar e gerar informacdes sobre a cinética e a termodindmica das reagcbes em diferentes escalas de
operagdo, assim como sobre as caracteristicas dos solventes (quimicas, reacionais, efeitos,
degradabilidade, toxicidade, inflamabilidade, facilidade de reciclagem, entre outros parametros que

auxiliam a escolha).

Avaliagbes técnicas e econdmicas sdo decisivas para identificar melhorias de qualidade ou de projeto,
realizar escalonamentos e a necessidade de possiveis intensificacdes sem a execugao de repetidos e
dispendiosos experimentos laboratoriais. Para isso, s&o vitais os avangos nos dois ultimos tépicos citados
na lista dos esforgos necessarios. Também é preciso realizar a analise do ciclo de vida de toda a cadeia de
transformacgao das biomassas e definir métricas claras sobre as informagdes requeridas para determinar os
impactos ambientais dos projetos de intensificagdo. Assim, além de identificar novas estratégias de
otimizacéo para tornar a produgédo sempre mais eficiente, econdmica e competitiva, a Pl ird ponderar (da
fase de concepcédo até de melhorias operacionais) fatores ambientais, sociais, de sustentabilidade,

toxicologia e de seguranca, como determinam os principios da Quimica Verde.

Conclusao

Apesar de, originalmente, o conceito de intensificagdo de processos (Pl) ter se restringido a equipamentos
e metodologias voltadas para a reducéo de escala de processos a fim de reduzir custos sem impactar nas
metas de produgdo, o espectro do conceito atual € bem mais amplo. Particularmente se destacam as
interfaces com a quimica verde, incluindo-se entre as atribuigées da Pl a minimizagdo do uso de insumos

e energia e da geracao de residuos, de seguranca e flexibilidade de processos, dentre outras. A efetiva

88
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2019; 13(1): 74-93 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Intensificagcdo de processos e quimica verde: importancia para as industrias Paulo Luiz Coutinho, et al.
farmacéutica, cosméticos, alimenticia e biorrefinarias

aplicagdo da Pl esta associada a mudanga do paradigma do projeto de plantas quimicas (na escala de
bilhées de ddlares e elevada escala de produgéo) para projetos de unidades estrategicamente localizadas,

menores e menos complexas.

O desenvolvimento das tecnologias de Pl tem o potencial de reduzir significativamente custos e consumo
de energia em setores industriais importantes como quimicos, biocombustiveis, farmacos, dentre outros.
Adicionalmente, a Pl possui o potencial de gerar solugdes inovadoras para os crescentes desafios
ambientais, incluindo tratamento de efluentes e captura de carbono. Assim, a intensificagdo de processos

cumpre papel fundamental na viabilizagdo da quimica verde e da bioeconomia.

Apesar disso, ainda existem muitas barreiras a efetiva implementagdo da intensificagdo de processos,
dentre as quais se destacam a aversdo aos riscos por parte das empresas e a caréncia de politicas de
incentivo capazes de minimiza-los. No Brasil, a situagédo € ainda mais dramatica, ja que inexistem esforgcos
concentrados no desenvolvimento e disseminacao do conceito de PIl. Considerando o elevado potencial
brasileiro para desenvolver uma industria baseada em matérias-primas renovaveis, fica evidente a
necessidade de se somar esfor¢cos coordenados entre os meios académico e industrial, no sentido de suprir
a lacuna de conhecimento ora existente no pais. Nesse contexto, torna-se possivel a construgao, no Brasil,

de um ambiente propicio para a aplicagéo efetiva dos principios da quimica verde.
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medicamentos da diversidade vegetal, nas seguintes areas do conhecimento: Agroecologia,
Botanica, Ciéncias Farmacéuticas (Farmacia; Farmacotecnia; Analise e Controle de Medicamentos e
afins), Educagao e Conhecimento, Etnociéncias (Etnobotanica e Etnofarmacologia), Engenharia de
Medicamentos e Produtos Naturais, Farmacologia (Farmacologia Clinica), Politica e Gestéao (Politicas
Publicas; Politica e Planejamento Governamental; Crescimento Econdmico e Saude Publica), Quimica,

Toxicologia e outras areas afins.

S&o aceitos manuscritos em portugués, inglés e espanhol, nos seguintes formatos: artigo original de
pesquisa, revisdo critica, relato de experiéncia, comunicagdo breve, monografia de plantas medicinais,

perspectiva, resenha e carta.

e Artigo de pesquisa: resultado de pesquisa, respeitando fundamentagéo tedrica e metodologia
cientifica, com o maximo de 6.000 palavras.

e Revisao: revisao critica e sistematizada da literatura sobre temas pertinentes ao escopo darevista,
no maximo 8.000 palavras. O(s) autor(es) deve(m) apresentar os métodos e procedimentos
utilizados na reviséo, a qual deve basear-se em literatura atualizada. A submissao de revisdes esta
sujeita somente ao convite ou a consulta prévia pelo editor de area.

o Relato de Experiéncia: descricdo de experiéncia que contribui de forma relevante para a area de
atuacéo. E elaborado de modo contextualizado, com objetividade e aporte tedrico. O relato inclui
introdugdo com marco tedrico; os objetivos; as metodologias empregadas, incluindo descri¢cdo do
contexto e dos procedimentos; os resultados e as consideragdes tecidas a partir dos mesmos, com
0 maximo de 6.000 palavras.

e Comunicagdo Breve: relato de resultados preliminares de pesquisa, ou ainda resultados de
estudos originais que possam ser apresentados como revisdo ou na estrutura de artigo, mas de

forma sucinta, com o maximo de 1.700 palavras.
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¢ Monografia de Plantas Medicinais: visam agrupar, padronizar e sistematizar o conhecimento das
caracteristicas e propriedades das plantas medicinais para orientar registro nos 6érgaos de
regulamentagéo. Texto contendo, no maximo, 3.500 palavras.

e Perspectivas: andlises de temas conjunturais, de interesse imediato e sobre a importancia do
tema, em geral a convite da equipe editorial, com o maximo de 2.200 palavras.

e Resenhas: resenha critica de livro, dissertagdes, teses e outros, publicado nos ultimos dois anos,
com o maximo 1.200 palavras.

e Cartas: critica a artigo publicado em niumeros anteriores da Revista Fitos, com no maximo 700 palavras.

1. Informagoes gerais do manuscrito

e S&o publicados manuscritos cientificos inéditos e originais e que ndo estejam em avaliagdo
simultanea em nenhum outro periédico.

e Caso seja identificada a publicagdo ou submissédo simultdnea em outro periddico, 0 manuscrito
sera desconsiderado.

e O Termo de Cessao de Direitos Autorais devera ser preenchido e assinado individualmente (por
todos os autores) e inserido no sistema no momento da submissao do manuscrito.

e Todo conceito e opinides expressos nos manuscritos, bem como a exatidao e a procedéncia das
citagbes, sao de exclusiva responsabilidade dos autores.

e Informar, no formulario de submiss&o, qualquer conflito de interesse que envolva o manuscrito.

e Os autores devem declarar todas as fontes de financiamento ou suporte, institucional ou privado
de auxilio a pesquisa.

e Caso nao tenha recebido financiamento, os autores devem declarar esta informagao.

e (Caso o trabalho envolva estudos em humanos ou animais, os manuscritos deverdo estar
acompanhados dos respectivos Pareceres do Comité de Etica em Pesquisa, emitidos pela
instituicao de origem do(s) autor(es).

e Artigos que apresentem resultados parciais ou integrais de ensaios clinicos devem,
obrigatoriamente, estar acompanhados do nimero e o nome da entidade/instituicdo de registro do
ensaio clinico.

e As autorizagbes para acesso ao patrimdnio genético e ao conhecimento tradicional associado

devem ser apresentadas.

2. Formatacao do manuscrito

¢ Redigidos em Word do MS Office doc, docx ou Write do Libre Office.

e Nao serdo recebidos artigos em formatos fechados para edicdo como PDF ou similares.

e Pagina A4, margem de 2 cm em cada um dos quatro lados, incluindo figuras, quadros e tabelas.
e Letra em fonte Arial, tamanho 12.

e Espacamento duplo entre linhas em todo o artigo, incluindo os resumos e referéncias.

e Texto justificado.
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e No manuscrito submetido, ndo deverdo conter os dados de autoria e afiliagdo, para atender a
avaliagdo as cegas. Porém, esses dados deverdo ser inseridos, de forma completa no passo 3.
Inclusdo de Metadados, no momento da submissao. A descri¢ao de afiliagdo deve conter o maximo
de conteudo para comunicagao com os autores a exemplo de laboratério, departamento, unidade,
instituicao, sala, prédio, endereco, bairro, cddigo de enderegamento postal, caixa postal, cidade,

estado, pais. Incluir os telefones para contato.

3. Estrutura do manuscrito

e N&o serdo aceitas notas de rodapé.
o Siglas devem ser escritas por extenso, quando aparecem a primeira vez, no resumo, no abstract

e no restante do manuscrito.

3.1. Titulo

e  Escrito, em negrito, no idioma do manuscrito (portugués, inglés ou espanhol) e em inglés, com o
maximo de 120 caracteres, incluindo espagos.

e Estar de acordo com o conteldo do trabalho, levando em conta o escopo da Revista.

e Somente a 12 letra da primeira palavra do titulo devera ser escrita em letra mailscula.

e A verséo do titulo em inglés devera conter as mesmas caracteristicas da apresentagéo do titulo
original.

e  Os subtitulos que identificam cada item do manuscrito deverdo ser escritos em negrito com a 12

letra da primeira palavra em mailscula e sem numeragao.

3.2. Resumo e abstract

e S0 néo se aplica a perspectiva, resenha e carta.

e Apresentagdo concisa dos pontos relevantes do trabalho em um Unico paragrafo, expondo
objetivo, metodologia, resultados e concluséo.

e Texto com, no maximo, 200 palavras.

e O resumo no idioma original devera também ser inserido nos metadados (formulario de submissao
do manuscrito).

e Terminada a insergdo do resumo no formulario, o responsavel pela submissao devera alterar o
idioma do formulério e preencher os campos traduzidos.

¢ No abstract, evitar tradugdes literais. Quando ndo houver dominio do idioma, consultar pessoas

qualificadas.
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3.3. Palavras—chave

e Inserir de quatro (4) a oito (8) palavras-chave que representem o contetdo do manuscrito e facilite
a recuperagao da informacgao. As palavras-chave deverao ser escritas em portugués ou espanhol
e inglés, fazendo a alteracédo de idioma do formulario, com somente a primeira letra em maiuscula

e separadas por ponto.

3.4- Itens em Artigos, Revisao, Relato de Experiéncia e Comunica¢ao Breve

e Esses manuscritos, com carater de apresentagédo de resultados, devem apresentar os itens de
Introdugdo, Fundamentagdo tedrica, Metodologia, Resultados e/ou Discussdo, Conclusdo e
Referéncias Bibliograficas.

e Alintroducdo devera apresentar o problema da investigagéo, estabelecer com clareza o objetivo e
a contextualizagdo do trabalho.

e A fundamentacéo tedrica deve estar baseada em bibliografia atualizada.

e A Metodologia devera descrever os instrumentos de coleta de dados, os materiais usados e os
mecanismos de analise dos dados, incluindo a metodologia, e a ferramenta de calculo, para a
analise estatistica. Devera ser breve, porém suficientemente clara para possibilitar a compreensao
de todas as etapas do trabalho.

e Os Resultados deverdo ser apresentados com o minimo possivel de discuss&o ou de interpretacéo
pessoal, com suporte no referencial tedrico. Sempre que necessario, deveréo estar acompanhados
de tabelas e figuras adequadas.

e A Discussao devera ser restrita ao significado dos dados obtidos e resultados alcangados,
evitando-se inferéncias ndo baseadas nos mesmos, mas confrontando aos dados e teoria ja
estudados, publicados e referenciados. Resultados e/ou Discussao poderao ser apresentados num
unico item.

e A conclusdo devera ser destinada ao desfecho do raciocinio do(s) autor(es), ressaltando as
consequéncias do seu argumento e as principais contribuicbes da pesquisa para a comunidade

cientifica e/ou para a sociedade.

3.5. Figuras/Tabelas

e Os enunciados das tabelas e figuras (graficos, fotografias, desenhos, mapas, estruturas quimicas),
deveréo ser citados no texto, indicados em letras maiusculas, seguidas por algarismo arabico, em
negrito e entre parénteses; como exemplos (TABELA 1) e (FIGURA 1)

e As tabelas, e figuras deverdo ser inseridos pelos préprios autores nos locais adequados, tdo logo
apos a citagéo, e ndo no final do manuscrito.

e Acima das tabelas e figuras devera ser informado o enunciado.

e Abaixo das tabela e figuras deverao ser informadas a legenda, e a fonte caso tenha, no tamanho

10, espago simples.
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e Asinformacdes dentro das tabelas e figuras dever&o ser apresentadas com caractere tamanho 10
e espacgo simples.

e As tabelas ndo poderao conter linhas verticais nas laterais.

e Os itens que compdem as figuras deverao estar legiveis e em boa resolugao grafica.

e Fotos com pessoas ou marcas identificaveis ou em lugares ndo publicos deverédo ter autorizagao

do uso de imagem.

3.6. Agradecimentos

o Neste item podera ser informado o nome da instituigido de fomento e/ou pesquisador que deu apoio
ao desenvolvimento da pesquisa. E opcional, porém necessario, e devera vir antes das

Referéncias.

3.7. Comunicagoes Verbais

e Atranscricdo de comunicagao verbal, decorrente de entrevistas, ou similar, devera estar em italico

ou entre aspas, no tamanho 10, com recuo de 4 cm, na sequéncia do texto.

e A comunicagao verbal (discurso) ndo podera ser identificada.

3.8 Citagoes

e Deverao seguir a norma Vancouver;
e Todas as citagbes deverao estar informadas no texto;

e Todas as citagbes deverdo ser numeradas, entre chaves e na sequéncia da sua apresentagdo no
texto.

e No caso de mais de duas citagbes sequenciais ou citagdes multiplas, os respectivos numeros

deverao ser separados por virgula;
o Nas citagdes diretas, de até trés linhas, deverao ser transcritas no mesmo paragrafo, entre aspas;

e As citagdes diretas, com mais de trés linhas, deverao ser transcritas em paragrafo independente,

com recuo de margem de 4 cm a direita, fonte 10, espacgo 1, sem aspas.

3.9. Referéncias

e Nas referéncias, item final do manuscrito, todas as citagdes deverdo ser listadas em ordem
numeérica, na sequéncia em que aparecem no texto e alinhadas a margem esquerda.

e A veracidade das informagdes contidas na lista de referéncias é de responsabilidade do(s)
autor(es).

e As referéncias deverdo apresentar: autor(es), relacionados até seis (caso ultrapasse inserir a

expressao et al.); titulo do artigo pesquisado; nome da revista/periédico, livro ou outros, volume,

98
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2019; 13(1): 94-105 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Instrugoes aos autores

numero, paginas (em caso de livro ou trabalhos, como: TCC, dissertagdo ou tese, informar o
numero de paginas); ano de publicagéo.

e Ainsercao do link: https://doi.org/nimero DOI (identificador digital para trabalhos cientificos),

devera ser feita com hyperlink [CrossRef].

e Caso a referéncia citada possua o numero DOI (Identificador de Objeto Digital) o seu enderego

tera o formato https://doi.org/nimeroDOI.

e Inserir o ISSN (identificador de revista/periddico) e o ISBN (identificador de livros).

e Para a insercéo do link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/, informar com o hiperlink
[PubMed].

e Os demais enderecos eletrénicos, site original de editora ou do texto consultado, deverao ser

apresentados com o hyperlink [Link].

Exemplo:

Carlini EA, Duarte-Almeida JM, Rodrigues E, Tabach R. Antiulcer effect of the pepper trees Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira-da-praia) and Myracrodruon urundeuva Allemao, Anacardiaceae (aroeira-do-
sertdo). Rev Bras Farmacogn. 2010; 20 (2): 140-6. ISSN: 0102-695X . [CrossRef]

e Destacar em negrito: o titulo de livro, 0 nome da revista/periédico em estudo cientifico (citada/o) e

o tipo e numero em legislagao.

e No caso de uso de software de gerenciamento de referéncias bibliograficas (EndNote, Zotero ou

outros), o(s) autor(es) devera(ao) converter as referéncias para texto.

4. Processo de Submissao

Para submeter um manuscrito a Revista Fitos, o autor devera possuir cadastro no sistema de editoragédo

eletrénica da revista (fagca aqui o seu cadastro) e estar logado no sistema (efetue aqui seu login).

Ap0s efetuar o login, o autor devera acessar o item “Pégina do usuario” no menu de navegacao e, na pagina

carregada, clicar no link “Nova submissao”, ao lado do perfil Autor.

4.1 — Passo 1. Iniciar Submissao

e Secao: o0 autor devera selecionar a segéo correspondente ao formato de seu manuscrito.
e Idioma da submissao: o autor devera selecionar o idioma principal de seu manuscrito.
e Condigoes para submissao e Declaracdo de Direito Autoral: para avancar no processo de

submisséo, o autor devera estar de acordo com todas as condi¢des apresentadas.

4.2 — Passo 2. Transferéncia do Manuscrito

e O autor devera selecionar o arquivo e clicar sobre o botdo TRANSFERIR.
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e Em seguida, quando o manuscrito aparecer sob o titulo “Arquivo submetido”, o autor podera clicar
sobre SALVAR E CONTINUAR.

4.3 — Passo 3. Inclusao de Metadados

O preenchimento dos metadados devera ser realizado em 2 idiomas: idioma do manuscrito e inglés. Para
isso, insira todas as informagdes solicitadas, volte ao inicio da pagina, altere o idioma e insira os dados

traduzidos. Manuscritos em inglés dispensam o preenchimento dos metadados no segundo idioma.

4.3.1 - Autores e afiliagao

e Os dados de todos os autores deverdo ser preenchidos somente no formulario de metadados da
submissdo, presente no passo 3 do processo de submissdo do site da Revista Fitos

(www.revistafitos.far.fiocruz.br), sendo dados obrigatérios: nome e sobrenome por extenso e e-mail.

e Preenchimento dos dados complementares dos autores: obrigatoriamente, nimero do ORCID ou
ResearchlD ou perfil no Google Académico; e opcionalmente, Link do CV Lattes, Link do

repositério Institucional, Link do site ou blog do grupo de pesquisa, Link do site do autor.
e Os demais autores deveréo ser incluidos no mesmo formulario (Clicar no botéo “incluir autor”)
e A ordem dos autores no formulario devera corresponder a ordem de autoria do trabalho.

e As afiliagdes devem ser incluidas em hierarquias institucionais, com os enderegos completos e

seguidas dos telefones de contato.
e Na&o colocar titulagdes e fungdes junto as afiliagdes.
e Em caso de duplo vinculo do autor, colocar somente o vinculo no qual a pesquisa foi desenvolvida.

e Em caso de cooperagao, podera colocar as duas instituigdes. Ressalta-se que a primeira devera

ser a de maior vinculo.

e Terminado o cadastramento de todos os autores, o responsavel pela submissao devera alterar o

idioma do formulario e preencher os campos traduzidos.

4.3.2 - Titulo

e O titulo devera ser inserido uma Unica vez para cada idioma no campo correspondente do Passo 3.

e Para alterar o idioma do formulario, va ao topo da pagina e, no canto superior direito, selecione o
idioma desejado e clique em SUBMETER.

e O procedimento deverd ser repetido para cada idioma.

e O titulo do estudo no formulario de submissdo devera corresponder ao titulo informado no
manuscrito.

e Todas as caracteristicas descritas no item 4 destas Instrugdes deverdo ser observadas também

no formulario de submissao.
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4.3.3 - Resumo e abstract

e Os resumos em portugués, inglés e espanhol (Abstract) deverdo ser inseridos também no

formulario de submissao (Passo 3).

e Apresentagdo concisa dos pontos relevantes do trabalho em um Unico paragrafo, expondo

metodologia, resultados e concluséo.
o Deve conter no maximo 200 palavras.

e No abstract, evitar tradugdes literais. Quando ndo houver dominio do idioma, consultar pessoas

qualificadas.

e O resumo deverd ser inserido uma Unica vez para cada idioma no campo correspondente.

e Para alterar o idioma do formulario, va ao topo da pagina e, no canto superior direito, selecione o
idioma desejado e clique em SUBMETER.

e O procedimento devera ser repetido para cada idioma.

e SO néo se aplica a resenhas e cartas.

4.3.4 - Indexagéo:

e Area do Conhecimento: o autor deverda informar a que 4rea pertence seu
manuscrito: Agroecologia, Botanica, Ciéncias Farmacéuticas (Farmacia; Farmacotecnia;
Andlise e Controle de Medicamentos e afins); Educagao e Conhecimento; Etnociéncias
(Etnobotanica e  Etnofarmacologia); Engenharia de Medicamentos e Produtos
Naturais; Farmacologia (Farmacologia Clinica); Politica e Gestéao (Politicas Publicas; Politica e
Planejamento Governamental; Crescimento Econdmico e Saude Publica); Quimica, Toxicologia
ou outras areas afins.

e Palavras-chave: escolha de palavras que resumem os temas principais do manuscrito para

possibilitar a busca da informagéo e, consequentemente do manuscrito e autores.

4.4 — Passo 4. Transferéncia de Documentos Suplementares

e Arquivos suplementares contendo, por exemplo, figuras, tabelas, documentos com assinatura, etc,

poderao ser transferidos nesta etapa.

4.5 — Passo 5. Confirmacao da Submissao

e Para concluir a submissdo do manuscrito pelo sistema da Revista Fitos, o autor devera clicar sobre
0 botdo CONCLUIR SUBMISSAO.
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Exemplos de referéncias

Artigo de Periédico

Carlini EA, Duarte-Almeida JM, Rodrigues E, Tabach R. Antiulcer effect of the pepper trees Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira-da-praia) and Myracrodruon urundeuva Allemao, Anacardiaceae (aroeira-do-
sertdo). Rev Bras Farmacogn. 2010; 20 (2): 140-6. ISSN: 0102-695X. [CrossRef]

Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, lvanov E, et al. Childhood-leukaemia in Europe after
Chernobyl: 5 year follow-up. Br J Cancer 1996; 73 (8):1006-12. [PubMed]

Se o numero for suplementar ou especial, indique-os respectivamente pelos termos “Supl” ou “(n° esp.)’

apos o volume.

Artigo de periddico eletrénico

Autor. Titulo do artigo. Titulo da publicagéo seriada. [tipo de suporte]. Ano. Volume (n.°) [acesso dia, més e

ano); paginagao ou indicacdo de tamanho. Disponibilidade de acesso.

Clark SC. The industrial arts paradigm: adjustment, replacement or extinction?. Journal of Technology
Education [online]. 1989 Fall [acesso 15  mar. 1995]; 1(1). Disponivel  em:
URL: http://scholar.lib.vt.edu/ejournals/JTE/v1n1/backup/clark.jte-vin1.html.

Artigo de jornal
Santos JA. Por que luta Portugal na Africa. O Estado de Sao Paulo 1967 maio 28; p. 64.

Biblioteca climatiza seu acervo. O Globo, Rio de Janeiro, 1985 mar 4.; p.11, c.4.

Livro completo

Iverson C, Flanagin A, Fontanarosa PB, Glass RM, Glitman P, Lantz JC, et al. American Medical
Association Manual of Style: a guide for authors and editors. 9th ed. Baltimore: Williams & Wilkins;
1998. ISBN-13: 9780195176339.
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Livro em formato eletrénico

Autoria. Titulo. [suporte]. Produtor. Edigdo. Versao. Local (cidade): Editora; ano [acesso dia, més e ano].

Disponibilidade de acesso.

Killings DB, ed. Anglo-Saxon chronide [on-line]. Berkeley, United States: Berkeley Digital Library; 1995 July
[acesso em 03 nov. 1998] Disponivel em: URL: http://sunsite.berkeley.edu.

Capitulo de livro

Abbas AK, Lichtman AH. Imunologia basica. 22 ed. Sdo Paulo: Elsevier; 2007. ISBN: 9788535254914.

Capitulo de livro cujo autor é o mesmo da obra

Ronan CA. Histéria ilustrada da Ciéncia da Universidade de Cambridge. Rio de Janeiro: Zahar; 1983.
p. 30-5. ISBN: 9788585061685.

Capitulo de livro - autor/colaborador

Zanella MT. Obesidade e fatores de risco cardiovascular. In: Mion Jr D, Nobre F, editores. Risco

cardiovascular global: da teoria a pratica. 22 ed. Sdo Paulo: Lemos Editorial; 2000. p. 109-25.

Tese/Dissertagcdao/Monografia

Autor. Titulo e n° de paginas. Localidade; ano de apresentagédo. Grau (tese, dissertagdo ou monografia)

[Programa de Pds-Graduagao em...] — Instituicdo onde foi apresentada.
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