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Neste numero 4 estamos finalizando o volume 14 da Revista Fitos, atendendo assim a meta da pontualidade
das publicagbes estabelecida para o ano de 2020. Apresentamos a seguir os resumos de 10 artigos

publicados, sendo: 8 pesquisas, 1 revisdo e 1 relato de experiéncia:

Atividade antileishmanial in vitro e analise fitoquimica de Casearia javitensis Kunth (Salicaceae). O
objetivo deste estudo foi realizar analises fitoquimicas do extrato de casca de Casearia javitensis e avaliar
a sua atividade antipromastigante contra Leishmania amazonensis. O ensaio de antipromastigotas de
Leishmania amazonensis e o teste de citotoxicidade contra a linha celular de leucemia monocitica aguda
(THP-1) foram realizados pelo ensaio colorimétrico MTT. O perfil fitoquimico em cromatografia em camada
fina (TLC) detectou terpenos em todas as amostras. Conclui-se que a fragdo em diclorometano (FrDcm) de
C. javitensis tem potencial como leishmanicida, e esta atividade pode estar relacionada com a presenca de

composto fendlico.

Atividade do extrato de lichia (Litchi chinensis Sonn.) sobre os parametros bioquimicos e
histolégicos de ratos diabéticos. Neste estudo avaliou-se o efeito anti-hiperglicémico do extrato
hidroetandlico da casca e polpa dos frutos de Litchi chinensis (lichia) em ratos diabéticos. Foram avaliados
a glicemia e os biomarcadores, como as triglicérides, colesterol, fungédo renal e hepatica. Tecidos como
figado, rins, coracdo e pancreas foram retirados para analise histolégica. Os ratos tratados tanto com a
casca quanto com a polpa, obtiveram redugéo dos niveis de lipideos, das taxas de triglicerideos e colesterol.
Litchi chinensis mostrou seu beneficio nos efeitos hipoglicemiantes e hipolipemiantes, tendo potencial
terapéutico na prevencao e no tratamento das complicagdes da diabetes mellitus.

Caracterizagdo dos compostos fendlicos e andlise da qualidade de amostras de cha de Miconia
albicans. Neste estudo foram avaliados os constituintes fendlicos e a qualidade de cinco amostras de chas
de M. albicans (canela de velho), adquiridos em ambientes comerciais da cidade de Jaragua do Sul-SC. A
toxicidade foi avaliada com larvas de Artemia salina. Os resultados de controle de qualidade da matéria-
prima vegetal demonstraram estar em conformidade com as especificagdes descritas na Farmacopeia
Brasileira. As amostras sao potencialmente citotdxicas, tendo uma DLso menor que 1000 pug/mL. Sugere-se
que sejam realizados estudos adicionais dos beneficios farmacoldgicos e efeitos toxicolégicos da espécie

visando maior seguranga aos usuarios.

Cryptomeria japonica (L. F.) D. Don como fonte de acido chiquimico. Neste estudo, encontrou-se um
contetido de 56,36 mg.kg™' de SA na biomassa seca de C. japonica, enquanto que para a lllicium verum, a
fonte tradicional, era de 96,57 mg.kg™". O fosfato de oseltamivir (OSP), comercializado sob a marca Tamiflu®,
€ um potente inibidor da neuraminidase viral, uma enzima glicosidica hidrolase essencial para a replicagédo
viral. A OSP é também importante no controle do virus da gripe (H1N1) e é produzida principalmente a
partir do acido chiquimico (SA) extraido das plantas. A principal fonte de OSP ¢ a partir de sementes de /.
verum. A Cryptomeria japonica é uma das alternativas para satisfazer a demanda mundial, uma vez que C.
Jjaponica sendo uma arvore, explorada para produgdo comercial, pode ser uma fonte renovavel e fiavel SA

para a producédo de OSP.
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Efeito dos parametros do processo de secagem por pulverizagao em Uncaria tomentosa (Willd. ex
Schult.) DC. extratos secos. Este estudo teve como objetivo avaliar os pardmetros do processo de
secagem por pulverizagédo sobre as propriedades de diferentes extratos obtidos a partir de U. fomentosa
(Willd. ex Schult.) DC. (garra de gato), uma planta da familia das Rubiaceae, da regido amazonica, utilizada
na medicina tradicional como matéria-prima para fitoterapicos indicados para a artrite e osteoartrite. A
melhor configuracdo de secagem por pulverizagdo para as caracteristicas desejadas (menor
higroscopicidade e umidade) utilizou o bocal de pulverizagdo maior com um diametro de 1,2 mm e a

temperatura mais elevada de 150°C, com ambos os portadores.

Estudo quimico e avaliagdo da atividade antimalarica dos galhos de Piranhea trifoliate. Este trabalho
teve como objetivos o estudo quimico dos galhos de Piranhea trifoliata (Picrodendraceae) e a avaliagéo do
seu potencial antimalarico, com duas coletas no estado do PA, Brasil. Quanto a atividade antimalarica, os
extratos e as fases dos extratos MeOH foram avaliados in vitro frente ao Plasmodium falciparum, e os extratos
MeOH da 12 e 22 coletas foram considerados ativos (Clso = 13,7 pg/mL; Clso = 5,8 ug/mL, respectivamente).
Este trabalho contribuiu para o conhecimento bioldgico e quimico da espécie Piranhea trifoliata e da familia

Picrodendraceae, sendo o primeiro relato de atividades bioldgicas para a espécie em estudo.

Etnobotanica aplicada a selegdo de espécies nativas amazoénicas como subsidio a regionalizagao
da fitoterapia no SUS: Oriximind — Para. Neste estudo, conduziu-se levantamento etnobotanico das
plantas utilizadas como medicinais, por moradores de Oriximina-PA, e analisou-se presenga das nativas da
Amazénia em documentos do Sistema Unico de Salde (SUS). Por entrevistas obteve-se a coleta e
identificagdo de 112 espécies pertencentes a 50 familias, sendo a maior parte referente a familia Fabaceae
e nativas da Amazonia (56%). Foram comparadas nativas da Amazdnia com aquelas presentes em 14
documentos do SUS. O estudo etnobotanico conduzido em Oriximina demonstra a importancia das nativas
para a populagdo, em contrapartida a sua pouca representatividade no SUS. Pesquisa desta natureza,

objetiva alinhar politicas de saude ao territério.

Contribuigdes da bioinformatica no estudo dos antifingicos naturais: revisao num contexto
farmacoldgico. A proposta dessa revisao foi atualizar os conhecimentos relativos a aplicagao de métodos
computacionais, ferramentas valiosas para a investigagdo de compostos antifungicos naturais, de sistemas
biolégicos, aplicadas a bioquimica, imunologia, farmacologia, etc. Para este trabalho, buscaram-se, em
bases de dados eletronicas, artigos cientificos pertinentes e relevantes sobre estudos in silico de novos e
conhecidos agentes antifungicos naturais. No contexto farmacoldgico, considerou-se: alvos moleculares,
mecanismos de efeitos terapéuticos e tdxicos, bem como mecanismos de resisténcia e sua reversao, com
especial enfoque nas micoses humanas. Nesta revisdo resumem-se importantes contribuicdes de estudos

de bioinformatica para o desenho e descoberta de novos agentes potenciais.

Nanoemuls6es formuladas para uso topico: estudo de sintese e toxicidade. Este estudo de revisao
descreve metodologias de sintese de nanoemulsdes utilizando para composigdo da férmula, extratos e
Oleos vegetais, medicamentos alopaticos convencionais e nanoparticulas metalicas. A Nanotecnologia tem
se destacado significativamente em diversas areas da ciéncia, em especial, na area farmacéutica. Os
nanocarreadores de farmacos apresentam uma alternativa segura e eficaz, apresentando propriedades

importantes do ponto de vista farmacoterapico. Trata-se de sistemas constituidos por glébulos bastante
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reduzidos, em escala manométrica, que podem veicular principio ativo sendo ainda adequados a

distribuicdo de substancias ativas na pele, permitindo maior absorc¢éo.

Desenvolvimento de Fitoterapicos a partir das Folhas da Nogueira-da-india (Aleurites moluccanus):
relato de experiéncia de parceria entre universidade comunitaria e indastria farmacéutica nacional.
Este trabalho relata o desenvolvimento de novos e efetivos fitoterapicos obtidos a partir das folhas de Aleurites
mollucanus (Euphorbiaceae), uma espécie exdtica, proveniente da Asia. Nos estudos n3o clinicos e na etapa
clinica-fase | foram desenvolvidos, em escala piloto, comprimidos a base do extrato seco padronizado de A.
moluccanus, e estabelecidas formulagbes como creme tépico e suspensao oral. A padronizagéo do extrato,
em escala industrial, depende do cenério e consequente direcionamento do mercado. Este relato proporcionou
uma visdo sobre as superagdes vivenciadas por pesquisadores de uma Universidade Comunitaria brasileira,

na P&D de novo, efetivo e seguro fitoterapico analgésico e anti-inflamatério.
Boa leitura!

Yolanda Arruda
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DOI 10.32712/2446-4775.2020.1126

Um ciclo de 15 anos

Chegamos ao final de 2020, um ano marcado pela emergéncia da Pandemia COVID-19 e por seus
impactos sécio econdmicos, ambientais, culturais e politicos. Diria que este ano nos fez refletir sobre as
interrelagdes de distintas dimensdes como a emergéncia climatica e a crise cronica e aguda do modelo
de desenvolvimento hegemonico, a biodiversidade e a emergéncia de novas doengas, o dominio do
mercado sobre as tecnologias e as politicas nacionais de desenvolvimento tecnoldgico e inovagdo em

saude, entre outras.

Neste panorama de mudangas aceleradas rumo a um “novo normal” imprevisivel, a Revista Fitos
completa um ciclo de 15 anos de existéncia, com a publicagdo do presente nimero. Desde sua criagao
a Fitos atravessou diversos desafios, dentre os quais destaco a sua institucionalizagdo na Fiocruz, a
atualizagdo de sua plataforma operacional para OJS/PKP, a adogédo de novo enfoque disciplinar e a

ampliagcado do seu escopo.

Neste caminho, a Revista Fitos evoluiu de forma singular, assumindo em sua linha editorial a perspectiva
da diversidade genética, ecossistémica e de espécies, que definem Biodiversidade, para abrigar a
produgdo académica. Sua politica editorial descreve como misséo a publicagao de trabalhos cientificos
que contribuam para o pensamento critico em Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao em Biodiversidade
e Saude, a promogao da inter e transdisciplinaridade entre diversas areas do conhecimento tais como
Saude, Humanas e Tecnoldgicas, aumentando a compreensdo das complexas relagdes, que envolvem:
a biodiversidade; a saude; o desenvolvimento sustentavel; a conservagdo dos recursos naturais; e a

reducdo das desigualdades sociais.

Ao longo destes anos a Fitos visou o aumentar o alcance de seus artigos, priorizando o processo de
indexacgao, atendendo tanto aos requisitos basicos como o ISSN, DOI, cronograma de publicacédo, politica
de direitos autorais e metadados basicos em seus artigos, quanto aqueles descritos como elevados
padrées técnicos. Hoje, a Fitos encontra-se preparada para alcancgar seu potencial maximo de indexacéo,
contando com arquivos em HTML e PDF, um site capaz de ser rastreado por robds, assim como de

exportar dados em XML.

A partir da emergéncia da pandemia Covid-19, a Revista Fitos alinhou-se aos demais periddicos da
Fiocruz adotando um conjunto de procedimentos, visando agilizar o processo de avaliacdo editorial,

revisdo por pares e publicagdo denominada fast track para artigos relacionados a Covid-19.

Este ano a Fitos publicou 6 nimeros, quatro regulares, sendo um deles tematico (Praticas Integrativas e
Complementares para a Saude, PIC’s), um numero especial (Desenvolvimento tecnolégico e inovagéo
em fitomedicamentos) e um suplemento (Il Seminario Internacional de Pds-Graduagcdo em
Desenvolvimento Rural Sustentavel — UNIOESTE /PR).
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Além disso, instituimos o FAST TRACK para artigos sobre a COVID-19, alinhadas com a politica editorial
da FIOCRUZ, comprometida com a exceléncia em pesquisa e também na divulgagéo cientifica para a

sociedade. A Revista Fitos esta presente nas redes sociais (Facebook, Instagram, Linkedin, Twiter).

O presente numero 4 do volume 14 contém 10 artigos, sendo oito de pesquisa um de revisdo e um relato

de experiéncia.

Ao encerrar este ciclo de 15 anos parabenizo toda a equipe de trabalho, pelo esforgo dedicagéo e
competéncia. Agradeco aos autores, pelas submissdes dos seus trabalhos e por acreditarem na
qualidade da revista e, também, a todos os pesquisadores que estiveram nas diversas editorias, cada

qual no seu tempo, dando sua valiosa contribuigdo para a trajetéria da Revista Fitos.

Glauco Villas Bbéas
Editor

435
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 434-435 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Atividade do extrato de lichia (Litchi chinensis
Sonn.) sobre os parametros bioquimicos e
histolégicos de ratos diabéticos

Activity of lichia extract (Litchi chinensis Sonn.) on the biochemicals and
histological parameters of diabetic rats

DOI 10.32712/2446-4775.2020.826

Brasil, Flavia de Fatima'; Santos, Everton Charles Ferreira dos'; Costa, Fabio Martins da'; Correa, Gustavo
Henrique Bortolozzo'; Xavier, Gustavo de Almeida'; Melo, Rédney André de'; Pieroni, Marcela Rezende'; Lopes,

Ana Claudia Frota Machado de Melo?; Salles, Bruno Cesar Correa’; Santos, Gérsika Bitencourt'.

'Universidade José do Rosério Vellano (Unifenas), Campus Alfenas, Rodovia MG-179 Km 0, s/n, Bairro Trevo, CEP 37130-000, Alfenas,
MG, Brasil.

2Universidade de Sao Paulo (USP), Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina, Avenida Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 255,
Cerqueira César, CEP 05403-000, Sao Paulo, SP, Brasil.
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Resumo

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca crdnica ndo transmissivel caracterizada como o aumento da glicose,
devido as disfungdes do metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas. Aliado com o avango da ciéncia
os frutos e seus subprodutos tem sido considerados promotores da salde. Neste estudo foi avaliado o
efeito anti-hiperglicémico do extrato hidroetandlico da casca e polpa dos frutos de Litchi chinensis (lichia)
em ratos diabéticos. Foram utilizados ratos wistar (250 a 300 g) com DM induzido por aloxana 130 mg/kg.
Os animais foram tratados com 300 mg/kg de extratos de Litchi chinensis, durante 75 dias, por gavagem.
Foram avaliados a glicemia e os biomarcadores, como os triglicérides, colesterol, funcédo renal e hepatica.
Tecidos como figado, rins, coragéo e pancreas foram retirados para analise histologica. Os ratos diabéticos
tratados com a casca de Litchi chinensis apresentaram uma redugao significativa na glicemia em jejum,
quando comparados aos ratos néo tratados. Além dessa agao benéfica, os ratos tratados tanto com a casca
quanto com a polpa, obtiveram redugéo dos niveis de lipideos, reduzindo as taxas de triglicerideos e
colesterol. Portanto, Litchi chinensis mostrou seu beneficio nos efeitos hipoglicemiantes e hipolipemiantes,

tendo potencial terapéutico na prevencao e no tratamento das complicagdes do diabetes mellitus.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Fitoterapia. Tratamento nutricional.

Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a chronic non-communicable disease characterized as increased glucose, due to
metabolic dysfunctions of carbohydrates, lipids and proteins. Along with the advancement of science the
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fruits and their by-products have been considered health promoters. In the present study the
antihyperglycemic effect of the hydroethanolic extract of the peel and pulp of the fruits of Litchi chinensi
(lichia) in diabetic rats was evaluated. Wistar rats (250 to 300 g) with alloxan-induced DM 130 mg / kg were
used. The animals were treated with extracts of Litchi chinensis 300 mg / kg for 75 days, by gavage. Blood
glucose and biomarkers, such as triglycerides, cholesterol, renal and hepatic function were evaluated.
Tissues such as liver, kidneys, heart and pancreas were removed for histological analysis. Diabetic rats
treated with the peel of Litchi chinensis showed a significant reduction in fasting glycemia when compared
to untreated rats. In addition to this beneficial action, rats treated both with the peel and the pulp, obtained
reduction of the lipid levels, reducing the rates of triglycerides and cholesterol. Therefore, Litchi chinensis
showed its benefit in the hypoglycemic and lipid-lowering effects, having therapeutic potential in the

prevention and treatment of the complications of diabetes mellitus.

Keywords: Diabetes mellitus. Phytotherapy. Nutritional treatment.

Introducgao

O diabetes é uma doenga crénica caracterizada pelo aumento da glicose sanguinea (hiperglicemia), devido
a disturbios do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Manifesta-se pela auséncia de produgao

de insulina pelo pancreas, aumento de resisténcia periférica a insulina ou por ambos os casost2-

Estudos recentes visam comprovar a atuagcéo de certos alimentos na redugdo do risco de doencgas. Eles
mostram que os fitoquimicos dos frutos sdo os principais compostos bioativos que trazem beneficios a saude
humana e mostram que o seu consumo auxilia na redugéo do risco de doenga acidente vascular encefalico

hemorragico, assim como na diminuigdo da incidéncia de certos tipos de cancer e do estresse oxidativols:

Dentro desse contexto, se chama a atengdo para a espécie Litchi chinensis pertencente a
familia Sapindaceae. Todas as partes da planta sao ricas fontes de fitoquimicos, diglicosideo de malvidina,
leucocianidina, glicosideo de cianidina, saponinas, hidroxitolueno, butilado, isolariciresinol, kaempferol,

rutina e estigmasterolt4l,

Aliados aos avangos da ciéncia e pelo destaque nas diversas publicagbes sobre as propriedades
nutricionais dos alimentos e seus potenciais beneficios a saude humana, os frutos e seus subprodutos sao

considerados promotores da salide e pegas-chave na promogéo da qualidade de vidal®:

Sendo assim, esse estudo teve como objetivo avaliar a capacidade dos extratos da casca e polpa de lichia
(Litchi chinensis) em reduzir pardmetros bioquimicos (glicemia e triglicérides) e histolégicos aumentados

em animais diabéticos.

Material e Métodos
Aspectos éticos
O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica Institucional sobre o uso de animais da

Universidade José do Rosario Vellano (Parecer n° 42A/2017). Todos os experimentos envolvendo animais

foram conduzidos de acordo com as recomendagdes do Guide for the Care and Use of Laboratory
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Animalst®. Além disso, a pesquisa ndo envolve qualquer espécie ameacgada de extingdo e/ou protegida e

nenhuma permisséo especifica foi requerida quanto ao uso do material vegetal.
Coleta e identificagao do material vegetal

Os frutos foram coletados na fazenda Borda do Campo, em Ouro fino/MG, Brasil que se encontra
geograficamente localizada em Latitude: 22°16'59"S. Longitude: 46°22'08"W. Altitude: 908 m. A
identificagdo taxonémica do material vegetal foi realizada no herbario UALF da Universidade Federal de

Alfenas (UNIFAL-MG), onde uma amostra foi depositada.
Preparo do extrato hidroetandlico de Litchi chinensis

Foram preparados extratos da casca e da polpa de Litchi chinensis. Os extratos hidroetandlicos tiveram
inicio com o umedecimento antecipado de 200 gramas de casca e polpa de Litchi chinensis durante duas
horas. Em seguida, o Erlenmeyer foi preenchido com a droga vegetal umedecida e adicionou-se o alcool
70% (v/v), deixando-o em maceragao por sete dias. Os extratos hidroetandlicos obtidos passaram por
filtragdo e foram colocados em refratario sob chapas em temperatura controlada (aproximadamente 45°C)
para concentragao do extrato liquido. O extrato obtido foi apropriadamente armazenado e, quando do uso,

solubilizado em agua destilada para administragcdo por gavagem aos animais.
Parte experimental
Animais

Foram utilizados 30 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) e em um ambiente com ciclo claro/escuro de 12 h, recebendo

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

Para indugdo do DM tipo 1, 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
apos a injegdo, a alimentagao foi reintroduzida aos animais. Apos sete dias, foi realizada a pesagem e
determinacdo da glicemia capilar de cada animal. Aqueles animais que obtiveram e sustentaram uma

glicemia superior a 250 mg/dL foram considerados diabéticos?
Desenho experimental

Ratos sem DM (saudaveis) ndo tratados foram usados como controle, conforme demonstrado no grupo 1
da TABELA 1. Apds indugédo do DM tipo 1, como acima descrito, os ratos diabéticos foram mantidos com
dieta padrdo e agua ad libitum, e divididos em mais dois grupos experimentais (TABELA 1): um tratado
com extrato da casca e outro tratado com extrato etandlico da polpa de Litchi chinensis, administrado pelo
processo de gavagem, durante 75 dias. Os consumos de agua e ragado, bem como o acompanhamento do

peso dos ratos, foram avaliados neste intervalo.
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TABELA 1: Detalhamento dos grupos experimentais utilizados no presente estudo.

N° inicial de Injecdo administrada/ Tempo de
Grupo experimental animais/ N° final Indugédo do DM Dieta Tratamento/
de animais (Sim/Nao) Tipo de Tratamento
Sem diabetes 5/5 Salina/Nao Padréo 75 dias/Placebo
Com diabetes 8/4 Aloxana /(S1i3mo mgka) | padrao 75 dias/Placebo
Tratados com extrato da 8/4 Aloxana (130 mg/kg) Padréo 75 dias/Extrato
casca de Litchi chinensis /Sim (300 mg/kg/dia)
Tratados com extrato da o/a Aloxana (130 mg/kg) Padrio 75 dias/Extrato
polpa de Litchi chinensis /Sim (300 mg/kg/dia)

Obtencgao das amostras biolégicas

Apods 75 dias 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 pungao cardiaca. Para obteng&o 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 determinacdo da
glicemia de jejum, da funcéo renal, da fungdo hepatica e do perfil lipidico. Em seguida, os animais foram
submetidos a eutanasia e foram retirados, coragdo, figado, pancreas e rins. Para o preparo do
homogeneizado dos 6rgaos, foram homogeneizados, a 4°C em tampao, fosfato (PBS, pH 7,2) 0,1 M, na

proporgdo 5 mL/g de 6rgaolél,

Avaliacao da glicemia de jejum, do colesterol total e fragoes, de creatinina, ALT e AST

As concentragdes de glicose, colesterol total e de triglicerideos foram determinadas 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 medig¢ao foi calibrado
com o material de referéncia SRM 914 do National Institute of Standards and Technology (NIST), tornando
os resultados rastredveis ao método definitivo (espectrometria de massas com diluicdo isotépica). As
concentragdes das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram

determinadas no soro, por método cinético UV.

Analise dos resultados

Os dados foram expressos como média (+/-) e erro padrao da média. Andlise de variancia (ANOVA) seguida
de teste Tukey que serviu para comparar as médias entre os quatro diferentes grupos. As diferengas foram

consideradas significativas quando o valor de p foi < 0,05.
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Resultados e Discussao

Analises Bioquimicas

No presente estudo verificou-se o efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico da casca e da polpa de
Litchi chinensis em ratos com diabetes mellitus tipo 1 (FIGURA 1). Ap6s 75 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) diminuigao na glicemia de jejum em animais que receberam
uma dose diaria de 300 mg/kg do extrato da casca de lichia, durante este intervalo de tempo, porém nao

houve reducéo significativa da glicemia dos ratos tratados com extrato da polpa de Litchi chinensis.

O fruto, em especial a casca, apresenta um perfil que contém quantidades significativas de compostos
fendlicos, antocianinas que sao os principais polifendis, indicando-a como um potente eliminador de radicais
livres e possuindo uma notavel atividade antioxidante utilizada na prevengao de diversas doengas, como

do diabetes mellitus®-

FIGURA 1. Efeito anti-hiperglicémico do extrato etandlico da casca e polpa de Litchi chinensis (300 mg/kg/dia) em ratos
com diabetes mellitus tipo 1.
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Legenda: Os dados representam a média £ DP de, no minimo, trés aferi¢des 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).

Nesse estudo verificou-se que ndo houve influéncia do tratamento com os extratos da casca e da polpa de L.
chinensis, na dose usada, sobre os niveis de frutosamina nos ratos com diabetes mellitus (FIGURA 2). A
frutosamina é formada através do mecanismo ndo enzimatico que envolve a ligagdo da glicose sérica as
proteinas séricas, em especial a albumina, para formar cetaminas. Portanto, ela é o produto da glicagdo de
proteinas séricas e possui um tempo de vida médio entre 14 e 21 dias, ou seja, duas a trés semanas, indicando
o nivel médio de glicemia deste periodol'Y. Ela, ainda, eleva-se na presenca de niveis aumentados de glicose

no sangue, e com isso mostra que o controle glicémico foi inadequado no periodo supracitado.
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FIGURA 2: Efeito do extrato etandlico da casca e polpa de Lichi chinensis sobre os niveis séricos de frutosamina em
ratos com diabetes mellitus 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).

Em relagédo ao peso dos animais (TABELA 2), os ratos saudaveis (SDM) apresentaram, em média, maior
peso, ndo havendo diferengas significativas entre os grupos de ratos diabéticos e aqueles diabéticos
tratados com a casca de Litchi chinensis. Entretanto, ha uma diferenga consideravel na perda de peso dos
ratos tratados com a polpa da frutall. O consumo de agua e ragdo (TABELAS 3 e 4), também foi
influenciado pelo tratamento com os extratos de Litchi chinensis, sendo que houve um significativo maior
no consumo de agua no grupo de ratos diabéticos tratados com a polpa de Litchi chinensis. E o consumo
de racao foi significativamente diferente entre os trés grupos avaliados. Algumas literaturas mostram que

tais variaveis podem ser influenciadas pelas alteragdes induzidas pelo diabetes mellitus£2.

TABELA 2. Médias’ (erro padréo) do controle de peso dos 4 grupos.

Grupos Médias’
SDM 347,8000°
CDM 249,20002

Casca 254,80002
Polpa 231,40002

"Médias seguidas das mesmas letras sdo consideradas estatisticamente iguais pelo teste de Tukey, ao nivel nominal de
5% de significancia.

TABELA 3. Médias’ (erro padrédo) do consumo de agua dos 4 grupos.

Grupos Médias’
SDM 182,12502
CDM 608,6250°

Casca 589,1250°
Polpa 674,0000°

"Médias seguidas das mesmas letras sdo consideradas estatisticamente iguais pelo teste de Tukey, ao nivel nominal de
5% de significancia.
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TABELA 4. Médias’ (erro padr&o) do consumo de ragéo dos 4 grupos.

Brasil, Santos, Costa, et al

Grupos Médias’
SDM 111,1250°
CDM 102,75002

Casca 115,0000°
Polpa 127,0000°¢

"Médias seguidas das mesmas letras sdo consideradas estatisticamente iguais pelo teste de Tukey, ao nivel nominal de

5% de significancia.

Observou-se uma diminui¢do dos niveis de colesterol e triglicérides dos ratos que foram tratados com os

extratos da casca e polpa de lichia (FIGURAS 3 e 4). J4 os ratos com diabetes sem tratamento, a

administragdo dos extratos da casca e polpa de Litchi chinensis promoveu um significativo efeito preventivo

sobre tal aumento. O que se manteve durante os 75 dias de tratamento. As dislipidemias sao alteragdes no

metabolismo de lipidios, decorrente de disturbio das gorduras presentes no sangue, podendo ser o

colesterol, triglicerideos ou ambos[l,

FIGURA 3: Efeito do extrato etandlico da casca e polpa de Lichi chinensis sobre os niveis séricos de triglicerideos em
ratos com diabetes mellitus 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 da casca e polpa de Litchi chinensis sobre os niveis séricos do colesterol em ratos
com diabetes mellitus 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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A casca de lichia apresenta elevado valor energético total e teores de carboidratos. A casca possui os
maiores teores de fibra (bruta e alimentar), lipideos, cinzas e proteinas, e a polpa apresenta maior acidez,
menor pH e maiores teores de sdlidos soluveist™l. Atualmente, a fibra alimentar € considerada um
componente funcional, pois tem diversas fungdes importantes no organismo. Relaciona-se dietas ricas em
fiboras com a menor incidéncia de diabetes, pressdo arterial e menor nivel de colesterol, além de

desempenharem um papel nas atividades hipoglicemiante e hipocolesterolémical'sl,

Disfung¢des e danos hepaticos podem acontecer em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 nao controlado,
0 mecanismo de resisténcia a insulina no DM leva ao aumento da peroxidagao lipidica, diminuicdo da
oxidagcéo de carboidratos e acimulo de gordura nos hepatécitos. Com isso, pode haver o surgimento de
hepatopatia e consequente elevagdo de enzimas hepaticas como ALT, ASTIE, Danos renais (mostrados
nos niveis de creatinina), também sao complicagdes comuns, advindas das oscilagdes do diabetes mellitus.
Aqui sdo demonstradas tais alteragdes (FIGURAS 5, 6 e 7), o tratamento com Lichi chinensis ndo promoveu
uma melhora significativa em estabilizar os niveis normais destes biomarcadores, mas também nao

apresentaram niveis hepatotoxicos e nem danos renais aos ratos com DM.

FIGURA 5: Efeito do extrato etandlico da casca e polpa de Lichi chinensis sobre os niveis séricos de AST em ratos com
diabetes mellitus 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 6: Efeito do extrato etandlico da casca e polpa de Lichi chinensis sobre os niveis séricos de ALT em ratos com
diabetes mellitus 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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FIGURA 7: Efeito do extrato etandlico da casca e polpa de Lichi chinensis sobre os niveis séricos de creatinina em ratos
com diabetes mellitus 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).

Andlises Histolégicas

Pancreas

A histologia do pancreas dos animais apresentou-se organizada em ilhotas e acinos, com suas células
centroacinosas e granulos de zimogénio. Os ratos ndo diabéticos apresentaram parénquima dentro dos
limites da normalidade (FIGURA 8A). Os animais diabéticos sem tratamento apresentaram edema, de leve
a moderado, no parénquima pancreatico (FIGURA 9A), alteragdo que se manteve nos animais que fizeram
tratamento com casca (FIGURA 10A). Dos ratos que tratados com polpa, um deles apresentou reducéo do
edema e epitélio praticamente normal (FIGURA 11A), enquanto os outros (n=2) mantiveram o mesmo

edema apresentado pelos demais ratos diabéticos.
Figado

Os hepatdcitos estdo organizados em placas interconectadas, radialmente dispostos no lébulo hepatico. O
espago entre essas placas contém capilares, chamadas de sinusdides hepaticos, que sdo vasos
irregularmente dilatados compostos por uma camada descontinua de células endoteliais fenestradas. Os

macroéfagos, denominados células de Kupffer, também estédo presentes nos sinusdides.

A analise das amostras hepaticas dos animais sem diabetes apresentaram a histologia do figado integra
(FIGURA 8B) sendo que, dos animais avaliados, apenas um deles apresentava um leve edema, dentro dos
limites da normalidade. Ao se avaliar os animais com diabetes sem tratamento, foi observado edema
consideravel, de moderado a intenso, em todos os casos estudados, sem outras alteragées morfoldgicas
(FIGURA 9B). Os ratos diabéticos tratados com casca também apresentaram alguma melhora do padréao
morfoldgico hepético, sendo que dois deles também evidenciaram apenas um edema leve (FIGURA 10B).
Dos ratos tratados com polpa, apenas um deles mostrou melhora na morfologia hepatica, e apresentou

apenas edema leve (FIGURA 11B). Os demais (n=2) apresentaram edema mais intenso.
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Coragao

Constituido pelas 3 tunicas, endocardio, miocardio e pericardio, com presenca de endotélio no endocardio
e arranjo variado em miocardio. O mesotélio presente reveste o coragdo externamente e todas essas
estruturas sdo permeadas por vasos coronarianos que fazem a nutricdo do musculo. Todas as amostras
de coragdo sejam de animais ndo diabéticos ou diabéticos, tratados ou ndo, ndo apresentaram alteragdes
morfolégicas na histologia (FIGURA 8C, 9C, 10C e 11C).

Rins

Os rins estavam divididos em zona medular e zona cortical com os tubulos uriniferos constituidos por néfrons

e tubulos coletores, que se reunem para formar a pelve renal, de onde a urina é drenada para os ureteres.

Os ratos sem diabetes apresentaram rim com morfologia dentro dos limites da normalidade (FIGURA 8D).
Ja as amostras de ratos acometidos por diabetes apresentavam necrose tubular aguda de moderada a leve
em todos os espécimes (FIGURA 9D); e esse padrdo ndo apresentou melhora com nenhum dos
tratamentos realizados (FIGURA 10D, FIGURA 11D).

FIGURA 8: Histologia dos tecidos de ratos sem diabetes mellitus tipo 1.

Y

Legenda: (A) Pancreas: Parénquima pancreatico dentro dos limites da normalidade. (B) Figado: dentro dos limites da
normalidade. (C) Coragéo: Dentro dos limites da normalidade. (D) Rim: Tubulos e glomérulos dentro dos limites da
normalidade.
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Legenda: (A) Pancreas: Area com parénquima pancreatico apresentando edema celular leve a moderado em acinos
(assinalado com estrela. (B) Figado: Areas com parénquima hepatico, apresentando edema de moderado a grave em
pacientes diabéticos néo tratados (assinalado com estrela). (C) Coragdo: dentro dos limites da normalidade. (D) Rim:
Tubulos apresentando necrose tubular aguda leve (vide marcagédo com estrela).

FIGURA 10: Histologia dos tecidos de ratos com diabetes mellitus tipo 1 tratados com casca de Lichia.

Legenda: (A) Pancreas: area com parénquima pancreatico apresentando edema celular leve a moderado em &cinos
(assinalado com estrela). (B) Figado: areas com parénquima hepatico apresentado edema celular leve em hepatdcitos
(assinalado com estrela) evidenciando melhora do padrdo do edema. (C) Coragéo: dentro dos limites da normalidade.
(D) Rim: tubulos apresentando necrose tubular aguda leve (vide marcagdo com estrela).
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FIGURA 11: Histologia dos tecidos de ratos com diabetes mellitus tipo 1 tratados com polpa de Lichia.

i I -

Legenda: (A) Pancreas: parénquima pancreatico dentro dos limites de normalidade. (B) Figado: areas com parénquima
hepatico apresentado edema celular leve em hepatdcitos (assinalado com estrela) evidenciando melhora do padrao do
edema. (C) Coragéo: dentro dos limites da normalidade. (D) Rim: tubulos apresentando necrose tubular aguda leve (vide
marcagao com estrela).

Foi feita a anlise histopatoldgica e imunohistoquimica do figado de ratos Wistar '), nao sendo encontradas
referéncias que pudessem embasar uma discussdo plausivel, o que abre a oportunidade para novas
pesquisas seguindo a mesma linha. Segundo Boopat et al.l'/l, efeitos hepatoprotetores poderiam ser

explicados pelas propriedades antioxidantes de lichia.

Sao notdrios os efeitos benéficos do extrato etandlico da casca e polpa da Litchi chinensis, amenizando os
efeitos hiperglicemiantes do diabetes mellitus tipo 1 e suas complicagdes, em ratos Wistar, cuja dose
administrada oralmente, para a promogao de tais efeitos foi de 300 mg/kg/dia. As qualidades multiplas
encontradas nesse fruto, tais como, possuir baixa caloria, reduzir o LDL, sua ag¢&o anti-inflamatéria e suas
propriedades antioxidantes, fazem da Litchi chinensis um excelente alvo de novos modelos terapéuticos. E
indispensavel que haja outros estudos, e que esses possam investigar os potenciais terapéuticos e
fitoterapicos do fruto em questdo, bem como o isolamento de compostos que apresentem efeitos sobre o

diabetes mellitus, havendo uma maior atengao sobre a seguranga quanto ao uso em humanos.

Conclusao

A patogenicidade multifatorial do diabetes mellitus requer uma abordagem terapéutica baseada em
diferentes agentes para atuar nas diversas caracteristicas da doenga e nos seus diferentes estagios de
evolugédo. No presente estudo, usando um modelo experimental de ratos com diabetes mellitus tipo 1,
demonstrou-se um efeito benéfico e hipoglicemiante advindos do extrato da casca da Litchi chinensis,
assim como foram expressivas as agdes da casca e polpa em prevenir tipicas alteragées nos niveis de
lipideos, gracas a reducdo das taxas de triglicerideos e colesterol. E crucial que seja estudado mais
detalhadamente em outros modelos experimentais, visando elucidar os efeitos adicionais que possam vir a
colaborar com nossos achados. Portanto, pode-se concluir que substancias naturais com atividades
hiperglicemiantes e hipolipemiantes, presentes na Litchi chinensis, tém potencial terapéutico na prevencao

e no tratamento das complicagbes do diabetes mellitus.
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Resumo

O uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica é crescente na medicina popular. A espécie
Miconia albicans, popularmente conhecida como canela de velho, esta sendo consumida em varias regioes
do pais, por apresentar agao anti-inflamatéria. Este trabalho avaliou os constituintes fendlicos e a qualidade
de cinco amostras de chas de M. albicans, adquiridos em ambientes comerciais da cidade de Jaragua do
Sul. Comparou-se informagdes de seus rétulos e determinou-se a presenca de matérias estranhas, de
microrganismos, o teor de umidade e de cinzas totais. A caracterizacdo de compostos fendlicos das
amostras foi realizada através HPLC-LC-ESI-MS/MS. A toxicidade foi avaliada com larvas de Arftemia
salina. Algumas amostras apresentaram irregularidades no que tange as especificagdes de rétulos das
embalagens. Os resultados de controle de qualidade da matéria-prima vegetal demonstraram estar em
conformidade com as especificagdes descritas na Farmacopeia Brasileira. Foi observado o mesmo padréo
de compostos fendlicos nas cinco amostras, assim como o perfil fitoquimico condizente com a espécie em
estudo, Miconia albicas. As amostras sdo potencialmente citotéxicas, tendo uma DLso menor que 1000
ug/mL. Portanto, sugere-se que sejam realizados estudos adicionais dos beneficios farmacoldgicos e
efeitos toxicologicos da espécie visando maior seguranga aos usuarios.

Palavras-chave: Analise fitoquimica. Cha. Artemia salina. Cromatografia.
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Abstract

The use of medicinal plants as a therapeutic alternative is growing in society. The species Miconia albicans,
popularly known as old cinnamon, is being consumed in several regions of the country, as it has anti-
inflammatory action. This work evaluated the volatile constituents and the quality of five samples of M.
albicans teas, acquired in commercial environments in the city of Jaragua do Sul. The information on their
labels were compared and the presence of foreign matter, microorganisms, moisture content, and total ash
were determined. The characterization of phenolic compounds in the samples was performed using HPLC-
LC-ESI-MS / MS. Toxicity was assessed with Artemia salina larvae. Some samples showed irregularities
regarding the specifications of packaging labels. The results of quality control of the vegetable raw material
have shown to be in accordance with the specifications described in the Brazilian Pharmacopeia. The
phenolic compounds analysis of five samples, as well as the phytochemical profile consistent with the
species under study. The analyzed samples are potentially cytotoxic, which makes the species promising

for future studies in the cancer’s treatment.

Keywords: Phytochemical analysis. Tea. Artemia salina. Chromatography.

Introducgao

Usado a aproximadamente 3000 a.C., o cha é uma bebida antiga, popular, consumida por mais de dois
tergcos da populagdo mundial, com imensa importancia cultural, medicinal e econémicall. A ingestéo e a
producao tendem a crescer, podendo atingir, em 2027, uma taxa de producdo de aproximadamente 3,6

milhdes de toneladas de cha verdel.

Apesar do uso de plantas com fins terapéuticos ser considerado rotineiro em muitas regides do Brasil, varias
espécies vegetais além de apresentarem efeitos benéficos a saude do consumidor, podem apresentar
efeitos adversos ao organismo, como carcinogénese e hepatotoxicidade, dependendo das substancias e/ou

elementos presentes na matéria prima vegetall®-2,

Miconia albicans € uma espécie arborea, pertence a familia Melatomataceae e esta distribuida em regides
tropicais, muito abundante na flora brasileira principalmente no cerrado®7. Nativa do Brasil, conhecida
popularmente como Canela-de-velho, as folhas sdo usualmente utilizadas em forma de cha, através da
infus&o, para alivio de sintomas de artrite, dores reumaticas e articulares(l. Algumas atividades biologicas
para a espécie ja foram reportadas como analgésica, anti-inflamatéria, antioxidante, antidiabético e
antimicrobiana e efeito protetor mutagénicol®4l, Estudos também caracterizaram a presenga de metabdlitos

secundarios, tais como polifendis, triterpenos e esterdis®11:12],

Embora os estudos apresentados tenham grande relevancia, ndo garantem a qualidade da matéria prima
vegetal comercializada, que pode variar por fatores como clima, cultivo, colheita, processamento, tempo e
condigdes de armazenamento. E de grande importancia controlar a qualidade dos chas comercializados e

consequentemente garantir um produto padronizado e de uso seguro a saude do consumidorl®,

Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar os compostos fendlicos de cinco amostras de cha, comercializado
na cidade de Jaragua do Sul - SC, e comparar esses compostos com um extrato de uma amostra in natura.

Adicionalmente, realizou-se a caracterizagao fisico-quimica das amostras e avaliagao de toxicidade.
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Material e Métodos

Obtencédo do material vegetal

Foram adquiridas comercialmente 10 embalagens de cha de M. albicans, de cinco marcas diferentes,
correspondendo a aproximadamente 90 g de cada marca. As amostras foram compradas em diferentes
estabelecimentos comerciais na cidade de Jaragua do Sul, Santa Catarina, no més de julho de 2018. Trés
marcas foram adquiridas em farmacias, uma marca em loja de produtos naturais e uma marca no mercado.
As amostras foram examinadas visualmente quanto a integridade das embalagens e a natureza da amostra

nelas contidas!€l.

Cerca de 500 g de M. albicans in natura foi coletada na cidade de Taié, Santa Catarina, em outubro de
2018, que serviu como comparativo entre as amostras de cha. A planta foi devidamente identificada pelo

botanico Jean Mary Facchini professor de botanica no municipio de Jaraguéa do Sul.
Analise de rétulos

As conformidades dos rétulos das cinco marcas de chas foram realizadas de forma visual e os dados obtidos
foram comparados com a legislagéo em vigor (RDC N° 360, de 23 de dezembro de 2003, Portaria n°® 519,
de 26 de junho de 1998, RDC N° 259, de 20 de setembro de 2002 e RDC N° 277, de 22 de setembro de
2005), correlacionadas com a comercializagdo desta classe de produtol'”2d. A analise consistiu de 12
critérios: nome comum; nome cientifico; parte da planta utilizada; lista de ingredientes; denominagéo de
venda do alimento; identificacdo de origem; razdo social; endereco do fabricante; lote; prazo de validade;

instrugdes de preparo; conteudos liquidos.
Caracteristicas organolépticas

As amostras foram avaliadas quanto a caracteristicas organolépticas de coloragéo e aroma. Com relagéo
a coloragdo, as amostras foram examinadas a luz do dia e a olho nu. Para a avaliagdo do aroma, uma
porcdo da amostra foi analisada em placa de Petri, onde foi inalada lenta e repetidamente. Os resultados

obtidos pelos autores foram expressos com a intensidade e sensagéo aromaticall€l,
Analise de material estranho

O material em estudo foi analisado seguindo metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira para analise
de drogas vegetais. As amostras de cha foram homogeneizadas, separadas por quarteamento
manualmente a olho nu e pesadas 5g de cada amostra na balanga semi-analitica da marca Exacta®. Em
seguida, com o auxilio de uma lupa estereoscopica e uma pinga, cada amostra de forma individual, foi
avaliada quanto a presencga de constituintes estranhos (adulterantes ou contaminantes) ou outras partes da
planta, como raizes. O material separado foi identificado, pesado e tiveram sua porcentagem calculada com
base no peso da amostra submetida ao ensaio, para comparagdo com os limites estabelecidos pela

Farmacopeia Brasileirall€l,

Determinagao do teor de umidade

Para a determinagdo do teor de umidade foi utilizado o método gravimétrico (dessecagao). Foram pesados

2 g de cada amostra em pesa-filtro, previamente dessecado na estufa a 105°C durante 30 minutos e tarado.
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Deixou-se a amostra a 105°C na estufa (DeLeo®) durante 4 horas. Esfriou-se a amostra em dessecador até
temperatura ambiente. Pesou-se a amostra e repetiu-se a operacgéo até peso constante. A porcentagem de
perda por dessecacgao foi calculada usando a férmula descrita na Farmacopeia Brasileira. O ensaio foi

realizado em triplicata e os resultados comparados com os limites de teor de umidade vigentes[®l,
Determinacgao do teor de cinzas

Pesou-se 3 g de cada amostra e transferiu-se para o cadinho previamente pesado. As amostras foram
distribuidas uniformemente no cadinho e incineradas, aumentando a temperatura gradativamente até que
todo o carvao fosse eliminado da mufla (LGI Scientific®). Apos, o resfriamento dos cadinhos em dessecador
por 40 minutos, os mesmos foram pesados até a obtencao de pesos constantes. A analise foi executada

em triplicata e a porcentagem de cinzas totais foi calculada em relag&o 4 massa da amostra vegetall9,
Metodologia de extragao

O método selecionado para extragéo foi infusdo. Em um béquer de 250 mL, previamente pesado (Exacta®),
transferiu-se 4 g das amostras e da planta in natura. Foram adicionados 100 mL de agua fervente sobre o
material vegetal e, em seguida, tampou-se o recipiente por 15 minutos. Os extratos foram filtrados e
secados com o auxilio de uma chapa de aquecimento a 60°C. O conteudo obtido foi pesado e calculou-se
a porcentagem de materiais extraidos em mg/g de material seco. O material obtido foi acondicionado a 5°C

armazenado em recipiente de vidro ambar.

Analise do pH

Para analise do pH foi utilizado o pHmetro de bancada modelo pHB-500, previamente calibrado.
Analise perfil cromatografico

O perfil fitoquimico dos extratos fluidos das amostras de chas e da planta in natura, obtidos pelo método de
infusdo, foram analisados de forma qualitativa, através de cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando-se cromato placas de silica gel da marca ALUGRAM® XTRA SIL G e acetato de etila, acido
formico, acido acético e agua (100:11:11:26) como fase mdvel2l. As placas foram analisadas em luz UV
da marca Vhtex® com comprimento de onda de A = 254 e 365 nm. Em seguida, as cromatografias foram
reveladas com dois sistemas reveladores: reagente NP/PEG (difenilboriloxietilamina 1,0% em metanol,
seguida de solugdo de polietilenoglicol 4000 5,0% em etanol) e anisaldeido sulfuricol2l. Um padrao de

quercetina (Merck) foi aplicado juntamente na cromatografia.
Identificagao de compostos fenélicos por HPLC-LC-ESI- MS/MS.

A analise HPLC-ESI-MS/MS foi realizada com a utilizagdo dos pardmetros de pré-tratamento da amostra,
cromatografia e espectrometro de massa previamente descritos por Siebert et al.22l. O eluente foi formado
por mistura de solventes A (MeOH/H20 em relagdo de 95:5, v v') e B (H20 / acido formico 0,1%) da seguinte
forma: 12 fase - 10% de solvente A e 90% de B (modo isocratico) durante 5 min; 2° estagio - gradiente linear
de solventes A e B (de 10 a 90% de A) durante 2 min; 3° estdgio - 90% de solvente A e 10% de B (modo
isocratico) durante 3 min; 4° estagio - gradiente linear de solventes A e B (de 90 a 10% de A) por 7 min com

um caudal de 250 uL min-! de fase mével. Em todas as analises, o volume injetado foi de 5 uL.
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O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido Agilent® 1200 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA),
com fonte de ionizagdo TurbolonSpray® acoplada a um espectrdmetro de massas hibrido triplo
quadrupolo/ion-trap linear Qtrap® 3200 (Applied Biosystems/MDS SCIEX, EUA) utilizando fonte de
ionizagéo por eletronebulizagdo, em modo negativo de ionizagdo, com as seguintes parametros: interface
ion-spray a 400°C; tensao ion-spray de 4500 V; curtain gas, 10 psi; gas de nebulizagéo, 45 psi; gas auxiliar,
45 psi; e gas de colisdo, médio. Os pares de ions foram monitorados no modo de monitoramento de reagbes
multiplas (MRM). No equipamento utilizou-se coluna Phenomenex® Synergi 4 u Polar-RP 80A (150 mm x 2
mm, tamanho de particula de 4 ym) mantida a 30°C. O software Analyst® (versdo 1.5.1) foi utilizado para o

registro e tratamento de dados.

Para a identificagdo e quantificagdo dos compostos, 46 compostos fendlicos padrdao (acido 4-
aminobenzéico, acido 4-hidroximetilbenzoico, apigenina, aromadendrino, acido cafeico, carnosol,
catequina, acido clorogénico, crisina, acido cindmico, coniferaldeido, acido ellagico, epicatequina,
epigalocatequina, galato de epigalocatequina, eriodictilol, acido ferulico, fustin, galangina, acido galico,
hispudulina, isoquercetina, kaempferol, acido mandélico, acido metoxifenilacético, miricitrina, naringerina,
naringina, &cido p-anisico, acido p-coumarico, pinocembrina, acido protocatequico, A quercetina, o
resveratrol, o acido rosmarinico, a rutina, o acido salicilico, a scopoletin, o sinapaldeido, o acido sinapico, o
siringaldeido, o acido siringico, a taxifolina, a umbeliferona, o acido vanilico e a vanilina) dissolvidos em

metanol (0,06 a 6 mg/L) foram analisados nas mesmas condi¢des descritas acima.

As amostras das fragdes foram preparadas por dissolugdo de 50 mg do material em 5 mL de solugéo de
acido cloridrico a pH 2. Estes 5 mL foram extraidos trés vezes com 2 mL de éter etilico cada um, que foram
combinados. Depois de secar o extrato combinado, foi armazenado selado a -20°C. Para realizar a analise,

o material seco foi dissolvido em 1 mL de MeOH e centrifugado a 12.000 rpm durante 120 segundos.
Avaliacao da toxicidade usando larvas de Artemia salina

A avaliagao da toxicidade dos extratos obtidos das amostras de chas de M. albicans e do extrato da planta
in natura foi através de bioensaios de letalidade da Artemia salina. A metodologia utilizada foi a descrita por
Meyer et al.l28] com algumas modificagbes. Os extratos seco (20,0 mg) foram diluidos em 2,0 mL de agua
destilada. As larvas de A. salina foram cultivadas, tendo como meio de cultivo agua salgada artificial (38,0
g de sal marinho/L de agua). Nos ensaios utilizou-se larvas 24h ap6s a eclosdo, em fase nauplio. O ensaio
foi realizado em placas de 24 pogos, a cada poco foi adicionado ente 8 a 10 larvas de A. salina contendo
400 L de mar artificial e a solugdo da substancia a ser testada em quatro diferentes concentracdes (ppm),
sendo o primeiro pogo de 2000ppm, o segundo 400ppm, a terceira 80ppm e a ultima concentragédo 16ppm.

Cada concentragao foi avaliada em triplicata.

Como controle negativo utilizou-se uma solugédo salina e dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo de
0,01% e como controle positivo solu¢cdo de 10 pg/mL de K2Cr207 (dicromato de potéssio) (DLso = 20 — 40
ppm). Apos 24 horas contou-se a quantidade de larvas vivas e mortas para determinagao da DLso de acordo

com o método estatistico de Probitos utilizando o programa Excel 20072".
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Resultados e Discussao

Cinco amostras de chas de M. albicans foram adquiridas em ambientes comerciais de Jaragua do Sul-SC
e designadas como: amostra 1 (A1), amostra 2 (A2), amostra 3 (A3), amostra 4 (A4) e amostra 5 (A5). Os
rétulos foram avaliados quanto o disposto nas legislagdes nacionais (RDC N° 360, de 23 de dezembro de
2003, Portaria n® 519, de 26 de junho de 1998, RDC N° 259, de 20 de setembro de 2002 e RDC N° 277, de
22 de setembro de 2005) e os itens avaliados sumarizados na TABELA 101729, Os rétulos devem constar
designados "Cha", seguido do nome comum da espécie vegetal utilizada, partes utilizadas, apresentar ou
ndo denominagdes consagradas pelo uso, podendo ser acrescido do processo de obtengédo e/ou
caracteristica especifica, denominagdo de venda do alimento, lista de ingredientes, contetdos liquidos,
identificagdo da origem, nome ou razdo social e enderego, identificacdo do lote, prazo de validade,

instrugdes sobre o preparo e uso do alimentol'7-24,

TABELA 1: Resultados obtidos com a andlise dos rotulos das amostras (A1-A5) de cha de M. albicans!'2,

Amostras A1 A A3 A4 A5

Nome comum + + + + +
Parte da planta utilizada + + - + -
Lista de ingredientes + + + + +
Denominagao de venda do alimento + + + + +
Identificag@o de origem + + + + +
Razao social + + + + +
Endereco do fabricante + + + + +
Lote + + + + +

Prazo de validade + + + + +
Instrugdes de preparo + + + - -
Conteudos liquidos + + + + +

Legenda: + (positivo): informagéo presente; - (negativo): informacao ausente.

Através dos resultados obtidos com a analise visual dos rétulos das amostras com base no disposto na
RDC n° 259 de 20 de setembro de 2002 (TABELA 1), observou-se que as amostras 3, 4 e 5 estavam em
desacordo com a legislagao vigente. As amostras 3 e 5 ndo possuem informagdes sobre qual parte da
planta foi utilizada. A amostra 5 ndo apresentou o0 modo de preparo do cha e a amostra 4 ndo continha
descrito de forma clara as informagdes sobre 0 modo de preparo do cha. Estas informagdes sao obrigatérias
conforme determina a RDC n° 259 de 20 de setembro de 2002, a qual orienta o usuario a quantidade correta
a ser usada, evitando erro de dosagens ou possivel intoxicagaol'd. Foi verificado que para amostra 1, as
informagdes sobre o0 modo de preparo e qual parte da planta foi utilizada no preparo do produto
comercializado o cha, foram adicionadas por meio de um adesivo em cima do rétulo original. Fato esse que
ndo garante uma informagao confiavel, por ndo fazer parte da embalagem original e por ndo conter

identificagdo de quem o adicionoul™8,

A andlise sensorial foi realizada nas cinco amostras de cha de M. albicans. Apesar da Farmacopeia
Brasileira ndo descrever as caracteristicas organolépticas para a espécie em estudo, as amostras foram

comparadas com o extrato da planta in natura e apresentaram odor e intensidade semelhante.
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A porcentagem permitida de material estranho é de até 2% em drogas vegetais!'®l. De acordo com a analise
macroscoépica realizada nas cinco amostras de cha de M. albicans, estas estdo isentas de fungos, insetos
e outras contaminagdes, estando os valores (A1: 0,5%; A2:0,3%; A3:0,7%; A4:0,2%; A5 0,3%) para esse

ensaio em conformidade com os limites preconizados pela farmacopeia.

O teor de umidade é um fator muito importante para avaliar a qualidade do processo de fabrica¢do do cha.
Valores acima do permitido favorecem a proliferagdo de microrganismos, possibilita a acdo de enzimas e
decorrente degradagao dos metabolitos secundarios24. Conforme a TABELA 2, os resultados encontrados
estao entre 4,44% a 6,65%, valores adequados com o estipulado para algumas espécies na Farmacopeia

Brasileira, valores inferiores a 14 %2216,

TABELA 2: Resultados para o teste do teor de cinzas e teor de umidade em amostras de cha de M. albicans.

Amostras Teor de Cinzas (%) Teor de Umidade (%)
1 4,77 £ 0,477 5,29 + 0,226
2 6,77 £ 0,233 5,39 + 0,575
3 3,76 £ 0,720 4,60 + 0,134
4 6,90 + 2,690 6,65 + 0,555
5 3,42 £ 0,409 4,44 + 0,620

A determinacgao do teor de cinzas € uma analise que permite verificar a presenca de impurezas inorganicas
nao volateis, como metais pesados e alguns minerais como, por exemplo, o calcio e o potassio, que podem
estar presentes como contaminantes em materiais vegetais'®. A analise foi realizada com as cinco
amostras de chd e os valores encontrados estdo entre 3,42% a 6,90% (TABELA 2). Embora haja
divergéncia nos valores encontrados entre as amostras, ainda ndo existem especificagdes para o cha de

M. albicans, o que sugere mais estudos para padronizagédo deste procedimento analitico para essa espécie.

Dentre as diferentes metodologias para preparacdes de extratos de material vegetal, destaca-se o método
de infus&o para a obteng&o de chas, utilizando o material vegetal dessecadol23. A eficiéncia de extragéo,
através do método de infuséo, para as amostras de M. abicans comerciais (amostra 1-5) e amostra 6 (planta

in natura) e respectivo pH dos extratos foram determinados e podem ser observados na TABELA 3.

TABELA 3: Eficiéncia de extragédo e pH das amostras de M. albicans.

Extrato Fluido Substancias Extraidas (%) pH
Amostra 1 5,8% 4,70
Amostra 2 8,1% 4,09
Amostra 3 5,9% 4,86
Amostra 4 3,55% 4,25
Amostra 5 5,7% 4,63
Amostra 6! 5,15% 4,98

1: Amostra 6: extrato planta in natura planta.

Os resultados obtidos indicaram uma maior eficiéncia na quantidade de substancias extraidas para a
amostra 2. As amostras 1, 3 e a planta in natura obtiveram rendimentos semelhantes para a quantidade de
substancias extraidas, ja a amostra 4 teve o menor rendimento dentre as amostras analisadas. A variagao

de resultados obtidos pode estar relacionada com a sazonalidade da colheita do material vegetal, pela
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hegemonia do material vegetal utilizado na hora da infusao, visto a utilizagado de partes aéreas (folhas e
galhos) e pelo modo de preparo da amostral2827, O valor de pH é convencionalmente usado para determinar
a concentragdo de ion hidrogénio da solugdol’l. Os resultados obtidos para a analise do pH na TABELA
3 mostram que os extratos de M. albicans analisados estdo entre 4,09 e 4,9. Os valores encontrados sao

considerados acidos, possivelmente associados com a presenca de acidos fendlicos da espéciel@11],

O perfil fitoquimico qualitativo dos extratos fluidos de M. albicans analisado por CCD, mostrou sob a luz UV
a A = 365 nm a presenga de compostos com extingdo de fluorescéncia (FIGURA 1A). Adicionalmente,
percebeu-se que os perfis cromatograficos dos extratos de chas comercialmente adquiridos séo
semelhantes ao encontrado para o extrato da planta in natura utilizado como padrdo, indicando

possivelmente se tratar da mesma espécie.

FIGURA 1: Resultados obtidos com analise cromatografica das amostras 1-6 observadas sob a luz UV A = 365 nm (A)
e apos revelagdo com anisaldeido sulfurico no visivel (B).

2 3L EES

Com o intuito de verificar nas amostras em estudo a presencga de classes metabdlicas secundarias como
triterpenos e flavonoides, as placas foram reveladas com reagentes quimicos anisaldeido sulfarico
(FIGURA 1B) e reagente NP/PEG (FIGURA 2B), respectivamente. A CCD revelada com anisaldeido
sulfurico quando analisada no visivel, apresentou manchas de coloragéo violeta indicando possivelmente a

presenca de terpenos nas amostras, como descrito na literatura de Lima et al. [12.28],

FIGURA 2: Analise cromatografica dos extratos de M. albicans e padrao quercetina observadas sob a luz UV A = 365 nm
(A) e revelado com reagente natura (B).

Padrio
Quercetina

N&o foi possivel detectar de forma visual na analise através de CCD, revelada com reagente NP/PEG e
observada no visivel a presenga de flavonoides, como quercetina, em nenhum dos extratos analisados21.
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Porém, nas amostras 1, 4 e 6 quando analisadas por HPLC-LC-ESI-MS/MS foi identificada a presencga de

quercetina, mesmo que em baixas concentracbes (TABELA 4).

TABELA 4: Compostos fenolicos identificados nas amostras de chas comerciais (A1-A5) e extrato da planta in natura (A6).

Composto tR (min) Massa explt\-I:I:rsns:ntal MS/MS A1 A2 A3 Ad AS -

calculada [M — H (m/z) (ng/g) | (ngl/g) | (ng/g) | (ng/g) | (Hg/9) | (Mg/g)

Acido salicilico 10,89 138,12 136,94 93,00 0,0014 | 0,0012 | 0,0001 | 0,0043 | 0,0053 -

Acido p-anisico 11.34 152,15 136.9 91.1 - T - T - -

_ Acidod- 8.84 153,12 150.899 104.20 T . T -
hidroximetilbenzoico

Protocatecuico 8,01 151,75 152,92 109,00 | 0,1893 | 0,3270 | 0,2818 | 1,4400 | 0,8947 | 0,1357

Galangina 13,44 270,24 268.811 59.900 - T - - - -
Acido elagico 11,84 302,19 300,95 145,00 | 0,7462 | 0,3087 | 0,5521 | 0,3168 | 0,7262 | 0,4901
Quercetina 11,81 302,23 300,96 151,00 T - - T - 0,0060
Acido Galico 3,75 170,12 168,90 125,00 | 0,2323 | 0,3319 | 0,3644 | 1,1037 | 0,9845 | 1,9617

Acido Siringico 10.01 198,02 196.862 119.60 T T T- 0,1874 T -

1: AB: extrato planta in natura planta (A6). T: Tracos

Dos 45 compostos fendlicos utilizados como padrao na analise, nove compostos foram identificados nos
extratos (acido salicilico, acido p-anisico, acido 4-hidroximetilbenzoico, acido protocatecuico, galangina,
acido elagico, quercetina, acido galico, acido siringico). Os compostos identificados em todas as amostras
foram protocatecuico, acido elagico e acido galico. Embora todas as amostras de chas comerciais tenham
apresentado acido salicilico, no extrato da amostra 6 (A6) o mesmo néo foi observado. As plantas cultivadas
em camaras de crescimento como possivelmente acontece com as amostras comerciais, sdo cultivadas em
condi¢des normais de protecdo o que pode favorecer a expressao dos genes envolvidos na biossintese do
composto fendlico, assim como, a variagao controlada da irrigagao pode induzir a adaptagéo da planta, o
que favorece a produgéo de metabolitos secundarios como o caso do acido salicilico2d. Ademais, fatores
abidticos (influéncia ambiental) e bidticos (predadores herbais) podem causar variagdes no acumulo ou

biogénese de metabdlitos secundarios2Y,

Outro resultado importante de ser ressaltado é que o acido galico e o acido protocatecuico estdo sendo
aqui reportados pela primeira vez para essa espécie. A baixa concentragdo de compostos fendlicos
extraidos e identificados nas amostras pode ser explicada possivelmente por influéncia de fatores
ambientais e idade da plantal’®28:31 mas o perfil semelhante dos compostos caracterizados corrobora com
os resultados encontrados na analise qualitativa através de CCD, em que possivelmente as amostras sejam

da mesma espécie.

O teste de letalidade de A. salina, micro crustaceo encontrado em aguas salgadas e pertence a ordem
Anostraca, € um método rapido, simples, pratico e de baixo custo (ndo requer técnicas assépticas) e permite
que um grande numero de amostras seja testado, sendo uma ferramenta Util para prever a toxicidade aguda
oral em extratos de plantas2332. Através da analise dos resultados, os compostos podem ser considerados
quando associados a letalidade com a atividade citotdxica frente algumas linhagens tumorais: ndo téxicos
(DLso >1.000 pg/mL), muito ativos (DLso < 100 pg/mL) e com atividade moderada (DLso entre 100 e 900
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pg/mL) B3l As amostras de M. albicans apresentam uma possivel agdo citotoxica, pois os ensaios indicam
uma DLso abaixo de 1000 ug/mL (TABELA 5). A amostra 6 e a amostra 5 apresentaram atividade moderada

DLso 113,8 yg/mLe DLso = 126,9 pg/mL, respectivamente..

TABELA 5: Resultados de DLs; dos extratos das amostras (1-6) de M. albicans em ensaio com larvas de A. salina.

Amostras DLso ' pg/mL
A1 122,5 £ 0,521
A2 125,1 £ 0,520
A3 119,7 £ 0,589
A4 123,4 £ 0,784
A5 126,9 + 0,342
AB? 113,8 £ 0,352
K2Cr,0;3 21,98 £ 0,156

1. DLso dose letal mediana. 2. AB: extrato planta in natura. 3. Controle positivo.

Conclusao

Os resultados obtidos indicam que, embora as amostras analisadas estejam de acordo com a Farmacopeia
Brasileira, no que tange a analise fisico-quimica, encontra-se uma falta de padronizagdo dos rétulos das
amostras analisadas, o que sugere uma melhor fiscalizagdo na elaboragdo dos mesmos, visando maior
seguranca dos usuarios deste cha comercial. Também foi verificado o mesmo padrdo de compostos
fendlicos nas cinco amostras (A1-A5) analisadas, assim como o perfil fitoquimico condizente com a espécie
em estudo, Miconia albicans. O bioensaio com microcrustaceo, A. salina, indicou um potencial citotéxico
moderado para as amostras avaliadas (A1-A6), o que torna a espécie promissora futuros estudos para o

tratamento do cancer.
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Abstract

Oseltamivir phosphate (OSP), marketed under the brand name of Tamiflu®, is a potent inhibitor of viral
neuraminidase, a glycoside hydrolase enzyme essential for viral replication. OSP is also important to control
influenza virus (H1N1) and is produced mainly from shikimic acid (SA) extracted from plants. The main
source of SA is from seeds of I. verum. Alternatives to meet the worldwide demand are necessary. One of
this is Cryptomeria japonica. In this study, we found a content of 56.36 mg.kg™! of SA in dried biomass for C.
japonica, while for I.verum, the traditional source, was 96.57 mg.kg™". Due to the fact of C. japonica is a tree,

exploited for commercial production, it can be a renewable and reliable source SA for OSP production.

Keywords: Influenza. Tamiflu. Oseltamivir phosphate. Neuraminidase.

Introduction

There are four main influenza virus species: A, B, C and D. Type A viruses are known to infect a wide variety
of birds and mammals, while the other species have more restricted host rangest. Occasionally the world
suffers influenza pandemics like Spanish flu in 1918, Asian flu in 1957 and Hong Kong flu in 196812, The first
influenza pandemic A (H1N1) of the 215t century lasted 14 months from June 2009 to August 201012, Avian
influenza H5N1, originated in poultry in Hong Kong in 1997, is also a major concern worldwide with a lethality

rate over 50%El.

Shikimic acid (SA), [(3R,4S,5R)-3,4,5-trihydroxycyclohex-1-ene-1-carboxylic acid)] is a major intermediate
in the biosynthesis of essential amino acids important for plant survivall4l. A large number of plant metabolites
depend on SA via the shikimate pathway, found in many tissues of a variety of plants, depending on the age
and growth stage of the plants. SA content is higher in stages where the metabolic process rates are high

as in intensive growth according to the organ of plants!l.

Neuramidases are glycoside hydrolase enzymes that cleave the glycosidic bonds of neuraminic acid
essential for viral replication®. Oseltamivir phosphate (OSP) is a potent inhibitor of viral neuraminidase
developed in 1996 by a Californian-based pharmaceutical company® and launched in 1999 by the
pharmaceutical company Roche, marketed under the brand name Tamiflu®, used against various strains of

influenza virus, including H1N1 and H5N1,
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Shikimic acid (FIGURE 1) precursor of OSP is the main chiral starting compound, in a complex synthesis
process, involving 11 phases for its production®!. SA supply has been a problem for the increased demand
of OSPHI,

Although many scientists have been working to develop synthetic processes to produce SAE! such as

genetically engineering microbes of E. coli strainl¥, the most important source of SA is from plants,

FIGURE 1: Skikimic acid structure.
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In terms of source supply, the majority of world’s production of SA is from seeds of /llicium verum, a shrub
native from China, popularly known as Chinese star anise, and llliciumm anizatum, native from Japanl1-12,
Cultivation of this specie is very difficult because it reaches seed bearing stage only after six years of sowing

with seeds containing about 2-7% of SAI.12]

As result, alternatives source of SA is very desirable to meet the worldwide demand of Tamiflu®l. In a
conservative estimate, Bradley!'4 states that 520,000 kg of SA are needed for producing Tamiflu® in the
event of a pandemic affecting 400 million people, compared to a current annual production of 100,000 kg of
the acid.

Cryptomeria japonica, Cupressaceae, gymnosperm, is a native conifer from Japan and China, widely
distributed in rainy regions, cold winters and moderately warm summers. According Kratz!'9 this conifer is a
large tree species, light wood and reddish color. In Brazil, it has a rapid growth, good adaptation to the
climate and soil of the southern region of the country and a good response to growing technologies. Besides

its potential as a wood, it is a potential source of essential oils for use in the pharmaceutical industry!9l,

Because of those properties mentioned before, we selected C. japonica in this study to find an alternate

renewable source of this acid comparing to the usual source of Star anise seeds (/. verum).

Material and methods

Plant material

A prior study was conducted to explore other alternative sources of SA from Cupressaceae family like Thuja spp.

In this case SA content varyed from 0.12 to 0.52% (w/w), what led us to choose C. japonica for further studies.

Since the purpose of this research was to explore the potential of steady supply of a source of SA, fully

grown mature branches of adult plants of C. japonica, produced by vegetative propagation from cuttings
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were collected in Colombo, PR, Brazil, at the Forestry Research Center of Embrapa Florestas (Brazilian
Agricultural Research Corporation) (25° 19'18.20” S and 49° 9'34.47” W). No pesticides including glyphosate
were applied during any time on the plants. The branches were harvested on December 2017. Since this
was a study to evaluate the potential of the plant to produce SA we chose only one season to develop the

protocol. Star anise seeds, /. verum, used as reference were purchased locally.
Extraction of SA

Branches with needles from C. japonica were harvested and processed at the Laboratory, located at
Jaguariuna, SP, Brazil, and kept under refrigeration. Measurement of SA content was conducted by a
modified method according to Matallo et al.l'”l, The whole branches were oven dried at 40°C for 72 hours,
grounded with a knife mill (Tecnal, Brazil), sealed in a polystyrene bag and stored in a -18°C until analyses.
Aliquots of 400 mg of dry matter with ten replications each one, were mixed with 10 mL of Milli-Q water
acidified to pH 3 with formic acid, kept in microwave for 50 seconds at 100 W (Panasonic NN-S62B) reaching
temperature of 50°C (+ 3.0°C), cooled for 5 minutes, filtered through Whatman N° 1 filter paper (0.22 ym)
(Millex-GV, Millipore) for quantification by Liquid Chromatography coupled to a Mass Spectrometer (LC-MS).

Chemicals and reagents

The solvents utilized as mobile phase was methanol Lichrosolv, HPLC grade (Merck) and ammonium
acetate (Merck) and SA (99.6%) standard, purchased from Sigma-Aldrich.

LC-MS analysis of SA

SA detection and confirmation were performed by Liquid Chromatography (UFLC — Shimadzu) coupled to
an lon Trap Mass Spectrometry (Bruker Daltonics - Model amaZon™ X), with Electrospray (ESI) as
ionization source. Chromatographic conditions: UFLC: Auto sampler: SIL — 20 AC; Column oven: CTO-20;
Communications Bus Module: CBM-20A; High pressure pumps: LC-20AT; Degasser: DGU-20As, Column:
Lichrosorb - RP-18—100A, 250 x 4,60mm — 5 ym — Phenomenex; Security Guard cartridges: — Fusion — RP
— 4 x 3.0mm — Phenomenex; injection volume - 20 uL; Flow rate: 0.800 mL.min""; Oven temperature: 40°C;
mobile phase: Isocratic mode: 10% Methanol HPLC grade: 90% ammonium acetate; run time: 7 minutes,
mass spectrometer in negative mode. Capillary voltage 4500 V. Nitrogen was used as nebulization gas at
320°C at flow rate of 10 L.min! and pressure of 60 psi with Helium as collision gas. Retention time of SA
was 3.2 minutes. A t test was performed to compare the amount of SA in both extracts (*P<0.05). In order

to evaluate the method precision, SA samples were analyzed in ten replicates.

Results and Discussion

SA standard was used and its mass spectra had a [M-1] ion at m/z 172.6 according to C7H100s and the ions
m/z 154.6, the highest intensity, 143.7, 110.8 and 92.9. 154.6 ion was chosen for quantification and the
others for confirmation. The identification of the peak corresponding to the SA in the samples was achieved

comparing the mass spectra and the retention time of the sample and the SA standard (FIGURE 2).
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FIGURE 2: Chromatogram of SA acid and the mass spectra. A) standard; B) C. japonica branches extract; C) I. verum
seeds extract.
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The amount of SA found in C. japonica and l.verum (branches and seeds respectively) were determined by
Microwave Assisted Extraction (MWAE)!4 using acidified water, as described in the experimental part. The
quantifications resulted in 56.36 (+ 3.31) mg.kg™' and the CV of 5.9% for the dried biomass for C. japonica
and 96.57 (+ 6.24) mg.kg™" e CV of 6.5% for I. verum, representing 5.64 (+ 0.33) and 9.68 (+ 0.62) percentage
respectively (w/w). The t-test showed a significant difference between the levels of SA in both extracts
(p=1,15.10"®) (FIGURE 3).
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FIGURE 3: Amount of Shikimic acid (mg/kg) in Cryptomeria japonica and lllicium verum.
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Different species yielded SA at various levels ranged from 0.001% to 24.5%, the highest content reported
for 1. religiosum U8, In our results, the SA content found of 5.64 % on dry basis in C. Japonica is on the range

compared to other species related by Bochkov et al.[8],

SA accumulates in gymnosperms and woody dicots. Suil'¥, found concentrations of 0.82 to 1.6% in the wet
and dried biomass of pine needles. Raghavendra et al.l'3 screened 210 trees species and found detectable
levels of shikimic acid, with six species accumulating greater than 1% by dry weight. Enrich et al.29 found

levels ranging from 2.4 to 3.7%, w/w from the seeds of Liquidambar styraciflua.

We believe that the fast growth of C. japonica, the amount that we found and the easy adaptability to the
edapho-climatic conditions in the southern of Brazil associated with the good response to the forestry

technologies can make this species as an alternate source of SAIS,

The results shows that branches of C. japonica have reasonably concentration of SA when compared with /.
verum corresponding to 58.36% of that, representing a renewable source of SA. C. japonica typically yields 45
m?3.ha™' from crop biomass on a per-hectare basis and their woody have a low density about 0.40 g.cm321],

which could potentially produce 1,000 kg of SA/ha (gross weight).

Conclusion

Besides the use as wood, C. japonica can be exploited for commercial production of SA and can alleviate
the problem of SA scarcity. Optimization of SA from C. japonica isolation at scale is still required to confirm
the commercial viability of this plant as precursor of Oseltamivir phosphate in the pharmaceutical and

cosmetic industry. Also more data on seasonal variation studies of SA content is necessary.
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Abstract

Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC. (Cat's claw) is a plant member of the Rubiaceae family, from the
Amazon region, and used in traditional medicine as raw material for phytomedicines indicated for arthritis
and osteoarthritis. This study aimed to evaluate the spray drying process parameters on the properties of
different extracts obtained from Uncaria tomentosa. A reduced 24! multifactorial design was applied to
evaluate the importance of the equipment variables (pump speed, spray nozzle diameter, air inlet
temperature, and atomization airflow rate) in the process. Maltodextrin and acacia gum were used as carriers
in a 1:1 (m/m) ratio, considering the solid residue content of the liquid plant extract. Process yield, moisture,
and hygroscopicity were evaluated as dependent variables. Higher atomization airflow rate led to higher
process yield for powdered dried extracts with maltodextrin. Higher temperature led to lower moisture
contents regarding powdered dried extracts with acacia gum. No variable, for any carrier, was considered
significant for hygroscopicity. The best spray drying configuration for the desired characteristics (i.e. lower
hygroscopicity and moisture) used the larger spray nozzle with a diameter of 1.2 mm and the higher

temperature of 150 °C, with both carriers.

Keywords: Traditional medicine. Design of experiments. Spray drying. Phytomedicine Development.

Introduction

Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC. is popularly known as Cat's claw due to its curved spines. It is a
member of the Rubiaceae family and a native medicinal plant of South Americal'. It is commonly used in the

form of liquid extracts and herbal teas, as a natural anti-inflammatory phytomedicine. In Brazil, the coated
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tablets and the capsules containing powdered dried extract of U. fomentosa are provided by the Brazilian

Unified National Health System (SUS), and they are indicated for the treatment of arthritis and osteoarthritis!2.

Spray drying is a common technique used to obtain the plant’s powdered dried extracts for production of its
phytomedicines. Due to the hygroscopic characteristics of the plant’'s powdered dried extract as an active
pharmaceutical ingredient (API), a coating procedure is required to increase the stability of the tablets.
Certain compounds, called carriers or wall materials, can be added before the drying procedure to adjust
the extract's properties such as its morphological and granulometric characteristics, chemical,

physicochemical properties, and its stability. Also, they may be influenced by the equipment variables(2l.

Since it is not possible to infer to the operating conditions of the spray drying process, based on previous
results from similar studies with other plant/carrier systems!, this study aims to evaluate the variables
related to the drying apparatus to obtain a powdered dried extract of U. tomentosa with high yield, and low
values of hygroscopicity, and moisture using separately maltodextrin and acacia gum as carriers. Hence, a
dry extract with these characteristics could enable direct compression and possibly dismiss the coating

procedure for tablets.

Material and methods

Barks of Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC. of Rubiaceae family, received from the supplier (Florien
Pharmaceutical Supplier, Brazil, batch 053626), were initially cut and partially crushed in a Fortinox Star ft
51/1 cyclone knife mill to obtain smaller particles. Liquid extracts were obtained by static maceration with
40% v/v (1:10 m/v) hydroalcoholic solution for four days with occasional agitation. After supernatant filtration,
the vegetal material was subjected to remaceration (1:5 m/v), and the combined extracts were partially
concentrated in a rotary evaporator. The solid residue was determined by solvent evaporation at 105°C, to

constant weight (10 mL, n = 3)1,

Maltodextrin and acacia gum were separately used as carriers in a 1:1 m/m proportion regarding the solid
residue of the plant extracts. The experimental conditions of the process were evaluated by a 24!
multifactorial design applied to each carrier, considering pump speed, spray nozzle diameter, air inlet
temperature, and atomization airflow rate as independent variables (TABLE 1), and process yield, moisture

and hygroscopicity as dependent variables.

TABLE 1: Summary of the experiments.

] E)ftl.'act. Carrier Pump speed Spray nozzle Air inlet Atomization a.irﬂow
identification (L/h) (mm) temperature (°C) rate (m*/min)

E1 Maltodextrin 0.3 1.2 150 0.64

E2 Maltodextrin 0.7 1.2 150 1.07

E3 Maltodextrin 0.3 0.7 150 1.07

E4 Maltodextrin 0.3 1.2 110 1.07

E5 Maltodextrin 0.7 1.2 110 0.64

E6 Maltodextrin 0.7 0.7 110 1.07

E7 Maltodextrin 0.3 0.7 110 0.64

E8 Maltodextrin 0.7 0.7 150 0.64

E9 Acacia gum 0.3 1.2 150 0.64

E10 Acacia gum 0.7 1.2 150 1.07

E11 Acacia gum 0.3 0.7 150 1.07

E12 Acacia gum 0.3 1.2 110 1.07
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E13 Acacia gum 0.7 1.2 110 0.64
E14 Acacia gum 0.7 0.7 110 1.07
E15 Acacia gum 0.3 0.7 110 0.64
E16 Acacia gum 0.7 0.7 150 0.64

A co-current supply spray dryer (Labmaq do Brasil MSDi 1.0), was fed with the liquid extract mixed with the
carrier under constant magnetic stirring after homogenization for 5 minutes at approximately 18.000 RPM
(speed 3) in a DragonLab D-500 ultraturrax. The powdered dried extracts (0.1 g) obtained were heated at
105°C to constant weight (n = 3) to evaluate moisturel®. The hygroscopicity test was performed in a
desiccator with controlled atmosphere (constant relative moisture (RH) = 75%) using a saturated sodium
chloride solution. The mass gain from the powdered dried extracts was verified for 2 h (n = 3). The
percentage of hygroscopicity (%H) was calculated according to Equation 1. The powders with less than 10%
hygroscopicity were classified as non-hygroscopic; 10.1 — 15% as slightly hygroscopic; 15.1 — 20% as

hygroscopic; 20,1 — 25% as very hygroscopic; > 25% as extremely hygroscopiclel.

(WI4+%M)x100

m
Toorwl ) and wWI = absorbed water x100 (Equation 1)

(initial mass)

%H =

Where WI = percentage of water intake; %M = moisture content of the sample after the test.

The statistical evaluation of the results was carried out by analysis of variance (ANOVA). Statistical significance
was established through p-value. P-values < 0.05 were considered statistically significant. The analysis was

performed using the Statistica® software, version 12.5 from TIBCO Software Inc. (California, United States).

Results and Discussion

Two powdered dried extracts (E5 and E8) that used maltodextrin provided insignificant amounts of powder, which
were visibly moist. These experiments were repeated, and the same results were observed, indicating that the
process was not efficient under such conditions. Therefore, we used the most unwanted results to calculate a
value that was used as input for the software. The percentage of hygroscopicity (%H) and the percentage of
moisture (%M) were calculated according to the Equation 2, by summing the amplitude (w) of each category

values for maltodextrin, with the highest value (z) obtained. A 5% rate was added to the final result.
%H V%M = (w+z)x 1,05 (Equation 2)

Thus, the %H results for extracts E5 and E8 were 23.17%, and 16.40% for %M. Tofillin the results (TABLE 2), the acronym

VMM (visually moisture material) was adopted since these numbers do not reflect the actual results for these extracts.

TABLE 2: Summary of the results.

Extract identification Yield (%) Moisture (%) Hygroscopicity (%) Classification
E1 18.82 5.55 14.60 Slightly hygroscopic
E2 30.16 5.60 12.77 Slightly hygroscopic
E3 39.88 4.37 14.83 Slightly hygroscopic
E4 34.64 8.60 15.33 Hygroscopic
E5 9.88 VMM* VMM VMM
E6 40.87 9.99 14.23 Slightly hygroscopic
E7 24.88 8.25 17.42 Hygroscopic
E8 13.11 VMM VMM VMM
E9 39.01 5.83 22.76 Very Hygroscopic
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E10 25.59 5.35 16.68 Hygroscopic

E11 44.88 4.86 17.46 Hygroscopic

E12 40.08 5.53 13.14 Slightly hygroscopic
E13 14.37 10.88 22.67 Very hygroscopic
E14 53.85 11.63 23.55 Very hygroscopic
E15 63.94 12.23 28.80 Extremely hygroscopic
E16 61.34 7.43 18.56 Hygroscopic

* VMM = visually moisture material.

The extraction procedure was performed twice, providing two different liquid extracts, which presented 1.21
and 1.27% m/v of dry residue, 0.974 and 0.978 g/mL of density (measured with a pycnometer), and pH = 5
measured with universal pH indicator paper. These extracts were used to manufacture the powdered dried
extracts. Regarding the spray drying procedure, the highest yield was 63.94% (E15) — spite of its extreme
hygroscopicity —, while the lowest yield was 9.88% (E5).

However, no variable was statistically significant for the yield results using acacia gum (E9 - E16). The
parameter atomization airflow rate was significant (p = 0.005259), which influence the yield of the spray
drying process with maltodextrin (FIGURE 1), where a higher aiflow rate led to a higher yield. As higher
airflow leads to greater availability of hot air and heat transfer, there is a possibility that a higher airflow could
lower the initial diameter of the droplet and, therefore, significantly reduce the drying timeld. As a result,

drying is more effective, and yield can increase.

FIGURE 1: Pareto charts of standardized effects for the yield of extracts with acacia gum (left) and maltodextrin (right).

Pareto chart of standardized effects; variable: process yield for acacia gum Pareto chart of standardized effects; variable: pracess yield for maltodextrin
2**(4-1) design; MS Residual = 168,7731 2**(4-1) design; MS Residual = 14,4939
DV. Process yield DV: Process yield
(2)spray nozzle diameter| -2,85645 (4)atomization airflow rate| _7‘323
(1) pump speed 891553 (2)spray nozzle diameter| -2,34397
(4)atomization airflow rate -.388081 (1) pump speed -2,2473
(3)air inlet temperature -,038645 (3)air inlet temperature 1.,770795
p=1 p=.05 p=.05
Standardized Effect Eslimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Regarding moisture, the results obtained from extracts with acacia gum showed no significant influence. The
lowest moisture value was 4.37% (E3), while the highest was 12.23% (E15). The results from extracts with
maltodextrin, showed significant negative influence of air inlet temperature (p = 0.029980) (FIGURE 2),

where a higher temperature led to lower moisture content.
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FIGURE 2: Pareto charts of standardized effects for the moisture of extracts with acacia gum (left) and maltodextrin (right).

Pareto chart of standardized effects; variable: av. moisture for acacia gum Pareto chart of standardized effects; variable: av. moisture for maltodextrin

2**(4-1) design; MS Residual = 2,322297
DV: Average moisture

2**(4-1) design; MS Residual = 12,89968
DV: Average moisture

(3)air inlet temperature --3,59703 (1) pump speed %12‘129108
I
(4)atomization airflow rate| -2,08766 (4)atomization airflow rate| -1,77669
(2)spray nozzle diameter -1,98881 (3)air inlet temperature -1,11561
(1) pump speed 1,687225 (2)spray nozzle diameter -.282731
p=05 p=05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Similar studies*&19 also found significance for air inlet temperature, since higher temperatures facilitate
water evaporation, and consequently, the samples tend to present less moisture content. The best results
for moisture (< 5%) were obtained from extracts E3 (maltodextrin) and E11 (acacia gum), which were

produced with the same equipment variables (TABLES 1, 2).

For hygroscopicity, the lowest value found was 12.77% (E2) and the highest was 28.80% (E15). No
significant influence was observed (FIGURE 3).

FIGURE 3: Pareto charts of standardized effects for the hygroscopicity of extracts with acacia gum (left) and maltodextrin (right).

Pareto chart of standardized effects; variable: av. hygroscopicity for acacia gum

277(4-1) design; MS Residual = 22,59299
DV: Average hygroscopicity

(4)atomization airflow rate

(2)spray nozzle diameter

-1,83343
—‘- 975331

Pareto chart of standardized effects; variable: av. hygroscopicity for maltodextrin

(4)atomization airflow rate

(1) pump speed

2**(4-1) design; MS Residual = 12,90583

DV: Average hygroscopicity

-2,0842

1,098261

(3)air inlet temperature -,945254 (3)air inlet temperature -470614

1-.3722‘\5

(1) pump speed -,051481 (2)spray nozzle diameter

p=.05 p=.05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

However, it was possible to experimentally notice that a higher atomization airflow helped to obtain a less
hygroscopic powder. This observation is also based on the classification of the extracts (TABLE 2), where 80%

(4 out of 5) of them, classified as slightly hygroscopic, had the airflow at its highest level as the common variable.

Conclusion

Higher atomization airflow rate led to higher process yield for powdered dried extracts with maltodextrin.
Higher temperature led to lower moisture contents regarding powdered dried extracts with acacia gum. No
variable, for any carrier, was considered significant for hygroscopicity. The best dried extracts in terms of
lower hygroscopicity and moisture were E1 and E2 (maltodextrin), and E10 and E12 (acacia gum). E1, E2,

and E10 had in common the highest tested temperature (150°C). All of them presented the spray nozzle as
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the common variable at its largest tested diameter (1.2 mm). Therefore, a larger spray nozzle and a higher

temperature could help the development of a tablet that dismiss the currently necessary coating procedure.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivos realizar o estudo quimico dos galhos de Piranhea trifoliata
(Picrodendraceae) e avaliar o seu potencial antimalarico. Foram realizadas duas coletas no Estado do Para.
O material foi seco, moido e extraido com diclorometano (DCM), metanol (MeOH) e dgua (H20). Os extratos
DCM e MeOH foram submetidos a analise em cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), e
apresentaram caracteristicas principalmente de terpenos. Do estudo fitoquimico do extrato DCM da 22
coleta, foi isolada: friedelan-3-ona e do extrato MeOH da 22 coleta foi isolado: o triterpeno esqualeno, e
mistura dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol. Quanto a atividade antimalarica, os extratos e as fases
dos extratos MeOH foram avaliados in vitro frente ao Plasmodium falciparum, e os extratos MeOH da 12 e
22 coletas foram considerados ativos (Clso = 13,7 pg/mL; Clso = 5,8 pug/mL, respectivamente). Este trabalho
contribuiu para o conhecimento bioldgico e quimico da espécie Piranhea trifoliata e da familia
Picrodendraceae, sendo este o primeiro relato de atividades biologicas para a espécie em estudo.

Palavras-chave: Picrodendraceae. Triterpenos. Esteroides. Terpenoides. Piranhea.

Abstract

The objective of this work was to carry out the chemical study of Piranhea trifoliata (Picrodendraceae) branches
and to evaluate their antimalarial potential. Two collections were performed in the State of Para. The material
was dried, ground and extracted with dichloromethane (DCM), methanol (MeOH) and water (H20). The DCM
and MeOH extracts were subjected to comparative thin layer chromatography (TLC) analysis and showed
characteristics mainly of terpenes. From the phytochemical study of the second collection DCM extract, it was
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isolated: friedelan-3-one and the second collection MeOH extract was isolated: the squalene triterpene, and
the mixture of the stigmasterol and B-sitosterol steroids. Regarding antimalarial activity, MeOH extracts and
phases were evaluated in vitro against Plasmodium falciparum, and MeOH extracts from the 1st and 2nd
collections were considered active (ICso = 13.7 pug/mL; ICso = 5.8 pg/mL, respectively). This work contributed
to the biological and chemical knowledge of the species Piranhea trifoliata and Picrodendraceae family, this

being the first report of biological activities for the species under study.

Keywords: Picrodendraceae, Triterpenes. Steroids. Terpenoids. Piranhea.

Introducgao

A malaria é uma das doengas infecciosas mais devastadoras e comuns em todo mundo e uma das principais
ameagas em matéria de saldde publica em mais de 90 paises’3l. Ela ¢ uma doenga altamente recorrente

em paises tropicais e subtropicais4l. E uma das doengas negligenciadas de paises subdesenvolvidos.

Em 2015, foram relatados 212 milhdes de casos clinicos e 429 mil mortes, ocorrendo em gravidas e,
principalmente em criangas, sendo que, de acordo com a OMS[! 78% dos casos fatais ocorreram em
criangas menores de 5 anos de idade, dados estes observados no continente africano. Os tratamentos
utilizados apés o diagnéstico da doenga geralmente incluem dois medicamentos associados que causam
alguns efeitos colaterais e tém pouca ades&o do pacientel®. Este tratamento é bastante complexo, longo e

muitas vezes ineficaz devido a reinfecgéo do paciente, muito comum nas areas de incidéncia da doengalZl.

A ineficacia do tratamento antimalarico disponivel é a principal razdo por tras da sua ameaca. Esse grande
problema esta na resisténcia do Plasmodium falciparum, aos farmacos existentes e a toxicidade de drogas
em seres humanosl1l. As principais drogas antimalaricas atualmente utilizadas sdo divididas em quatro
categorias: quinolinas (quinina, cloroquina, amodiaquina, mefloquina e primaquina), antifolatos
(pirimetamina, proguanil e sulfadoxina), derivados da artemisinina (artemisinina, artesunato, arteméter e

arteéter) e hidroxinaftoquinonas (atovaquina)f2,

Porém, devido as dificuldades de acesso encontradas para o tratamento da doenca, parte da populacédo
utiliza plantas medicinais no tratamento da malaria. E algumas plantas ja demonstraram o seu potencial
para fornecer substancias eficazes para o tratamento da doenga, tais como a quinina e artemisinina, as
quais foram isoladas de plantas. O que gera um interesse em procurar nas plantas novas alternativas

terapéuticas com eficacia igual ou superior as ja existentest!l,

O surgimento de cepas de P. falciparum resistentes a quase todos os antimalaricos levaram quimicos e
bidlogos a estudar a sua substituigdo efetiva com um mecanismo de agéo alternativo e novas moléculast3l,
Dentro destas perspectivas, pesquisas em busca de novas substancias bioativas extraidas de plantas

medicinais se tornaram um importante ponto a ser considerado.

Nesta busca de novos antimalaricos extraidos de plantas, podemos destacar o género Piranhea, do qual
h& estudos fitoquimicos relatados na literatura da espécie P. mexicana pela sinonimia Celaenodendron
mexicana, da qual foram realizados estudos quimicos e isolados terpenos. Também foi relatada que esta
espécie é utilizada por indios mexicanos como antisséptico, possui atividade antimalarica, citotoxica e

antiprotozoaria®-19. Assim, o género Piranhea é uma fonte promissora de terpenos, e possui um potencial
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antimalarico, deste modo estudos de novas espécies de Piranhea fazem-se necessarios para a

quimiotaxinomia do género, do qual se tem poucos estudos.

A espécie Piranhea trifoliata € uma arvore bastante encontrada na América do Sul?Z18) e popularmente
conhecida como Piranheira, pois seus frutos e sementes servem de alimentos para cardumes de piranhas),
E uma arvore grande de até 25 metros de altura e vive mais de 400 anost229, E frequentemente encontrada
nas regides de varzeas e igapos, e sua casca € usada como curativo para inflamagdes no utero em banhos
de assento e para chas no tratamento de malaria®®, Na literatura foi encontrado apenas um estudo fitoquimico,
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, das folhas de P. trifoliata no qual foram isolados 6 triterpenosY, n&o

havendo relato de estudos sobre suas atividades bioldgicas.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo quimico dos extratos DCM e MeOH dos

galhos de P. trifoliata e avaliar o seu potencial antimalarico.

Material e Métodos

Coleta e identificagao do material vegetal

Os galhos foram coletados duas vezes. As duas coletas foram realizadas em Altamira, na Volta Grande do
Xingu no estado do Pard, sendo a primeira coleta em novembro de 2008 e a segunda em agosto de 2009.
As exsicatas foram catalogadas e registradas no herbario do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do
Amazonas — IFAM, sob os numeros 10652 para a 12 coleta e 10654 para a 22 coleta. A coleta teve
autorizagao do IBAMA namero: 16970-1.

Obtencao dos extratos vegetais

Os galhos foram secos em estufa a 50 °C por aproximadamente dois dias, e posteriormente triturados em
moinho de facas para o preparo dos extratos. O material seco foi extraido com solventes de polaridade
crescente, diclorometano (DCM), metanol (MeOH) e agua (H20). Foram realizadas trés extragdes utilizando
ultrassom por 20 minutos, a cada extracdo realizada. Apos cada extracéo, o extrato obtido foi filtrado e seco,
utilizando evaporador rotativo, sob pressdo reduzida, em temperatura < 50 °C. Os extratos brutos DCM e
MeOH das duas coletas foram comparados por CCDC e por serem distintos ndo foram reunidos. Os extratos

aquosos nao foram utilizados neste estudo e foram guardados em refrigeradores para futuros estudos.
Andlise cromatografica em camada delgada comparativa (CCDC)

Os extratos de P. trifoliata foram analisados por CCDC com o objetivo de averiguar a complexidade quimica
dos extratos. Os extratos DCM e MeOH da 12 e 22 coleta foram submetidos a analise por CCDC e revelados
com alguns reveladores quimicos e fisicos, para detecgéo das classes dos constituintes quimicos presentes

em cada extrato.

Apos eluigdo as placas foram reveladas com luz UV (comprimento de onda de 254 e 365 nm) e, também, com
alguns reagentes quimicos, para detectar a presenga de algumas classes quimicas, tais como: Ce(SO4)2 para
detecgdo de terpenos, anisaldeido para detecgéo de terpenos entre outras classes, FeCls para detec¢ao de
substancias aromaticas, AICIs para confirmar a presenga de flavonoides. Assim, consequentemente, foi

possivel estabelecer uma estratégia para a separagéo e purificagao de suas substancias.
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Isolamento dos constituintes quimicos dos galhos de P. trifoliata

O extrato DCM (5 g) da primeira coleta foi submetido a uma coluna filtrante (CCF) de silica gel utilizando os
solventes: DCM, acetato de etila (AcOEt) e MeOH. A fragédo 1-2 (3,5 g) foi refracionada em cromatografia
em coluna aberta (CCA) de silica gel utilizando como fase mével misturas de solventes (HEX/DCM;
DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH). Das fragbes resultantes a fragcdo 21 (45,7 mg), foi submetida a um novo
fracionamento em CCA usando silica gel como adsorvente e eluida com misturas dos solventes
(HEX/AcOEt e AcOEt/MeQOH), resultando na fragdo 13 (6,3 mg) denominada de substancia 1.

O extrato MeOH (130,0 g) foi submetido a uma particao liquido-liquido, a qual permitiu a obtencéo de trés
fases, desta a fase DCM (2,41 g) foi fracionada em CCA usando silica gel como fase estacionaria usando
como fase moével misturas dos solventes (HEX/DCM; DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH). De fracionamentos
sucessivos da fase DCM obteve-se as fragcdes 31-32 (2,2 mg) denominada de substancia 2, a fragdo 3 (1,0

mg) denominada de substancia 3 e na fragdo 42-46 (9,4 mg) denominada de substancia 4 e 5.
Métodos espectroscopicos

Os espectros de RMN de 'H e '3C foram obtidos em equipamento Bruker BioSpin AG, modelo Fourier 300
Ultrashield, 300 MHz para 'H e 75 MHz para '3C, as fragdes foram analisadas por RMN de 'H e de "*C mono
e bidimensionais, utilizando na dissolugdo das amostras cloroférmio deuterado com TMS. Os deslocamentos

quimicos (L) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento em Hz.
Avaliagao da atividade antimalarica

Os testes in vitro dos extratos DCM e MeOH foram realizados com hemacias infectadas por P. falciparum,
clone W2, resistente a cloroquina, através do método LDH (lactato desidrogenase)?2. As amostras foram
solubilizadas com DMSO resultando uma solucédo estoque de cada amostra na concentragdo de 50 mg/mL. A

cloroquina foi utilizada como antimalarico padréo e considerada muito ativa com valor de Clso = 0,145 ng/mL.

A incubacao, parasito-droga, foi realizada com 20 uL de cada diluicdo dos compostos testados colocados
em microplacas de 96 pogos, em ftriplicata, onde ja se encontravam 180 plL da suspensdo de heméacias
infectadas (1% hematdcrito, 2% de parasitemia), provenientes de um cultivo. Foram usados controles sem

drogas, com hemacias infectadas (controle positivo) ou heméacias néo infectadas (controle negativo).

Em seguida, as placas foram incubadas em atmosfera de 5% de COza 37 °C por 48 h, com amostras e
controles. Apos esse periodo as microplacas foram congeladas (-20 °C no minimo por 24 h), para promover

a lise das hemacias.

O lisado celular foi transferido para placas de 96 pogos, aos quais foram adicionados 100 pL de reagente
Malstat e 25 uL de reagente NBT/PES. Apods 1 h de incubacgéo, a absorbancia de cada pogo das placas foi

registrada em espectrofotometro (540 nm).
Os percentuais de reducéo do crescimento dos parasitos foram calculados a partir da absorbancia.
As amostras foram avaliadas em dois experimentos independentes. As amostras foram testadas em duas

concentragdes, 25 e 50 yg/mL, cada uma em triplicata, para a avaliagdo do percentual de redugdo da
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parasitemia. Aquelas que apresentaram percentual de redugéo de parasitemia igual ou maior que 50%,

foram selecionadas para determinacéo das Clso, sendo realizados testes em 6 diferentes concentragdes.

Os resultados foram avaliados no programa Origin 8.0 com determinagdo das curvas dose-resposta
tragadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentragdes inibitérias do crescimento de 50%

dos parasitos (Clso) em relagéo aos controles sem drogas.

Avaliagao de citotoxicidade

Apds a realizagdo da avaliagdo da atividade antimalarica, amostras consideradas ativas no teste
antimalarico, foram submetidas ao ensaio de citotoxicidade in vitro na linhagem celular HepG2 A16,

derivada de um hepatoblastoma primario humano.

Primeiramente as células derivadas da linhagem celular HepG2 foram distribuidas em microplacas de 96
pogos (4x10° células/100 WL por pogo) e incubadas em estufa de CO2 a 37 °C por 24 h para a adeséo das

células a placa.

Em seguida, foram adicionados 100 uL de meio completo contendo diferentes concentragdes dos extratos

testados em triplicata. As placas foram incubadas por mais 24 h.

Ao final deste periodo, foram adicionados 18 yL/poco de uma solugéo brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), na concentragdo de 20 mg/mL. Apds 1 h e 30 minutos a leitura foi realizada em

espectrofotdbmetro a 492 nm.

A dose letal minima que inibe em 50% o crescimento das células na presenca dos extratos testes e de
antimalaricos controles foi determinada em comparagdo com células cultivadas sem a presenga de

compostos, considerada 100% de crescimento.

Os resultados foram avaliados no programa Origin 8.0 com determinacdo das curvas dose-resposta
tracadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as concentragdes citotdxicas que inibem em 50% o

crescimento das células (CCso) em relagédo aos controles sem drogas.

Para as amostras consideradas ativas foi calculado o indice de seletividade que é dado pela razéo entre o

valor obtido de CCso para células HepG2 e o valor de Clso para P. falciparum.

Resultados e Discussao

Coleta do Material Vegetal e Obtencao dos Extratos

Foram coletados galhos (FIGURA 1) de duas coletas diferentes (TABELA 1). Foram obtidos seis extratos
e os extratos aquosos foram guardados em refrigerador para estudos futuros. Dos 4 extratos resultantes
estudados, foi observado que os metandlicos para as duas coletas foram os que apresentaram uma maior
porcentagem de rendimento (TABELA 1), destacando-se principalmente a 12 e a 22 coleta com rendimentos

acima de 5%, ja os extratos diclorometanicos obtiveram rendimentos inferiores a 1%.
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Fonte: autores. (A) aspecto das partes aéreas da arvore em seu habitat, (B) exsicata depositada no herbario.

TABELA 1: rendimentos dos extratos DCM e MeOH obtidos dos galhos de P. trifoliata.

Coleta Solvente (L) Material vegetal (Kg) Massa extrato (g) Rendimento (%)
1 DCM (6 L) 4,0 24,11 0,60
1 MeOH (6 L) 4,0 206,19 5,15
2 DCM (7,51L) 5,0 10,09 0,20
2 MeOH (7,5 L) 5,0 264,82 5,29

Analise cromatografica em camada delgada comparativa (CCDC)

A andlise em camada delgada comparativa (CCDC) dos extratos DCM da primeira e da segunda coleta
indicaram a presenca de terpenos, observados quando as placas foram reveladas com sulfato cérico, pois
apresentaram uma coloragdo vermelha intensa. Observou-se também a presenga de substancias
fluorescentes sob a luz UV em 365 nm, um indicativo da presenga de substancias aromaticas. Quando
revelados com DPPH mostraram a presenca de possiveis antioxidantes pela coloracdo amarelada. Nao foi
identificada a presenga de alcaloides quando as placas foram reveladas com o Reagente de Dragendorff,

pois nao se verificaram manchas de coloragao alaranjada.

Os extratos MeOH dos galhos apresentaram a presenca de terpenos nos extratos da primeira e segunda
coleta, quando as placas cromatograficas foram reveladas com sulfato cérico, pois apresentaram uma
coloragdo vermelha intensa. Quando as placas cromatograficas foram reveladas com DPPH mostraram a
presenca de possiveis antioxidantes pela coloragao amarelada. Também néo foi identificada a presenga de

alcaloides quando as placas cromatograficas foram reveladas com o Reagente de Dragendorff.

Ao comparar as duas coletas é possivel observar que ha muita diferenga entre as coletas realizadas, o que pode
ter sido influenciado pela diferenga de localidades e sazonalidade das coletas. Esses extratos mostraram-se ricos

quimicamente revelando uma grande quantidade de possiveis substancias a serem isoladas.

Substancias Isoladas dos galhos de Piranhea trifoliata
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A substancia 1 (S-1) obtida do extrato DCM dos galhos da 22 coleta, apresentou-se na forma de cristais
brancos, e quando revelada com Ce(SO2)4 verificou-se a coloragdo vermelha, com Rf = 0,35, quando eluida
com HEX/AcOEt 95:05.

O espectro de RMN de 'H da S-1, apresentou sinais na regi&o de &+ 0,73 a 1,26 ppm, sendo 7 simpletos
em 61 0,73; 0,89; 0,96; 1,00; 1,01; 1,05; 1,18; e um dupleto em &u 0,87 (6,58 Hz), sendo estes oito sinais
referentes a 8 metilas, sugerindo que se tratava de um triterpeno. Nao foi observada a presenca de ligagdes
duplas na regido de 81 5,0 € 6,0, indicativo de um esqueleto friedelano e sinais entre &1 1,3 e 2,5 referentes

aos hidrogénios metilénicos e metinicos.

O espectro de RMN de '3C mostrou a presenga de 30 sinais, sendo um sinal em §¢c 213,0 indicando a
presenga de uma carbonila. Também foi possivel confirmar a auséncia de sinais de ligagdo dupla nas
regides de 8¢ 100 a 150. E em &¢ 6,8 observou-se o sinal referente a metila na posicdo C-23, caracteristico

do esqueleto friedelano.

As analises dos dados dos espectros de RMN de "H e '3C foram comparadas com dados da literatural23!

(TABELA 2), sendo assim possivel confirmar a S-1 como sendo o triterpeno friedelan-3-ona (FIGURA 2).

TABELA 2: Dados de RMN de "°C da substancia 1 e comparacgéo com a literatural?,

Posigao 6. Observado & Literatura Tipos de Carbono
1 22,3 22,3 CH;
2 41,5 41,5 CH,
3 213,1 213,2 C
4 58,3 58,2 CH
5 42,1 42,1 CH
6 41,3 41,3 CH
7 18,3 18,2 CH,
8 53,1 53,1 CH,
9 37,5 37,4 C
10 59,3 59,4 CH
11 35,6 35,6 CH,
12 30,5 30,5 CH;
13 39,7 39,7 C
14 38,3 38,3 C
15 32,4 32,4 CH,
16 36,0 36,0 CH;
17 30,0 30,0 C
18 42,8 42,8 CH
19 35,3 35,3 CH,

20 28,2 28,1 C

21 32,8 32,7 CH,
22 39,3 39,2 CH,
23 6,8 6,8 CHas
24 14,7 14,6 CHas
25 17,9 17,9 CHs
26 20,3 20,2 CHs;
27 18,6 18,6 CHas
28 32,1 32,1 CHas
29 35,0 35,0 CHs
30 31,8 31,8 CHas
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A substancia friedelan-3-ona esta sendo relatada pela primeira vez nos galhos de P. trifoliata, porém esta

substéancia ja foi isolada das folhas de P. trifoliatal2?,

FIGURA 2: Estrutura quimica da substancia friedelan-3-ona.

23

A substancia 2 (S-2), obtida da fase DCM do extrato MeOH dos galhos da 22 coleta, apresentou-se na forma
de cristais brancos e Rf = 0,4, quando eluida com Hex/AcOEt 7:3. O seu espectro de RMN de 'H mostrou
alguns sinais na regido dos aromaticos em &4 7,05 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5), 61 7,44 (1H,dd, J=85¢ 1,8
Hz, H-6), 6n 7,42 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2), mostrou singleto em &1 9,82 confirmando a presenga do grupo
aldeido, e em &1 3,97, relativo ao grupo metoxilico. Os dados foram comparados com a literatural24!
(TABELA 3) e foi possivel confirmar S-2 como sendo a substancia fendlica 3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido

(FIGURA 3), sendo este o primeiro relato desta substancia na familia Picrodendraceae.

TABELA 3: Dados de RMN de 'H da substancia 2 comparados com a literatural?,

Literatura Observado
Posigao

Su 8¢ Su S

1 - 129,9 - -

2 (d) 7,38 108,7 (s) 7,42 -
3 - 147 ,1 - -
4 - 151,7 - -
5 (d) 7,0 14,4 (d)7,0 -
6 (dd) 7,39 127,5 (s) 7,44 -
7 (s) 9,81 190,9 (s) 9,82 -
OH - - - -
OMe (s) 3,96 56,1 (s) 3,97 -
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FIGURA 3: Estrutura quimica da substancia 3-metoxi-4-hidroxi-benzaldeido.

A substancia 3 (S-3) obtida da fase DCM do extrato MeOH dos galhos da 22 coleta, apresentou-se na forma
de cristais brancos, e quando revelada com anisaldeido sulfurico verificou-se a coloragéo lilas, com Rf =
0,77, quando eluida com Hex/DCM 9:1.

O espectro de RMN de 'H da S-3 apresentou sinais em 1 1,68 (s, 6H) e 1,60 (s, 18H). Os hidrogénios em
81 1,68 atribuidos a grupos metilicos ligados a carbonos olefinicos nas posigdes C-1 e C-24 em &n 1,60 (s,
18H) atribuidos aos hidrogénios nas posi¢des C-25, C-26, C-27, C-28, C-29 e C-30. Mostrou também sinais
em o1 2,06 (m, 20H) indicando a presenga de hidrogénios metilenos vizinhos a ligagdes duplas, e um
multipleto em &1 5,14 (m, 6H) sugerindo a presenga de hidrogénios olefinicos. Nao foi possivel realizar
analises dos espectros de carbono, devido a quantidade de massa obtida ter sido pouca. Os dados do
espectro de RMN de 'H foram comparadas com dados da literatural22 (TABELA 4) e foi possivel confirmar

S-2 como sendo o triterpeno esqualeno (FIGURA 4).

TABELA 4: Dados de RMN de 'H da substéancia 3 comparados com a literatural?,

Literatura Observados
Hidrogénios
6H 6H
Hidrogénios metilicos ligados aos C-1 e C-24 1,80 1,68 (s)
Hidrogénios metilicos ligados aos C-25, C-26, C-27, C-28, C-29 e C-30 1,7 1,60 (s)
Hidrogénios metilénicos ligados aos C-4, C-5, C-8, C-9, C-12, C-13, C-
16, C-17, C-20, C-21 2,06 2,0 (m)
Hidrogénios olefinicos ligados aos (C-3, C-7, C-11, C-14, C-18, C-22 5,0 5,14 (m)

A substancia esqualeno esta sendo descrita pela primeira vez no género Piranhea. Esta substancia é
um triterpeno, classe quimica de metabdlitos secundarios, considerada marcadores quimicos da

familia Picrodendraceae.
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FIGURA 4: Estrutura quimica da substancia esqualeno.

As substancias 4 e 5 (S-4 e S-5) obtidas da fase DCM do extrato metandlico dos galhos da 22 coleta,
apresentaram-se na forma de cristais brancos e quando reveladas com Ce(SOa)2, verificou-se a coloragéo
rosa com Rf = 0,33, quando eluida com DCM 100%.

O espectro de RMN de 'H das substancias 4 e 5 apresentou sinais nas regides entre 4 0,69 a 2,33 ppm,
referentes a hidrogénios de metilicos, metilénicos e metinicos, caracteristicos de triterpenos e esteroides,
com a presenga do sinal em &n 0,69, um simpleto largo com integral para trés hidrogénios, que é
caracteristico dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol, foi possivel inferir que as substancias S-4 e S-5
eram esteroides. Apresentou também um multipleto em 61 3,52 atribuido a um hidrogénio ligado a carbono
carbindlico, H-3 de ambos os esteroides. Em 84 em 5,35 (2H, dI, J= 5,12 Hz), atribuido ao hidrogénio
olefinico na posigao H-6 de ambos os esteroides, e ainda dois duplos dupletos em &4 5,15 (1H,dd, J=15,18
e 8,38 Hz) e em 6n1 5,01 (1H, dd, J= 15,18 e 8,57 Hz), referentes aos hidrogénios H-22 e H-23 do esteroide
estigmasterol. A comparagdo dos dados espectroscopicos obtidos com os descritos na literatural2!l
(TABELA 5) permitiu confirmar que tratava-se da mistura constituida pelos esteroides estigmasterol
(FIGURA 5) e B-sitosterol (FIGURA 6), respectivamente substancias 4 e 5 esteroides comumente
encontrados em plantas. As percentagens aproximadas dos dois constituintes na mistura foram calculadas
com base na integracdo dos sinais correspondentes a H-6 (intensidade relativa: 1,70, relativo aos dois
esteroides 4 e 5) e H-22 e H-23 (intensidade relativa: 2,09) relativo a dois protons do molécula do
estigmasterol, a metade de 2,09 (2,09/2=1,045) representou um préton da molécula do estigmasterol,
subtraindo este valor de 1,70 obteve-se a intensidade de 0,655 correspondente a um hidrogénio da
molécula de B-sitosterol as intensidades relativas 1,045 e 0,655 permitiram deduzir que a mistura contém
61,48% de estigmasterol e 38,52% de B-sitosterol.

TABELA 5: Dados de RMN de 'H das substancias 4 e 5 comparados com a literatural2!,

4 -5y 5-8n OH
Hidrogénios

Observado Observado Literatura

Hidrogénios metilicos H-19 (s) 0,69 (s) 0,69 (s) 0,69
H-3 (m) 3,52 (m) 3,52 (m) 3,54

H-6 (dl) 5,35 (dl) 5,35 (d) 5,37

H-22 (dd) 5,15 - (dd) 5,16

H-23 (dd) 5,01 - (dd) 5,01
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FIGURA 5: Estrutura quimica da substancia estigmasterol.

FIGURA 6: Estrutura quimica da substancia p-sitosterol.

Avaliagao da atividade antimalarica

As amostras foram testadas em duas concentragdes, 25 e 50 pg/mL. Aquelas que apresentaram percentual
de reducéo de parasitemia igual ou maior que 50% nas duas concentracdes testadas foram selecionadas

para determinagao das Clso.

Os extratos diclorometanicos da 12 e 22 coleta apresentaram um percentual de reducdo de parasitemia
inferior a 50%, ndo sendo um percentual significativo e ndo tiveram a Clso determinada, pois ndo obtiveram
um resultado satisfatério. Ja os extratos metandlicos da 12 e 22 coleta mostram resultados satisfatérios nos
experimentos realizados. Os extratos das duas coletas apresentaram 100% de redugéo de parasitemia nas
duas concentragbes (100% em 25 yg/mL e 100% em 50 pg/mL) (TABELA 6). Os extratos foram entao

submetidos para a determinagao da CLso.

TABELA 6: Percentual de reducédo (%Reducgéo) do crescimento de P. falciparum na presenga das duas concentracgoes.

% Redugao
Extratos
25 pg/mL 50 pg/mL

1-G-DCM 12 36
1-G-MeOH 100 100
2-G-DCM 25 36
2-G-MeOH 100 100
Cloroquina 100 100
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Os extratos metandlicos da 12 e 22 coletas foram considerados ativos (Clso = 13,7 ug/mL para a 12 coleta e
de Clso = 5,8 yg/mL para a 22 coleta) (TABELA 7).

TABELA 7: Avaliagdo da concentragdo inibitéria de 50% do crescimento (Cls,) de P. falciparum pelos extratos
metanolicos de P. trifoliata.

Clso (pg/mL) L
Extratos Classificagao
Média
1- G MeOH 13,66 Ativa
2 G MeOH 5,79 Ativa
Cloroquina 0,078 Muito ativa

Os estudos realizados com as fases dos extratos metandlicos da 12 e 22 coleta mostraram-se satisfatorios,
com destaque para as fases DCM da 12 e 22 coleta com reducdo de parasitemia superior a 90% para as duas
concentragdes testadas para 12 coleta (92% - 25 yg/mL e 93% - 50 pg/mL) (TABELA 8) e redugéo superior a
70% na concentragdo de 50 pg/mL para a 22 coleta. Estas fases foram testadas para determinagéo da Clso.
As demais fases testadas apresentaram um percentual de redugéo de parasitemia inferior a 50%, ndo sendo

um percentual significativo e ndo tiveram a Clso determinada, assim como os extratos.

TABELA 8: Avaliagéo do percentual de redugéo (%Redugéo) do crescimento de P. falciparum na presenga das diferentes
fases dos extratos metandlicos dos galhos de P. trifoliata.

%Redugao
Extratos
25 pg/mL 50 pg/mL

1-G -MEOH-F-DCM 92 93
1-G-MEOH-F-ACOET 47 57
1-G-MEOH-F-H-MEOH 39 49
2-G-MEOH-F-DCM 36 71
2-G-MEOH-F-ACOET 19 31
2-G-MEOH-F-H-MEOH 10 47
Cloroquina 100 100

Das fases testadas destacaram-se principalmente as fases DCM da 12 e 22 coleta, onde foram obtidos
valores de Clso = 7,05 uyg/mL para 12 coleta sendo considerada ativa e Clso = entre 25 e 50 ug/mL para a
segunda coleta sendo considerada pouco ativa. Ja a fase AcOEt da 12 coleta foi considerada pouco ativa

(Clso = entre 25 e 50 yg/mL). E as demais fases foram consideradas inativas (TABELA 9).

TABELA 9: Avaliagéo da concentragéo inibitéria de 50% (Clso) sobre o crescimento de P. falciparum pelas fases dos
extratos metandlicos dos galhos de P. trifoliata.

Amostras Clso (ug/mL) sobre P. falciparum (cepa W2) Classificagao

1-G-MEOH-F-DCM 7,05 +1,08 Ativa

1-G-MEOH-F-ACOET Entre 25 e 50 Pouco ativa
1-G-MEOH-F-H-MEOH >50 Inativa

2-G-MEOH-F-DCM Entre 25 e 50 Pouco ativa
2-G-MEOH-F-ACOET >50 Inativa
2-G-MEOH-F-H-MEOH >50 Inativa

Cloroquina 0,145 £ 0,02 Muito ativa
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Avaliagao de citotoxicidade

Apds andlise da Clso obtida para a fase DCM da 12 coleta, a mesma foi submetida ao teste de citotoxicidade

e a concentragao observada foi superior a 1000 ug/mL (TABELA 10).

TABELA 10: Avaliagéo da atividade citotoxica da fase DCM da 12 coleta dos galhos de P. trifoliata sobre células HepG2
na concentracao citotéxica que inibe 50% do crescimento (CCsy).

Amostra CCso (Mg/mL)
1-G-MEOH/F-DCM >1000
cloroquina 167,04 + 5,66

Ap0os o teste de citotoxicidade foi realizado o calculo do indice de seletividade dado pela razdo entre o valor

obtido de Clso para células HepG2 e o valor de Clso para P. falciparum.

A fase DCM da 12 coleta apresentou indice maior que 10 (TABELA 11) e nao foi considerada citotdxica, e
assim foi possivel inferir que esta fase € mais ativa nas células do parasita do que em células normais.
Sendo este fator muito importante para estudos posteriores com P. trifoliata, pois quanto menor for a
citoxicidade da fase DCM para linhagem de células normais maior sera a especificidade de atuagao sobre
o parasita a ser combatido. Este elevado indice de seletividade para o P. falciparum incentiva a realizagao
de estudos posteriores para o isolamento das substancias para verificar se ha a presenga de uma Unica

substancia ou varias que sejam responsaveis pela atividade antimalarica.

TABELA 11: Valores de CCs, Cls € indice de seletividade calculado para a fase DCM da 12 coleta dos galhos de P. trifoliata.

Amostra CCs (Mg/mL) Clso (ug/mL) 1S*
1-G-MEOH/F-DCM >1000,0 7,05 >141,84
Cloroquina 167,04 0,145 1152

*IS — Indice de seletividade.

Pela literatura consultada, pode-se relacionar parte da atividade antimalarica dos extratos desta espécie
com a presenca do triterpeno fridelina isolado dos galhos, pois ha relato da atividade antimalarica desta
substéancia frente ao Plasmodium falciparum na concentragéo de 7,70 uM28, No entanto, uma vez que o
extrato DCM, que é rico em ftriterpenos desta classe, ndo apresentou atividade antimalarica, deve haver
outras substancias que sejam ativas sobre a cepa utilizada de P. falciparum. Indicando assim que Piranhea

trifoliata € uma fonte de substancias com atividade antimalarica ainda por conhecer.

Conclusao

O estudo fitoquimico dos galhos de P. trifoliata, permitiu o isolamento das substancias: friedelna-3-ona, 3-
metoxi-4-hidroxi-benzaldeido, esqualeno e a mistura dos esteroides estigmasterol e B-sitosterol. O

esqualeno e a substancia fendlica estdo sendo descritos pela primeira vez na familia Picrodendraceae.
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As analises por cromatografia em camada delgada comparativa revelaram que os extratos DCM e MeOH

de ambas as coletas s&o ricos em terpenoides.

Os extratos metandlicos dos galhos de P. trifoliata apresentaram um potencial antimalarico frente ao P.

falciparum, sendo ainda necessarios estudos quimicos para o isolamento das substancias ativas.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para o conhecimento biolégico e quimico tanto da espécie
Piranhea trifoliata como de sua familia Picrodendraceae. Sendo duas das substancias isoladas relatadas

pela primeira vez na familia assim como as atividades biolégicas para a espécie em estudo.
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Resumo

O Brasil apresenta rica diversidade vegetal, sobretudo na Amazoénia, onde grupos étnicos utilizam diversas
plantas no preparo de remédios caseiros. Estas praticas terapéuticas ocorrem sem interface com politicas
de saude. Neste contexto, conduziu-se levantamento etnobotanico das plantas utilizadas como medicinais,
por moradores de Oriximina-PA, e analisou-se presenga das nativas da Amazdnia em documentos do
Sistema Unico de Saude (SUS). Ap6s a realizag&o de entrevistas semiestruturadas, obteve-se a coleta e
identificagdo de 112 espécies pertencentes a 50 familias, sendo a maior parte referente a familia Fabaceae
e nativas da Amazdnia (56%). Apos identificagdo, comparou-se as nativas da Amazdnia com aquelas
presentes em 14 documentos do SUS, onde a Relagdo de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS) e o Programa de Pesquisa em Plantas Medicinais (PPPM) demonstraram mais quantidade de
nativas, enquanto houve exclusdo nas atualizagbes da Farmacopeia Brasileira. Porém, observou-se
tendéncia de aumento em documentos elaborados apés reconhecimento da fitoterapia no SUS. Entretanto,
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a maior parte das endémicas da Amazoénia ndo consta em nenhum dos documentos analisados. Logo, o
estudo etnobotanico conduzido em Oriximina demonstra a importancia das nativas para a populagéo, em
contrapartida a sua pouca representatividade no SUS. Pesquisa desta natureza, objetiva alinhar politicas

de saude ao territério.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Conhecimento Tradicional. Fitoterapia. Amazénia. Sistema Unico de
Saude (SUS). Oriximiné - PA.

Abstract

Brazil has a rich vegetal biodiversity, especially in the Amazon biome where ethnic groups apply several plants
for preparing homemade remedies. However, this biocultural heritage remains not well known. The authors
sought to carry out a survey based on plants with medicinal properties used by residents of Oriximina city, Para
State. Ethnobotanical data was obtained from semi-structured interviews. As a result, 112 species were
collected, identified and classified into 50 families. Most part of these species are native (56%) from Amazon
biome and predominance of the Fabaceae species was observed. After identification, Amazon natives were
compared to those presentin 14 documents from Unified Health System (UHS), where the "Relagéo de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS" (RENISUS) and the "Programa de Pesquisa em Plantas Medicinais" (PPPM)
demonstrated more native species quantity, while there was exclusion in the Brazilian Pharmacopeia updates.
However, with upward trend after recognition of phytotherapy in UHS. Most of the endemic species in the
Amazon are not mentioned in any analyzed documen. The ethnobotanical study conducted in Oriximina
demonstrates the native species importance to the population, in contrast to their poor UHS representation.

Research of this nature, aims to align health policies to the territory.

Keywords: Medicinal Plants. Traditional Knowledge. Phytotherapy. Amazon. Unified Health System
(UHS). Oriximina - PA.

Introducgao

No Brasil, as caracteristicas culturais a respeito do uso de plantas em praticas curativas devem-se a
influéncia dos amerindios que, juntamente aquelas introduzidas por europeus, africanos e asiaticos,
constituem o atual repertdrio fitoterapéutico da medicina popular brasileiral que, aliado as praticas culturais
e religiosas, busca suprir as necessidades de saude de competéncia do Estado. Esta situagao foi percebida
pela Organizagdao Mundial da Saude (OMS) como uma oportunidade de fortalecer a Atengdo Primaria em
Saude (APS) por meio da introdugéo da fitoterapia nos sistemas de saude, associando-a com agbes de

promogao da saude vinculadas ao combate de fatores socioambientais que impactam na saide humanal2.

Nesta perspectiva, o Sistema Unico de Saude (SUS) seguiu as recomendacdes da OMS e adotou a APS
como estratégia de reorganizacdo dos servigos de saude no Brasil, reconhecendo o territério em suas
diversas dimensdes (ambiental, politica, econdmica, cultural e sanitaria), em decorréncia da importancia
dele para as condi¢des de vida e de saude da populagéo. Logo, o estudo da dimenséo territorial permite
avaliar como os elementos bioculturais s&o validos no cuidado & saudel®. Para tanto, torna-se necessario
conhecer como diferentes grupos étnicos interagem com a flora que os cerca, na perspectiva de adotar

medidas que promovam o uso racional deste recurso terapéutico.
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Fundamentacgao teédrica

O SUS possibilita que as praticas de saude da populagdo, atendida na APS através da Estratégia Saude
da Familia (ESF), sejam investigadas pela etnobotanical, buscando identificar espécies, causas, origens
e solugbes para adoecimentosld. Isso direciona a pesquisa para a geragdo de conhecimento que deve
subsidiar agdes de regionalizagéo da salde e, em particular, da fitoterapial®l. Para tanto, a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos — PNPMF previu a possibilidade da condugdo de pesquisas
etnobotanicas por bioma, com vistas a definicao de critérios de uso da fitoterapia. Essa diretriz corrobora o
estudo das nativas, outra agcao assegurada pela supracitada politica, em decorréncia da exclusdo delas da

maior parte das normativas do SUSE-19]

Tais medidas estimulam pesquisas com a populagdo adscrita pela ESF no sentido de conhecer praticas
terapéuticas e plantas medicinais utilizadas, a fim de incorporar a fitoterapia na APS. Neste contexto, ao
conhecer as plantas medicinais utilizadas por meio da investigacéo etnobotanica, o resultado obtido servira
para promover agdes de educagao em saude e criar vinculos de cuidado e de atengdo entre usuarios e equipes
de satdel24l. Portanto, a etnobotanica fornece subsidios para avaliar em que medida o uso de espécies nativas
correlaciona-se com as praticas tradicionais em salde da populagdo. Para alcangar este objetivo, o estudo
etnobotanico deve ser conduzido em conexdo com a realidade cotidiana vivenciada na ESF, em que cada
nucleo de atencdo e cuidado é a familia, e os Agentes Comunitarios de Saude (ACSs) fazem o elo de

conhecimento entre as praticas de salde utilizadas pela populagio e os servigos de satde!l,

No que diz respeito ao setor saude para a Amazonia, o Plano Regional de Desenvolvimento da Amazénia
— PRDAIZ destacou a saude materno-infantii como um dos melhores indicadores para monitorar a
qualidade de vida na regido. A escolha desse indicador advém das suas relagdes com as condi¢des de vida
da populagdo amazoénica que, em Ultima analise, refletem as condicionantes territoriais. Observa-se que
esta populagdo passa por transi¢cdo epidemiolégica ocasionada pela alta incidéncia de doengas infecciosas
e parasitarias aliadas a presenca de doencgas crbnicas n&o transmissiveis (diabetes, hipertensao),
associada a uma acentuada erosio dos ‘saberes’ relacionados ao uso de plantas medicinais'3l. Por isso,
apenas a investigacdo etnobotanica associada a APS pode fornecer subsidios para a introdugdo da
fitoterapia no SUS amazodnico. Nota-se que a maior parte das pesquisas etnoboténicas conduzidas na
regido investiga o uso de plantas medicinaist'¥. Entretanto, € quase inexistente a interface entre
pesquisadores e o SUS local que atuam nesse campo de estudol'®. Esses dados sdo corroborados por
diagndstico feito pelo Ministério da Saude e outros autores a respeito da falta de iniciativas em fitoterapia
na Regido Nortel!818 Assim, avalia-se aqui a importancia das espécies nativas da Amazénia para a
populagdo de Oriximina — Para, a fim de criar subsidios para seleciona-las para uso no SUS local,

contribuindo para agdes voltadas para a regionalizagéo da fitoterapia.

Materiais e Métodos

Area de estudo

O Municipio de Oriximina esta localizado na regido do Baixo Amazonas (Latitude: 01°45'56"S; Longitude:
55°51'58"W), Estado do Para, Brasil, com populagdo estimada de 72.160 habitantes em 2018'Y, formada por
ribeirinhos, quilombolas, indigenas e descendentes de europeus (FIGURA 1). No contexto amazdnico e no

caso investigado, a infraestrutura médico-hospitalar é precaria e, em alguns casos, inexistente, especialmente
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nas zonas rurais. Oriximina conta com 123 ACSs, onde 63 encontram-se distribuidos em equipes nas 6
Unidades Basicas de Saude (UBS) localizadas na zona urbana e 60 atendem as comunidades rurais. Essa
quantidade de ACSs ¢ insuficiente para fornecer 100% de cobertura a populagdo2d. A caréncia de
atendimento médico-hospitalar, por sua vez, proporciona mais interesse no estudo dos possiveis vinculos
existentes entre praticas terapéuticas da populagéo e o SUS local.

FIGURA 1: Localizagdo do Municipio de Oriximina-PA, com destaque para a zona urbana.
-

ORIXIMINA

TERRASANTA JURUTI Estado do Pard

Elaboragéo: Maico Pimentel.
Selegao dos conhecedores de remédios caseiros

Participaram da pesquisa dois grupos sociais: ACSs e moradores atendidos por estes. No primeiro
momento, foram realizados nove grupos focais2l entre agosto/2016 e setembro/2017, em que participaram
70% e 63% dos ACSs das zonas urbana e rural respectivamente, os quais deram ciéncia da pesquisa e
assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Nesta ocasido, estimulou-se a reflexdo a
respeito do uso de plantas medicinais e seus remédios; a declararem seus pontos de vista em relagéo a
fitoterapia e; a indicarem os moradores para entrevistas através do formulario semiestruturado, as quais
foram conduzidas entre margo e junho/2018. O grupo focal possibilitou analisar aspectos qualitativos,
publicados em capitulos de livros2222 e em teselsl. No momento das entrevistas, realizou-se “turnés-
guiadas” com os entrevistados aos quintais e/ou arredores das residéncias, os quais autorizaram
participacdo através de registro em audiovisual, visando & coleta do material botanico com a associa¢ao
dos nomes populares mencionados por eles23. Pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Evandro Chagas na Plataforma Brasil - Parecer 1.882.261.

Identificagcdo do material boténico e anélise dos dados

As amostras botanicas coletadas foram fotografadas, herborizadas e identificadas através de chave
taxondmica, por comparagdo com exsicatas depositadas nos herbarios do Museu Paraense Emilio Goeldi
(MPEG), da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e em consulta em herbarios virtuais. Atualizou-se a
nomenclatura botanica conforme o sistema de classificagio botanica para angiospermas (APG IV 2016) 24l e
os respectivos dominios fitogeograficos com auxilio da flora do Brasil2¥ e, quando necessario, nos sitios do
Missouri Botanical Garden, International Plant Names Index e The Plant List. Depositou-se o material
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testemunho no herbario HSTM da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA). Os dados foram
tabulados e analisados com auxilio do Programa Microsoft Excel 2010, considerando os seguintes aspectos:
familia, nome cientifico, nome vulgar, origem, forma de uso, parte utilizada e categorias de uso, codificadas
de acordo com a Classificagao Estatistica Internacional de Doencgas e Problemas Relativos a Saude (CID-
10)128, Apds essa sistematizagao selecionou-se as nativas da Amazonia a fim de compara-las com as nativas
presentes em 14 documentos governamentais que embasam a insergao da fitoterapia no SUS: Farmacopeias
Brasileira (FB) Edigdes de 1 a 6[2733; Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) 10/201083, RDC N°26/2014 e
seus Anexos®4; Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais (PPPM)E3; monografias da OMSES29); Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS)X%; Formulario de Fitoterapicos Farmacopeia
Brasileira (FFFB) e seu suplemento®42 e Memento Fitoterapico Farmacopeia Brasileiral®3, servindo como

indicativo da importancia dessas espécies nativas para o SUSH4:34.44],

Resultados e discussao

Trinta e dois moradores foram indicados pelos ACSs como conhecedores de remédios caseiros, isto &,
considerados especialistas no assunto por eles. Em decorréncia da facilidade de comunicagdo com as
equipes da zona urbana, a maior parte dos entrevistados reside nesta zona (75%), em bairros centrais e
periféricos, e apenas 25% na zona rural. Entretanto, houve mais entrevistas no Bairro Santa Luzia e
Perpétuo Socorro e na Comunidade Curupira pela maior disponibilidade dos ACSs em contribuirem com a

pesquisa nestas localidades (TABELA 1).

TABELA 1: Relagédo dos entrevistados, nas zonas urbana e rural e, quantitativo por bairro e comunidade rural de
Oriximina - PA.

Zona Urbana — Bairro Zona Rural — Comunidade Unidade Basica de Saude N° de Entrevistados
Santa Luzia _ Santa Luzia 5
Séo Pedro _ N. Sra. das Gragas 2
Nossa Sra. das Gragas _ Anténio Miléo 2
N. Sra. de Fatima _ Antonio Miléo 1
Perpétuo Socorro _ Anténio Miléo 1
Perpétuo Socorro _ Lauro Corréa 5
Santa Terezinha _ Santa Terezinha 2
Sao José Operario _ Corino Guerreiro 3
Bela Vista _ Penta 3
_ Ajara _ 1
_ Ananizal _ 1
_ Curupira _ 4
_ Iripixi _ 1
_ Maceno _ 1

Total 32

Elaboragao: autores.

A maior parte dos entrevistados pertence ao género feminino (81%) e sdo senhoras (faixa dos 45-60) e/ou
idosas (>60), que desempenham varias atividades domésticas, entre as quais, cuidar da saude da familia
e do cultivo de plantas em seus quintais2? Situagdo semelhante observada por outros pesquisadores, tanto
no que se refere aos quintais48 quanto a predominancia do género feminino&4%-561, Contudo, observou-
se durante o trabalho em campo na zona rural, que os homens tém mais dominio sobre as plantas
localizadas na floresta, caracteristica também relatada em Barcarena — PARZ, Quanto ao levantamento
etnobotanico conduzido, houve o registro, identificagdo e coleta de 112 espécimes utilizados como

medicinais, sendo identificados 109 individuos ao nivel de espécie e trés de género (TABELA 2).
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TABELA 2: Plantas medicinais citadas pelos moradores das zonas urbana e rural do municipio de Oriximina-Para.

Pires, Léda, Oliveira et al

Familia Nome cientifico Nome vulgar Origem Forma de uso Parte utilizada Categoria de uso HSTM**
Justicia calycina (Nees) V.AW. Sara-tudo Nat Cha Folha XI; XIV; 1I 13677
Graham
Acanthaceae Justicia pectoralis Jacq. Cumaruzinho Nat Xarope Folha X 13678
Justicia sp. Mutuquinha - Cha Folha XIV; IX 13658
Adoxaceae Sambucus nigra L. Sabugueiro Ntz Cha Folha I; XVII 13679
Alternanthera beftzichiana (Regel) Jacamin Ntz Emplastro Folha XIX 13680
G. Nicholson
Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze Tetraciclina Nat Cha/emplastro Folha X; XlI; XIV 13681
Amaranthaceae
Alternanthera sessilis (L.) R.Br. Agrido Nat Comestivel/xarope Folha X 13682
Dysphania ambrosioides (L) Mastruz Ntz Cha Folha Ii; X 13683
Mosyakin & Clemants
Anacardium giganteum W. Caju-agu Nat Cha Casca XVIII 13684
Hancock ex Engl.
Anacardiaceae Anacardium occidentale L. Caju Nat Cha Casca IX 13685
Mangifera indica L. Manga Cul Cha Casca \% 13686
Annona ambotay Aubl. Envirataia Nat Chal/defumacgéo Folha/casca I; XVII 13687
Annonaceae Annona muricata L. Graviola Cul Cha Folha XlI; XIV 13688
Annona squamosa L. Ata Cul Cha Folha IV; XVIII 13689
Apiaceae Eryngium foetidum L. Chicoéria Nat Cha Raiz ; X 13690
Himatanthus articulatus (Vahi) Sucuuba Nat Cha Cascallatex X; XI; XIV 13691
Apocynaceae Woodson
Thevetia peruviana (Pers.) Castanhola Nat Cha Fruto IV 13692
K.Schum.
Aristolochiaceae Aristolochia trilobata L. Urubu-caa Nat Cha Folha Xl 13693
Acmella oleracea (L.) R.K.Jansen Jambu Ntz Cha Folha Xl 13694
Ayapana tnplmerws (M. Vahl) R.M. Japana-branca, Nat Cha Folha I X: XI 13695
King & H. Rob. Japana-roxa
Asteraceae
Gymnanthemum amygdalinum Figatil cul Cha Folha Xi 13696
(Delile) Sch.Bip. ex Walp. 9
Tagetes patula L. Cravo Cul Defumagao Flor I, XVII 13697
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Unxia camphorata L.f. Sao-Jodo-caa Nat Cha Parte aérea XI; Xl 13698
Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Crajiru Nat Cha Folha/raiz IV; XI; XII; XIV 13699
Lohmann
Bignoniaceae Handroanthus impetiginosus (Mart. Pau D'arco Nat Cha Folha/casca XI5 XVII 13700
ex DC.) Mattos
Mansoa alliacea (Lam.) AH. Cip6-alho Nat Banho Folha X 13701
Gentry
Bixaceae Bixa orellana L. Urucum Nat Cha Raiz/semente 11; X; XIV 13659
Boraginaceae Heliotropium indicum L. Fedegoso Nat Cha Folha IX; XVII 13702
Caricaceae Carica papaya L. Mamao-macho Ntz Cha Flor X; Xl 13703
Commelinaceae Commelina benghalensis L. Marianinha Ntz Cha Parte aérea XIV; XVI 13704
Convolvulaceae Operculina ha.m iitonii (G. Don) D.F. Batatéo Nat Cha Fruto Xl 13705
Austin & Staples

Costaceae Costus spicatus (Jacq.) Sw. Cana-mansa Cul Cha Folha XIvV 13660
Crassulaceae Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. Diabinho Ntz Cha/emplastro Folha IV; XVIII 13706
Dioscoreaceae Dioscorea s}tfflilr:nanmana R, Emenda-osso Nat Emplastro Folha/rizoma Xl 13707
Croton cajucara Benth. Sacaca Nat Banho Folha/casca Xl 13708
Croton sacaquinha Croizat Sacaquinha Nat Banho Folha XI; XVIII 13709
Jatropha curcas L. Pinhao branco Ntz Cha Folha X; XV; XVIII 13710

Euphorbiaceae
Jatropha gossypiifolia L. Pinh&o-roxo Nat Cha/xarope Folha Xl 13711
Jatropha multiflora Pax & K. Hoffm. Pido- pajé Cul Banho/emplastro Folha XI; XVIII 13661
Euphorbia Tithymaloides (L.) Poit. Coramina Nat Cha Folha IX 13712
Bauhinia acreana Harms Escada-de-Jabuti Nat Cha Casca IX; XIV 13713
Bauhinia forficata Link Pata-de-vaca Nat Cha Folha/casca IV; IX 13714
Campsiandra laurifolia Benth. Manaiara Nat Banho de assento/cha Casca L Xt Xl)l<v>|(lllv PRVE 13715

Fabaceae Copaifera sp. Copaiba Nat Pomada/cha/xarope Oleoresina/casca Xl
Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. Cumaru Nat Xarope Oleo/semente X 13716
Hymenaea courbaril L. Jatoba, Jutai Nat Cha Seiva/casca XlI; XIV 13717
Libiciibia ferrea (Mart. exTul)L.P. Juca Nat Emplastro Semente Xl 13718
Queiroz
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Machaerium ferox (Mart. ex Benth.)

Ducke Sara-tudo Nat Cha Folha XI5 XIV; XVIlI 13719

Macrolobiurg;t:ﬁl;jugum (eC) Acapurana Nat Banho de assento Casca Xl MG224224
. dst:;g’g::?&g’r’t‘_j)'%”ovme Barbatimao Nat Cha Folha XIV; XVI 13720
Tamarindus indica L. Tamarindo Cul Cha Fruto XI; XIV 13721
Humiriaceae Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. Uxi-liso Nat Garrafada Casca XI; XIV 13722
Iridaceae Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. Marupazinho Nat Rizoma Rizoma I; Xl 13723
Pogostemon heyneanus Benth. Sandalo Ntz Cha Folha XVIII 13662
Aeollanthus ;‘;f:ﬁg’ens Mart.ex | - atinga-de-mulata cul Cha Folha X; XI; XVIII 13663
Mentha arvensis L. Vick Cul Decocgéo Folha X 13664
Mentha x piperita L. Hortelazinho Cul Cha Folha X; Xl 13665
Ocimum americanum L. Esturaque Ntz Xarope/cha/maceragéo Folha X 13724

Lamiaceae
Ocimum gratissimum L. Alfavacéo Ntz Cha Folha X; XVIII 13725
Plectranthus amboinicus (Lour.) Hortela-grande cul Chalxarope Folha X: XI 13666
Spreng.
Plectranthus barbatus Andr. Melhoral Cul Cha Folha X; Xl 13667
Plectranthus neochilus Schltr. Boldinho Cul Cha Folha Xl 13668
Scutellaria purpurascens Sw. Trevo-roxo Nat Cha Raiz/ folha VIII; X 13726
Lauraceae Cinnamomum verum J. Presl| Canela Cul Cha/emplastro Folha X; XVIII 13669
Persea sp. Abacate - Cha Folha/fruto XlI; XIV 13670
Lythraceae Punica granatum L. Roma Cul Cha/xarope Cascalfruto X; XIV 13671
Malpighiaceae Byrsonima crassifolia (L.) Kunth Muruci Nat Emplastro Casca Xl 13727
Malvaceae Gossypium barbadense L. Algodao Ntz Xarope Folha X 13728
Meliaceae Carapa guianensis Aubl. Andiroba Nat Xarope/emplastro Fruto IV; X; XII; XV; XVIII 13729
Moraceae Morus nigra L. Amora Cul Cha Folha 1V; IX; X; Xl 13672
Eugenia uniflora L. Pitanga Nat Cha Folha Xl 13730
Myrtaceae Psidium guajava L. Goiaba Ntz Cha Cascalfolha XI 13731
Syzygium cumini (L.) Skeels Azeitoneira Ntz Maceragéo Folha/casca Xl 13732
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Nyctaginaceae Boerhavia diffusa L. Pega-pinto Ntz Cha Folha XIvV 13733
Oxalidaceae Averrhoa carambola L. Carambola Cul Cha Folha/fruto \Y 13734
Passiflora cincinnata Mast. Maracuja-do-mato Nat Cha Folha/fruto \Y| 13735
Passifloraceae

Passiflora edulis Sims Maracuja-peroba Nat Cha Folha/fruto VI; IX 13736
Pedaliaceae Sesamum indicum L. Gergelim Cul Cha Raiz IX; X 13673
Phyllanthaceae Phyllanthus orbiculatus Rich. Quebra-pedra Nat Cha Folha XV 13737
Phytolaccaceae Petiveria alliacea L. Mucura-caa Ntz Banho/pomada Folha XVIII 13738
Piper aduncum L. Pau-de-Angola Nat Banho Folha XVII 13739
Piper callosum Ruiz & Pav. Elixir-Paregérico Nat Cha Raiz/folha Xl 13740

Piperaceae
Piper marginatum Jacq. Caapeba Nat Cha Folha IX; XIV; XVII 13741
Piper nigrum L. Pimenta-do-reino Cul Cha Fruto XI; Xl 13742
Plantaginaceae Scoparia dulcis L. Vassourinha Nat Cha Folha IV; XIV 13743
Poaceae Cymbopogon citratus (DC.) Stapf Capim-santo Ntz Cha Folha IV; VI; XI 13744
Polypodiaceae Phlebodium ‘ﬁeg‘ganum (Willd.) Guaribinha Nat Cha Raiz/folha X 13745
Portulacaceae Portulaca pilosa L. Amor-crescido Nat Cha Folha I; XI; Xl 13746
Coffea canephora L. Café Cul Cha Fruto/folha XI; XVIII 13747
Genipa americana L. Jenipapo Nat Cha Fruto \% 13748
Rubiaceae Morinda citrifolia L. Noni cul Cha Fruto XVIII 13749
Uncaria g“’agfr’]:’s (Aubl.) J.F. Unha-de-gato Nat Cha Casca XIV 13750
Citrus x aurantium L. Laranja-da-terra Ntz Cha Fruto 1V; XI 13751
Rutaceae Citrus x limon (L.) Osbeck Limao Ntz Chalxarope Fruto/folha X; 1; XI 13752
Ruta graveolens L. Arruda Cul Cha Folha VI 1X; X; XI; XV 13674
Simaroubaceae Quassia amara L. Quina Nat Cha Folha I; 1IV; IX 13753
Capsicum frutescens L. Malagueta Ntz Emplastro Fruto XVII 13754

Solanaceae
Solanum stramoniifolium Jacq. Jurubeba Nat Banho Folha XVII 13755
Cecropia pachystachya Trécul Imbauba Nat Emplastro Folha X; XVIII 13756

Urticaceae
Laportea aestuans (L.) chew Urtiga Nat Emplastro Folha Xl 13757
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Aloysia gr a”ss’T’ffnge""es & Hook.) Alfazema Nat Banho Folha XVIII 13758
Lippia alba (Mill) N.E.Br. ex P. Cidreira Nat Cha Folha VI IX; X 13759
Wilson

Lippia sidoides cham Carmelitana Nat Cha Folha Xl 13760

Verbenaceae Lippia origanoides Kunth Salva-de-Marajo Nat Cha Folha X; XI; XVIII 13761

Lippia sp. Mangirona - Cha Folha X; XVIII 13675

Phyla betulifolia (Kunth.) Greene Capim-doce Nat Cha Folha Xl 13762

Stachytarpheta \‘Z’r’ﬂe””ens's (Rich.) Rinchao Nat Cha Folha XV 13763

Vitex agnus-castus L. Alecrim-do-norte Ntz Cha Folha XV 13764

Vitaceae Cissus verticillata (L) Nicolson & Insulina Nat Cha/maceragao Folha IV; 1X 13765
C.E.Jarvis

o Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt Vindica Cul Cha/banho Folha IX; XVII 13676
Zingiberaceae & R.M.Sm.

Zingiber officinale Roscoe Mangarataia Cul Cha/xarope Raiz X; XV 13766

Elaboragéo: autores.

Nat = Nativa; Ntz = Naturalizada; Cul = Cultivada; ** = Herbario HSTM da UFOPA,; # = Herbario Jodo Murca Pires do Museu Goeldi; | - Algumas doengas infecciosas e parasitarias; Il —
Neoplasias; Ill - Doengas do sangue e dos 6rgdos hematopoiéticos e alguns transtornos imunitarios; IV - Doengas enddcrinas, nutricionais e metabdlicas; V - Transtornos mentais e
comportamentais; VI - Doengas do sistema nervoso; VII - Doengas do olho e anexos; VIII - Doenga do ouvido e da apdfise mastdide; IX - Doengas do aparelho circulatério; X - Doengas do
aparelho respiratério; Xl - Doengas do aparelho digestério; Xll - Doencas da pele e do tecido subcutaneo; Xlll - Doengas do sistema osteomuscular e do tecido conjuntivo; XIV - Doengas do
aparelho geniturinario; XV - Gravidez, parto e puerpério; XVI - Algumas afec¢des originadas no periodo perinatal; XVIll - Sintomas, sinais e achados anormais e/ou mal definidos; XIX - Lesdes,
envenenamento e algumas outras consequéncias de causas externas; XX - Causas externas de morbidade e de mortalidade.
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As informagdes botanicas foram atualizadas?®, categorizando-as em nativas (56,8%), naturalizadas
(20,1%) e cultivadas (22,3%) (FIGURA 2), corroborando a importancia das nativas no preparo dos remédios

caseiros na Amazodnia Central, resultado semelhante observado em outros estudos publicados entre 1983
e 2017146:49.57-65]

FIGURA 2: Categorizacdo das espécies medicinais utilizadas no preparo de remédios caseiros em Oriximina.

Cultivadas
22,3%

. ® Nativas
Naturalizadas 56,8%

20,1%

Elaboragao: autores.

As familias mais representativas foram: Fabaceae (12), Lamiaceae (10), Verbenaceae (8) Euphorbiaceae
(6), Asteraceae (5), Piperaceae (4) e Rubiaceae (4) (FIGURA 3). Em geral, observa-se a predominancia de

espécies da familia Fabaceae em estudos realizados na Amazonial#8.58.59,62,63,66-68]

FIGURA 3: Quantidade de espécies medicinais de acordo com as familias botanicas.

12
o
Z 10
8
g 8
w
o
£ 6
(=1
w
@
4
@
o
i I I I l
=
@
g 0

& /] (/] /] (] (] <
o o g ol Kod
& & & & ,bc?’rb i . ,bo‘z’%
& & ° S & ¢ &
N & (.2(\0 @ &
<

Elaboragao: autores.

Embora nido seja objeto de analise dessa pesquisa, observou-se alta representatividade de espécies
introduzidas da Africa, Asia e Europa, semelhante ao relatado por outros pesquisadoresl46:48:49.56.60.69-73] por
exemplo, algumas das plantas mais citadas séo originarias destes continentes: hortela-grande (Plectranthus
amboinicus (Lour.) Spreng. — Africa e Asia)Z4, diabinho (Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. - Africal’3],
horteldzinho (Mentha arvensis L. - Europa)8, capim-santo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf - Asia)ZZ,

arruda (Ruta graveolens L. - Europa)’®, mastruz (Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants -
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Ameérica Central)’2, boldo (Plectranthus barbatus Andr. - Africa)8%, boldinho (Plectranthus neochilus Schitr.

- Africa)8Y, figatil (Gymnanthemum amygdalinum (Delile) Sch.Bip. ex Walp. - Africa)&2.

Quanto a forma de vida, houve predominio das arbdreas (29,8%), enquanto herbaceas e arbustos tiveram
a mesma proporcao (24,6%), seguidas de subarbustos (12,1%) e lianas (8,9%) (FIGURA 4A). No que diz
respeito as partes do vegetal, as folhas s&o mais utilizadas (56,3%), presumivelmente, pelo facil acesso a
elaslt384l: seguidas de cascas (17,5%), sementes (14,2%), raiz (7,9%), flor (3,7%) e caule (1%) (FIGURA
4B). Embora as cascas aparegam em proporgéo bem menor que as folhas, o uso desta parte do vegetal &

uma caracteristica importante para a regi&o amazonical’3l.

FIGURA 4: (A) Categorizagédo das espécies de acordo com as formas de vida; (B) Frequéncia das partes das plantas
utilizadas.
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Elaboragao: autores.

No que diz respeito as formas de uso dos remédios, a infusdo (cha) (73%) é a mais utilizada, seguidas de
xarope (12%), maceracao (5%), gargarejo (4%) e decocgao (4%). Quanto ao uso externo, o emplastro atingiu
70%, seguidos do banho de assento (20%) e da pomada (10%) (FIGURA 5). Hoje, esta ultima forma de

preparo sofreu adaptagdes por meio da substituicdo das banhas de animais por gordura vegetal hidrogenada.

FIGURA 5: (A) Formas de uso interno das partes das plantas; (B) Formas de uso externo das partes das plantas”.
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Elaboragéo: autores.
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Quanto aos documentos governamentais analisados, das 34 espécies nativas da Amazonia, caracterizadas
como de uso tradicional™, apenas sete ndo constam em nenhum dos 14 documentos, a saber: 1.
Operculina hamiltonii (G. Don) D. F. Austin & Staples (batatido); 2. Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (uxi);
3. Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. (marupazinho); 4. Bertholletia excelsa Kunth (castanha); 5.
Ampelozizyphus amazonicus Ducke (saracuramird); 6. Genipa americana L. (jenipapo) e 7. Quassia amara
L. (quina). O documento com o maior nimero de nativas da Amazénia € a RENISUSES, por reunir
informagbes acerca das espécies usadas nos servigos de fitoterapia do Brasil, seguido do PPPM1Y, que
contém as plantas nativas mais utilizadas pela populagdo brasileira. A 12 Edigdo da FBZ e a 12 Edig&o do
FFFB®“! apresentaram indices semelhantes, apesar das diferentes épocas em que foram elaborados (1926
e 2011), o que demonstra o interesse na reintrodugao de espécies nativas no SUS, muitas delas excluidas
apos as revisdes das FBs!'289, Quanto a 12 Edigdo da FBI2Z, ha cinco citadas em Oriximina dentre as oito
presentes neste documento: 1. Anacardium occidentale L. (caju); 2. Ayapana triplinervis (M.Vahl) R.M.King
& H.Rob. (japana); 3. Copaifera guyanensis Desf. (copaiba); 4. Piper aduncum L. (pau-de-Angola); 5.
Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. (rinch&o). Em relagéo a 12 Edigdo do FFFBI4!, apenas a Paullinia
cupana Kunth ndo foi mencionada em campo, sendo as demais utilizadas: 1. Justicia pectoralis Jacq.
(cumaruzinho); 2. Copaifera guyanensis Desf. (copaiba); 3. Copaifera multijuga Hayne (copaiba); 4.
Copaifera paupera (Herzog) Dwyer (copaiba); 5. Copaifera reticulata Ducke (copaiba); 6. Passiflora edulis
Sims (maracuja-peroba) e 7. Lippia origanoides Kunth (salva-de-Marajo). A RDC 10/201023 também consta
quatro espécies, a saber: 1. Justicia pectoralis Jacq.; 2. Anacardium occidentale L.; 3. Passiflora edulis
Sims; e 4. Lippia origanoides Kunth. No 1° Suplemento do FFFBEZ contém apenas Handroanthus
impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos. A FIGURA 6 mostra a distribuicdo das espécies de acordo com os 14

documentos analisados e o ano em que foram produzidos.

FIGURA 6: Distribuigcdo das espécies nativas do Bioma Amazonia presentes nos documentos analisados.
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Elaboragao: autores.

RENISUS (2009) = Relagao de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS; PPPM (1982) = Programa de Pesquisa em
Plantas Medicinais; FB 1 Ed. (1926) = Farmacopeia Brasileira 12 Edicdo; FFFB (2011) = Formulario de Fitoterapicos
Farmacopeia Brasileira; RDC 10/2010 (2010) = Resolugéo da Diretoria Colegiada 10/2010; Memento (2016) = Memento
Fitoterapico Farmacopeia Brasileira; FFFB 1 supl. (2018) = 1° Suplemento do Formulario de Fitoterapicos Farmacopeia
Brasileira; FB 5 (2010) = Farmacopeia Brasileira 52 Edigdo; RDC 26/2014 (2014) = Resolugéo da Diretoria Colegiada
26/2014; FB 2 Ed. (1959) = Farmacopeia Brasileira 22 Edicao; OMS 1-4 (1999-2009) = Monografias da OMS; FB 6 Ed.
(2019) Farmacopeia Brasileira 62 Edicdo; FB 4 Ed. (1988) = Farmacopeia Brasileira 42 Edigdo; FB 3 Ed. (1977) =
Farmacopeia Brasileira 3% Edigao.
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Por sua vez, nove espécies utilizadas em Oriximina ndo constam em nenhum documento: 1. Mansoa
alliacea (Lam.) A.H.Gentry (cipé-alho); 2. Heliotropium indicum L. (fedegoso); 3. Operculina hamiltonii (G.
Don) D. F. Austin & Staples (batatédo); 4. Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (uxi); 5. Eleutherine bulbosa
(Mill.) Urb. (marupazinho); 6. Genipa americana L. (jenipapo); 7. Quassia amara L. (quina); 8. Bertholletia
excelsa Kunth (castanha); 9. Ampelozizyphus amazonicus Ducke (saracuramird). As duas Ultimas espécies
ndo foram identificadas na presente pesquisa, mas mencionadas por Oliveira®l em comunidades
quilombolas em Oriximina. Investigagdo desta natureza demonstra a necessidade de mais estudos
etnoboténicos a respeito da flora medicinal amazénica, visando ampliar a compreensdo da realidade
estudada. Ao mesmo tempo, analisa-se o afastamento entre as normativas do SUS e a realidade
pesquisadal®, tendo a perspectiva de promover a regionalizagdo da fitoterapia. A titulo de exemplo, a
Uncaria tomentosa nao € a etnoespécie que mais apresenta registros historicos e/ou etnobotanicos no
Brasil, mas sim a Uncaria guianensisi®272, Alguns estudos mostram a presenga de ambas ou apenas da U.
tomentosal'4l. E no caso particular de Oriximind, a mais importante é a U. guianensis, identificada nessa

pesquisa e por Oliveiral®d,

Outro dado que mostra a prevaléncia desta espécie é a maior quantidade de registros em bancos de dados
botanicos Species Link e Jabot, onde o primeiro mostra 455 registros e o segundo 79. Enquanto a U.
tomentosa apresenta apenas 39 e 9 registros em cada uma das bases citadas anteriormente. Outro
exemplo € o da Carapa guianensis, com registros historicos feitos por naturalistal®® e usada até
hojel82:5254.78] oy seja, com longa tradigdo de uso, muito semelhante a Paullinia cupana que teve sua
importancia medicinal reconhecida em todas as seis edigdes das FBs, além dos registros realizados por
Sprucelf”l e von Martiuslél, cujo perfil atribui-se o conceito de “validagéo social’8. Diante destes dados,
observa-se que ambas apresentam um perfil semelhante, mas pode se dizer que a Carapa guianensis tem
mais utilidade como recurso medicinal para a populagdo amazdnica. Fato corroborado pela quantidade de
registros no Species Link (764) e Jabot (74) para a Carapa guianensis, enquanto a Paullinia cupana
apresenta 34 em cada uma das bases supracitadas. Isso significa dizer que os documentos do SUS néo
refletem a realidade dos estudos etnobotanicos conduzidos na Amazédnia, no sentido de valorizar espécies
que apresentam maior importancia a populagdo. Portanto, os dados obtidos fornecem subsidios para
selecionar espécies nativas da Amazonia ja reconhecidas pelos moradores de Oriximina que, ao mesmo
tempo, apresentam requisitos de tradicionalidade de uso para emprego no SUS local, contribuindo para a

regionalizacao da fitoterapia.

Conclusao

O estudo demonstra a existéncia de espécies nativas de uso tradicional da Amazoénia presentes em
documentos governamentais. Entretanto, a maior parte delas consta em documentos que ndo fazem parte
do arcabougo regulatério da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tais como RENISUS e
PPPM, o que ratifica a falta de pesquisas para inclusdo de tais espécies no SUS, embora sejam as mais
conhecidas e utilizadas pela populagéo, o que mostra a necessidade de pesquisas etnobotanicas alinhadas
ao SUS. A exclusdo das nativas é fato notério e sempre discutido no ambito da gestdo da PNPMF, no
sentido de encontrar meios para inclui-las no SUS. Fato corroborado pela redugdo da presenga delas
quando se compara a FB 12 Edicdo (1926) as edigbes posteriores, mas nota-se um aumento gradual em
documentos mais recentes (RDC 10/2010, 12 edicdo do FFFB e de seu suplemento), caracterizando a

recuperagao de informagdes a respeito das nativas, proporcionado pelas agdes conduzidas no ambito da
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gestao da PNPMF. Entretanto, ratificamos a falta de interface entre as politicas de saude em fitoterapia do
SUS e a realidade local. De tal maneira que nove espécies nativas da Amazobnia empregadas pela
populagéo de Oriximina ndo constam em nenhum dos documentos analisados, salientando a importancia
da etnobotanica como estratégia de introdugéo da fitoterapia alinhada ao SUS local. E no caso especifico
de Oriximind, as nativas de uso tradicional devem servir de base para elaboragdo de protocolos de uso na

APS, considerando as diferentes realidades apresentadas pelas zonas rural e urbanal29,
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Resumo

A Nanotecnologia tem se destacado significativamente em diversas areas da ciéncia, em especial, na area
farmacéutica. Os nanocarreadores de farmacos apresentam uma alternativa segura e eficaz, apresentando
propriedades importantes do ponto de vista farmacoterapico. Sob esse aspecto, destacam-se as
nanoemulsdes como veiculo de farmacos ja consagrados. Trata-se de sistemas constituidos por glébulos
bastante reduzidos, em escala manométrica, que podem veicular principio ativo sendo ainda adequados a
distribuicdo de substancias ativas na pele, permitindo maior absorgéo. Dentro deste contexto, o presente
estudo de revisdo descreve metodologias de sintese de nanoemulsdes utilizando para composi¢édo da
férmula, extratos e 6leos vegetais, medicamentos alopaticos convencionais e nanoparticulas metalicas.

Palavras-chave: Alopatico. Nanobiotecnologia. Nanoparticula. Oleo vegetal.

Abstract

Nanotechnology has stood out significantly in several areas of science, especially in the pharmaceutical field.
Drug nanocarriers are considered a safe and effective alternative because they possess essential properties from
the pharmacotherapeutic perspective. In this regard, nanoemulsions stand out as a vehicle for already established
drugs. These are systems made up of tiny globules on a nanometric scale, which can transport the active
ingredient and are still suitable for the distribution on the skin, allowing more excellent absorption. In this sense,
the present review describes methodologies for the synthesis of nanoemulsions using vegetable extracts and oils,
conventional allopathic medicines, and metallic nanoparticles for the composition of the formula.
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Keywords: Allopathic. Nanobiotechnology. Nanoparticle. Vegetable oil.

Introducgao

A nanotecnologia & uma area multidisciplinar que utiliza valores de nanoestruturas com dimensao entre 1 a
100 nandmetros (nm), focalizando em materiais de tamanho atémico, molecular e supramolecular,
apontando o controle e manipulagdo desses novos materiais em escala celular ou menor, que nao seria
possivel através da tecnologia convencional®2, Os nanoprodutos ou nanomateriais desenvolvidos
apresentam vantagens quanto a possibilidade de obtengdo da estabilidade cinética, caracteristicas
organolépticas favoraveis, maior poder de penetragao e/ou absorgéo, maior biodisponibilidade, incremento

da solubilidade em agua para substancias pouco sollveis e a liberagao controlada de farmacos®4l,

Com a busca de sistemas terapéuticos mais eficazes, que garantam a baixa toxicidade, reduzam os efeitos
adversos e diminuam as doses, a nanotecnologia € uma alternativa para a inovagdo dos medicamentos,
principalmente, quando se refere a liberagdo controlada do farmaco. Entre as vantagens que os
nanossistemas podem oferecer destaca-se a prote¢do do farmaco no sistema terapéutico contra possiveis

instabilidades no organismo, mantendo seus niveis plasmaticos em concentragdes constantes(s.

A sintese de nanofarmacos envolve técnicas de fabricagdo e aplicagdo das nanoestruturas que possuem
formas e tamanhos controlados!®. As nanoemulsdes (NEs), por exemplo, sdo muito utilizadas como veiculos
nas industrias cosmética, farmacéutica e de alimentos. Estas apresentam vantagens como a veiculagéo de
ativos tanto hidrofilicos como lipofilicos na mesma formulacao, além de possibilitarem o controle de aspectos

sensoriais adaptados as necessidades da via de administragdo para as quais se destinam!.,

As NEs séo sistemas dispersos entre dois liquidos imisciveis, cujas goticulas encontram-se com tamanho
meédio inferior a 200 nm&4l, sendo necessario para a estabilizagdo da fase aquosa (adgua) e fase oleosa
(6leo essencial), o uso de tensoativo (ou surfactantes), para a obtengdo de amostras homogéneas e
estaveis. Esses sistemas em escala nanométrica podem ser considerados uma derivagdo das Emulsdes,
Microemulsées ou Macroemulsdes, tradicionalmente desenvolvidas pela area farmacéutica (FIGURA 1).
Quando se trata de NEs, os tamanhos das goticulas incorporadas ao sistema possuem dimensao em torno
de 20 a 50 nm21%. As NEs sao obtidas, aplicando-se altas intensidades de agitagéo para dispersar uma
fase liquida ou aquosa, fundida em um dispersante quente a uma fase oleosa constituida, geralmente, por

oleo essencial, adicionando tensoativo, e com resfriamento subsequente para obter o nucleo solido™,

FIGURA 1: Comparagao entre uma nanoemulsdo (esquerda) e uma macroemulséo (direita) com didmetros das goticulas
de 35 nm e 1 ym, respectivamentel'.
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Os sistemas de NEs podem ter como componentes incorporados as formulagdes, além de tensoativos e a
fase aquosa (geralmente agua destilada, pura ou Milli-Q), os 6leos essenciais (OEs), extratos alcodlicos de
vegetais, Oleos vegetais (copaiba, andiroba, por exemplo), nanoparticulas metalicas, farmacos
convencionais, entre outros. Os OEs sao definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
por meio da Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 2 de 20073, como produtos volateis de origem
vegetal obtido por processo fisico (destilagédo por arraste com vapor de dgua, destilagdo a pressao reduzida
ou outro método adequado), sendo flores, folhas, cascas, rizomas e frutos sdo matérias-primas para a

produgéo de 6leos essenciais.

Sendo assim, o objetivo desta revisdo é abordar os métodos de obten¢cdo de nanoemulsées, evidenciando
os reagentes utilizados nas formulagdes, além de abordar os aspectos toxicolégicos dos materiais

nanoestruturados para fins terapéuticos.

Material e Métodos

Existem na literatura, diversos estudos sobre a sintese de NEs e as mais variadas técnicas utilizadas para
sua obtengao, principalmente associadas a 6leos vegetais com atividades terapéuticas. O presente estudo
€ caracterizado como uma reviséo de literatura descritiva e comparativa, analisando produgdes cientificas
indexadas nas seguintes bases eletronicas de dados: LILACS, MEDLINE e SCIELO, que enfocam a sintese

e caracterizacdo de NEs associadas ou ndo a medicamentos alopaticos convencionais.

A revisdo ressalta a preferéncia de metodologia utilizada pelos pesquisadores para desenvolverem a referida
forma nanofarmacéutica e quais as principais técnicas de caracterizagdo do nanoproduto. O recorte temporal
abrangeu um periodo compreendido entre os anos de 2000 a 2019. Outras fontes que abordam o tema, como

artigos e resumos, serviram de suporte para a compreensao de conceitos na area nanofarmacéutica.

Apods o levantamento dos estudos disponiveis em meio eletrénico, foram analisados outros critérios
importantes a serem destacados como: os principais tipos de tensoativos utilizados, qual a técnica de
sintese mais adequada para diferentes vias de administragdo do nanofarmaco (oral, endovenosa ou tépica)

e tipo de farmaco empregado na férmula (6leo vegetal, extrato de plantas ou farmaco convencional).

Resultados e Discussao

As emulsbdes podem ser classificadas em 6leo em agua (O/A), agua em o6leo (A/O) e sistemas multiplos
(AJO/A ou O/A/O) (FIGURA 2). Quando as goticulas da fase aquosa estdo dispersas em fase continua
oleosa, denomina-se A/O, porém, quando as goticulas da fase oleosa estéo dispersas na fase aquosa,
denomina-se O/Al'4. As emulsGes mlltiplas sdo sistemas onde os dois tipos de emulsdes existem
simultaneamente, podendo assim ser do tipo A/O/A ou O/A/O, no qual a fase dispersa contém pequenas
gotas de outra fase dispersa em seu interior, e esta segunda fase dispersa esté fisicamente separada por

uma fase dispersa de composigdo distintalsl,
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FIGURA 2: Morfologia dos tipos de nanoemulsdes: A/O, O/A e sistemas mdiltiplos. Adaptadol®1511,
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As emulsdes, em especial as NEs, por serem constituidas de fase aquosa e fase oleosa, ndo se misturam
espontaneamente, necessitando de um agente emulsionante, o tensoativo ou surfactante. Estdo
disponiveis diversos tipos de tensoativos como: Tween 20, Tween 60, Tween 80, Span 20, Span 60, Span
80, Triton-X, Eter laurilico etoxilado, Policaprolactona, Propilenoglicol, entre outros. Para a obtengéo das
NEs, sdo normalmente utilizadas o farmaco de interesse associado a formulagdo na forma de extrato
vegetal, oleo essencial como: Melaleuca alternifolia, Cymbopogon martini’d; 6leo de semente de
algodaol’®l, Syagrus romanzoffianal'®, Prunus amygdalus, Bertholletia excelsal29, éleo de girasol2], oleo
essencial de laranjal22, Lippia sidoides!?%l, Euterpe oleracea e Cetoconazoll'%, éleo de Copaifera sp.l!], dleo
de azeite refinadol24, Philodendron fragrantissimum23, Gingko biloba e propolis verdel28, Lippia gracilist21,

Aleurites moluccanus L.28, Rosmarinus officinalis 1, Pinus taeda L.29, 6leo de laranja B9,

Outros estudos associam a Fase Aquosa e Fase Oleosa a farmacos alopaticos convencionais como
nucleosideos, antifingicos e até mesmo, analgésicos e anti-inflamatérios. As NEs obtidas através da
associagao de 6leo de gérmen e aciclovir apresentaram caracteristicas fisicas aceitaveisl. A combinagéo
dos farmacos miltefosina e fluconazol foi alcangada, pois através da adigdo do manitol, houve diminuigdo
da afinidade do fluconazol impedindo sua migragdo para fase aquosa, obtendo formulagbes estaveis
quando avaliadas as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicasi?. O desenvolvimento de NEs
associando Anfotericina B e ltraconazol a base de 6leo de oliva e de peixe, demonstraram atividade
antifungica contra os agentes da cromoblastomicose in vivo, sendo menos nefrotoxica que a formulagao
convencional®l, enquanto NEs associadas apenas a Anfotericina B foram eficazes em ensaios para avaliar
a eficacia sobre formas amastigotas Leishmanicidas®3. Para Marques et al.l33, foi possivel o
desenvolvimento de formulagdes de um sistema viavel de NEs associada a Ibuprofeno preparadas pelo

método da inversao de fases.

As emulsdes multiplas podem ser obtidas pelo método da etapa Unica baseando-se no conceito de que
essas emulsdes consistem em mesofase (sistema intermediario) entre simples sistemas A/O e O/A e podem
ser formadas durante o processo de inversao de fases, sobretudo quando o tensoativo n&o-ibnico &

empregado na formulaggol34.13],
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Com relagdo aos métodos de obtencdo de NEs, que consistem basicamente na emulsificagdo das duas
fases (aquosa e oleosa) estabilizada por um tensoativo com a aplicagdo de alta ou baixa de energia para

realizar o processo. Dos mecanismos mais utilizados, destacam-se os de baixa pressao (FIGURA 3).

FIGURA 3: Opgdes de métodos de sintese das NEs.
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Os métodos de emulsificagdo por baixa energia fazem uso de propriedades fisico-quimicas do sistema e
utilizam a inverséo espontanea na curvatura do tensoativo para a obtengéo de goticulas de tamanho reduzido,

sdo eles: Inversdo de Fases pela temperatura e Inversdo de Fases pela alteragéo da fragdo volumétrical2gl,

Uma grande vantagem do método de alta energia €&, portanto, o fato de que muito menos surfactantes (ou
tensoativos) é necessario para formar uma NE. Sendo assim, esse método possibilita beneficios
econdmicos e praticos, entre eles, menor custo com ingredientes; sabores desagradaveis reduzidos

(associados a surfactantes); e menos problemas com a formagéo de espumasl2,

Muitos tém sido os estudos de liberagdo controlada de farmacos em escala nanométrica, sendo destacada
a sintese de microemulsdes e nanoemulsdes, com grande numero de estudos evidenciando uma nova
alternativa farmacéutica. Como os sistemas de emulsdes sao divididos em duas fases, aquosa e oleosa,
estas ultimas sao escolhidas, normalmente, extratos de plantas ou 6leos essenciais para testes do farmaco
de interesse e associacdes com farmacos alopéticos convencionais (FIGURA 4), a exemplos de estudos
realizados utilizando Fluconazol, Aciclovir realizados231, que obtiveram NEs combinadas a estes farmacos

com caracteristicas fisicas aceitaveis.
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FIGURA 4: composigéo da fase oleosa das NEs.
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As fases oleosa e aquosa também sdo denominadas fases lipofilica e hidrofilica, respectivamente. A fase
oleosa influencia as microemulsdes em dois aspectos: forma e tamanho das particulas e permeabilidade
através da pelel24, Em se tratando das nanoemulsdes, normalmente ¢ selecionada com base na solubilidade

do farmaco a ser veiculado, na sua estabilidade, bem como na estabilidade da formulagio desenvolvidal2dl,

Na fase aquosa, rotineiramente séo utilizadas aguas Milli-Q, destilada, pura / ultra-pura e glicerina (FIGURA

5). A quantidade de agua a utilizar € muito importante, pois influencia a estrutura interna das MEs4,

FIGURA 5: Composicdo da Fase Aquosa das NEs.
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Composicao e Técnicas de obtengcao de NES

As NEs sédo citadas na literatura com diferentes nomenclaturas, sendo também conhecidas como
miniemulsdes, microemulsdes instaveis, submicroemulsdes, entre outrosi8, Trata-se de uma derivagdo das
emulsdes, que consistem em misturas heterogéneas com pelo menos um liquido imiscivel disperso em
outro, na forma de goticulas com diametros geralmente maiores que 100 nmE9. No entanto, para NEs, essa
definicdo esta relacionada em fungdo do tamanho e com o aspecto transparente ou translicido quando

apresentam tamanhos inferiores a 200 nm e um aspecto leitoso quando tém tamanhos variando entre 200
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e 500 nmE8, Para Bedinl“Y, as NEs podem ser classicamente definidas como uma dispersdo nanométrica
de goticulas oleosas em uma fase aquosa externa, estabilizada por um sistema tensoativo adequado, cujo

tamanho das particulas (goticulas) pode variar de 100 a 500 nm.

Para que ocorra a formagao de um sistema nanoemulsionado, é necessario que duas condi¢cdes sejam
mantidas: a agitacdo constante, para que ocorra a dispersao de um liquido no outro; e a presenca de pelo
menos um agente emulsificante, para estabilizar o sistemalt1-4211] Dessa forma, € possivel assegurar uma
interagdo entre o 6leo e a agua, reduzindo a tensdo interfacial do sistema, impedindo assim que a
coalescéncia das gotas ocorra344l, Para que ocorra a obtengdo de NEs é necessario fornecer energia,
visto que elas ndo se formam espontaneamente, e esta energia pode ser fornecida por um dispositivo
mecanico como homogeneizadores de alta-pressdo ou ultrassom, que sao capazes de realizar uma taxa
de cisalhamento e, consequentemente, a formagdo de goticulas®. Os homogeneizadores de alta-presséo
consistem basicamente de uma bomba de deslocamento positivo a qual injeta o liquido a ser
homogeneizado sob presséo elevada em uma valvula homogeneizadoral45, J& no ultrassom, o fluido é
conduzido através de um orificio de didmetro reduzido com pressdo moderada e orientado em direcdo a
uma l&mina vibratéria onde sofre impacto, ocorrendo a formagéo das goticulas de tamanho reduzido devido

a vibragdo da lamina que produz ondas ultrassénicas capazes de exercer o efeito de cortel!4],

A adicdo de agentes tensoativos tem a capacidade de diminuir a tensao interfacial do sistema e de formar
um filme interfacial com propriedades esféricas e eletrostaticas em torno dos globulos da fase internall,
Os tensoativos sao substancias que, quando presentes em um sistema, tém a capacidade de adsorver na
superficie (interface em que uma fase é gasosa) ou na interface (fronteira entre duas fases imisciveis) e
alterar sua energia livre48271, A estabilidade coloidal inerente das NEs deve-se ao processo de obtengio
das mesmas, que lhe atribui estabilizagdo estérica quando se faz uso de tensoativos nao idnicos e/ou
polimeros™@, Em alguns casos, a utilizagdo de um co-tensoativo é necessaria para aumentar a estabilidade
do sistema. Com essa adicao de co-tensoativo, pode ocorrer um aumento na estabilidade e na regiéo de

ocorréncia de microemuls&o4Z271,

Os tensoativos possuem uma natureza anfifilica, ou seja, possuem uma regido hidrofébica, que possui
afinidade por solventes apolares e uma regido hidrofilica, que tem afinidade por solventes polares, sendo
que a regido hidrofobica pode ser formada por cadeias hidrocarbénicas saturadas ou insaturadas, ou, em
poucos casos, anéis aromaticos. A outra regido, que € a hidrofilica, pode ser anidnica, catidnica, anfétera e
nao-idnica8Z. Portanto, os tensoativos sdo classificados em idnicos, ndo-idnicos e anféteros. Nesse
sentido, os sistemas nanoemulsionados sdo compostos de fase aquosa, fase oleosa, tensoativo (ou
surfactante) e, quando necessario, o co-tensoativo?4, O co-tensoativo tem a finalidade de reduzir as
tensbes interfaciais em niveis mais baixos, interagir de varias formas na camada interfacial e melhorar a
fluidez do filme, muito utilizado para tensoativos n&o-idnicos 259, Esta molécula geralmente é um alcool,
apresentando um grupamento polar a apolarl®¥. Além disso, associagdes com nanoparticulas metalicas

também s&o comuns,

E necessaria a escolha do tensoativo adequado ao tipo de forma farmacéutica que se pretende utilizar.
Estes componentes estédo disponiveis em grande nimero, mas o seu uso na formagédo de Microemulsdes
para aplicagéo topica é limitado devido & sua toxicidade, irritagdo potencial e mecanismo de agdol24, A

utilizacao de tensoativos ndo-idnicos € mais frequente para a sintese de NEs. Entretanto, nanoemulsées
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catiénicas O/A tém sido propostas como potenciais sistemas de liberagdo para macromoléculas como

Oligonucleotideos antisenso (ON) ou Acido desoxirribonucleico DNAB1,

Para a uniformizagdo do sistema nanoemulsionado, sdo utilizadas metodologias de alta e baixa energial'4l,
Os métodos de alta energia de emulsificagdo (homogeneizadores de alta pressao ou ultrassom), e métodos
de baixa energia, no qual esta incluido a Inversao de Fases e o método da temperatura de Inversdo de
Fases2. Esse processo depende de varios tipos de equipamentos que permitem produzir emulsdes em
escala laboratorial ou industrial, sendo eles, os agitadores mecanicos, homogeneizadores, ultra-

sonicadores e moinhos coloidais22.

A intensidade de sonicagdo € um pardmetro com grande influéncia no processo, uma vez que o0 seu
aumento diminui o tamanho das particulas. Com o aumento do tempo de sonicagéo, a temperatura também
aumenta, o que pode ser prejudicial no caso de materiais termolabeis ou no caso de reagentes que possam
evaporar, como é o caso do etanol24, Durante o periodo de agitagéo inicial usada para emulsificagéo
formam-se goticulas, e a medida que a agitagao continua, a probabilidade de colisdo das goticulas aumenta,

também ocorre coalescéncia, o que pode diminuir a viscosidade de uma emulsaol22.

De acordo com Morais['¥, as principais etapas e/ou mecanismos de processos de instabilidade observadas
em emulsdes podem ser: floculagéo, cremeacao, coalescéncia, maturagéo de Ostwald (Ostwald ripening)
e inversao de fases (FIGURA 6). Para que se evitem processos de instabilidade, é necessaria a utilizagédo
correta de tensoativos que sdo obtidos através de calculos matematicos determinando o Equilibrio-hidréfilo-
lipdfilo (EHL). Esse sistema ira representar o balango do tamanho e forga desses dois grupos e ira traduzir
as propriedades hidrofilicas e lipofilicas de um composto anfifilico em termos de escala numérica, os valores

de EHL vao aumentando a medida que a substancia se torna mais hidrofilicald.

FIGURA 6: Representagdo esquematica do processo de instabilidade de emulsdes ©2.
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Aspectos Toxicoldgicos das NES

Os estudos de toxicidade sédo imprescindiveis para comprovacgéo da eficacia terapéutica dos nanofarmacos,
pois a combinagdo dos constituintes da formulagdo, bem como os métodos de sintese, interfere nas
propriedades do produto final como estabilidade e interagées do nanomedicamento. Como as NEs possuem
a dimensdo na escala nanométrica, sdo necessarios cuidados quanto a interacdo das nano-formula¢des
com organismos vivos. Estudos demonstram que os tamanhos das particulas podem alterar as
propriedades bioldgicas de nanomateriais, como solubilidade, e que particulas menores possuem uma area
de superficie maior, o que interfere diretamente na sua bioatividade®354, Além disso, as altas
concentragdes de surfactantes e co-surfactantes (ou tensoativos), em algumas formulagdes de NEs, podem
ser toxicas para os tecidos onde se acumulam ou sio aplicadas, resultando em hemdlise, dano celular e

inflamacao teciduall2s.,

Os 6leos essenciais, bastante utilizados em nano-formulagées, além de serem utilizados para estudos de
atividade terapéutica, tem demonstrado atividade no controle in vitro de fitopatégenos®?, sendo uma
alternativa na pratica Biotecnologica. Em estudos utilizando 6leo essencial de patchouli (Pogostemon
cablin) com propriedade antifingica, anti-helmintica, entre outras e sua nanoemuls&o®3, comprovou seu
uso para atividades inseticidas e manejo de populagdes resistentes. Apesar do uso de plantas para fins
terapéuticos ser muito difundido, as pessoas desconhecem o fato de que elas podem apresentar toxicidade,
tanto para o homem, quanto para os amimais: assim, &€ importante avaliar seu grau toxicolégico, pois mesmo
possuindo atividades medicinais, sendo toxico, seu uso se tornara inviavel®57, Varios desses produtos,
que ocorrem naturalmente em plantas, t¢m mostrado propriedades quimiopreventivas contra carcinogénese
utilizando modelo in vitro e animais®8l. Portanto, metodologias que expde as NEs em testes para avaliar
parametros obtendo caracteristicas de toxicidade utilizando microorganismos ou organismos vivos,

oferecem resultados seguros.

Os testes que envolvem atividade antimicrobiana sdo bastante empregados em ensaios de toxicidade.
Alguns dados na literatura reportam que as ocorréncias de bactérias resistentes a antibidticos tém
despertado o interesse de pesquisas para o desenvolvimento de novas substancias antimicrobianas, pois
o fendbmeno da resisténcia bacteriana a diversos antibioticos e agentes quimioterapicos impde sérias
limitagbes as opgdes para o tratamento de infecgdes bacterianas, representando uma ameacga para a saude
publical®d, Diante disso, os produtos derivados de plantas vém ganhando destaque como fonte alternativa
de compostos antimicrobianos, como exemplo, extratos de plantas ricos em compostos fenodlicos®® 84,

taninos, esteroides e alcaloides!81.62.57],

Ensaios para comprovagdo de atividade antimicrobiana foi melhorada, de uma forma geral, quando os
compostos isolados 6leo essencial de palmarosa (Cymbopogon martinii) e geraniol passaram a integrar
uma nanoemulsdo, mas principalmente quando as nanoparticulas de prata foram acrescentadasl®3l. Além
da atividade antimicrobiana, testes de genotoxicidade também sé&o realizados como indicador secundario
de toxicidade. As nanoemulsdes formuladas com 6leo essencial de Eucalyptus globulus nao ocasionou
reducdo na viabilidade celular; ndo desencadeou a formagéo de espécies reativas de nenhuma natureza;

onde, também, n&o se constatou perfil genotdxico nessa formulagdo em nenhuma das concentragbes!®4l,
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Conclusao

Com base nos resultados obtidos através da metodologia aplicada, podemos concluir que existe um grande
interesse da comunidade cientifica em obter novas formas farmacéuticas em escala nanométrica utilizando
extratos de plantas. Ainda é possivel detectar a possibilidade relativamente diversa, do planejamento
experimental, quanto aos métodos de sintese e caracterizagdo das nanoemulsdes a serem obtidas, bem
como a sua viabilidade, pois, as amostras obtidas nos estudos apresentam caracteristicas fisico-quimicas
compativeis com um sistema estavel, caracteristica desse tipo de nanofarmaco. Faz-se importante a
continuidade de estudos que apontem as propriedades toxicolégicas e mutagénicas dos produtos
sintetizados, ja que boa parte é elaborada com o propdsito de uso in vivo. As analises desse tipo de
comportamento, utilizando os protocolos experimentais biotecnoldgicos, contribuirdo para a validagao dos

nanofarmacos e seu uso com segurancga.
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Abstract

The objective of this study was to carry out phytochemical analysis of the bark extract of Casearia javitensis
and to evaluate its antipromastigote activity against Leishmania amazonensis. The ethanol extract (EE) was
fractionated in open-column chromatography to obtain the hexane (FrHex), dichloromethane (FrDcm), ethyl
acetate (FrAcOET) and methanol (FrMeOH) fractions. The EE and its fractions were analyzed by thin layer
chromatography (TLC). FrDcm was analyzed in high performance liquid chromatography with diode array
detection (HPLC-DAD). The antipromastigote assay of Leishmania amazonensis and the cytotoxicity test
against the acute monocytic leukemia cell line (THP-1) were performed by the MTT colorimetric assay. The
phytochemical profile in TLC detected terpenes in all samples. However, in the ultraviolet spectrum (HPLC-
DAD) for FrDcm suggested the presence of a phenolic compound. FrHex and FrDcm showed
antipromastigote activity (ICso = 116.6 + 0.9 and 59.4 + 1.1 ug mL™", respectively) and low cytotoxicity (CCso
=333.4 £ 3.2 and 241.2 £ 1.9 ug mL™", respectively). The selectivity index for FrDcm was 4.1. We conclude
that the FrDcm of C. javitensis has potantial as a leishmanicide, and this activity may be related to the

presence of phenolic compound.

528
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 528-537 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:fanidolabela20@gmail.com

In vitro antileishmanial activity and phytochemical analysis of Casearia javitensis Silva, Eiro, Silva-Silva, et al
Kunth (Salicaceae)

Keywords: Leismaniasis. Antipromastigote. Cytotoxicity (THP-1). Phenolic Compound.

Introduction

The leishmaniases are a group of infectious disease, non-contagious, caused by protozoan parasites of the
genus Leishmania, which affects skin and mucous membranes, transmitted to humans by the bite of infected
female phlebotomine sandfliestl. Endemic in 97 countries, an estimated 1 billion people live in an area at

risk for the disease worldwide and there are no optimistic forecasts for its control for the next few years2,

The Amazon was responsible for 57.3% of all cases of leishmaniasis in Brazil, with the states of Para
(30.2%), Mato Grosso (17.3%), Amazonas (15.0%) and Maranhao (13.4%) presented the most cases of

Leishmaniasis in this region4],

The treatment of leishmaniasis is mainly carried out with pentavalent antimonial drugs (sodium
stibogluconate and meglumine antimoniate), whereas Pentamidine and Amphotericin B are the second
choice in therapy™. However, the use of these drugs is questionable because of the limitations of toxicity,
variable efficacy, requirements for parenteral administration and/or length of treatment regimens, and a high
cost>Z. In addition, there are reports of parasite resistance, including the global HIV/AIDS epidemic with its
accompanying impact on the immune systemt, having high Leishmania-HIV coinfection rates reported from

Brazil, Ethiopia and the state of Bihar in Indial2.

Moreover, in the Amazon, therapeutic failure may be related to the resistance of the parasite to drugs, to the
irregular and distant use of individuals who live far enough away from health services'%. Therefore, it is
necessary to search for new therapeutic alternatives, with medicinal plants being an important source of

bioactive compounds.

The Amazon region still presents high rates of infectious and parasitic diseases, with an expressiveness of
deaths™! that may be associated with the population's poor access to health services. Given this scenario,
traditional knowledge about the use of medicinal plants often symbolizes the only therapeutic resource for
these communitiest'&. Among the plants, it stands out the genus Casearia (Salicaceae), composed of about
180 species throughout the tropical and subtropical regions of the globe, including Africa, Asia, Australia,
North America and South America, and the Pacific islands!®l, with 70 species belonging to the American
continent and 37 present in Brazil'4, they stand out because they have species known for medicinal use in

the Amazon, with potential cicatrizant activity[Sl,

The morphology of this genus is described as shrubs or small trees, found more frequently in forest
vegetationl'®l, and are noted for their medicinal importance, with wide recommendations in traditional
medicine for the treatment of wounds, ulcerl'?, to cicatrizing!'®, in addition to being used frequently for the

treatment of different skin diseases!'¥, which may be related to leishmaniasis.

In addition, species of the Casearia genus present in the literature a study with antiparasitic activity, with
activity between trypomastigotes of Trypanosoma cruzi (ICso ranging from 0.53 to 2.77 pg mL-") for clerodane
diterpenes (casearins A, B, G, and J) and for Leishmania infantum promastigotes were also susceptible to

casearins obtained from Casearia sylvestris, with 1Cso values ranging from 4.45 to 9.48 ug mL"2%, and the
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tricine compound, a flavone, obtained from of C. arborea demonstrated activity against the intracellular

amastigotes of L. infantum, with an ICso value of 56 yM21,

Phytochemical studies on different species of the Casearia genus revealed the predominance of terpenoids,
emphasizing clerodanic diterpenes22, Sesquiterpenes and monoterpenes, phenylpropanoids, steroids,
phenolic glycosides, alkaloids and flavonoids have also been isolated('323. Several of these chemical
compounds, isolated from plant extracts, have been reported leishmanicidal activity?4, especially the
terpene compounds obtained from Casearia Sylvestris?d and flavonic compounds obtained from C.

arborea?!l present in the genus Casearia.

The Casearia genus has 180 species, of which 287 compounds have already been isolated, and the
terpenoids, in particular the diterpenoids clerodans, are the predominant and representative constituents in
the Casearia genusl'8l. Casearia javitensis Kunth is a species found very frequently in the Amazon region3],
Preliminary phytochemical studies detected the presence of terpenes and hexanoic and caproic acidsl'223],
besides phenolic glycosides, steroids and flavonoids!?3. In analysis by gas chromatography—mass
spectrometry (GC-MS) of the fractions obtained by fractionation of the dichloromethane extract, made it
possible to detect triterpene friedelina and B-friedelanol and steroid B-sitosterol!8, but only in one study, 4-
hydroxyphenyl-6-caffeoyl-B-L-glucoside and p-sitosterol were isolated from the hexane and methanol
extracts of the leaves2® (FIGURE 1).

However, several species of the genus lack validation studies of leishmanicidal activity, especially Casearia

Jjavitensis Kunth, with limited validation studies of biological activity and cytotoxicity assays.

FIGURE 1: Structures of substances isolated from Casearia javitensis.

@Mﬁ&O w

4-Hydroxyphenyl-6-caffeoyl-B-L-glycoside B-Sitosterol

In summary, despite the existence of phytochemical studies of the species, there are no reports of studies
that evaluated the leishmanicidal activity. In view of the above, this work had the objective to evaluate the

leishmanicidal potential of Casearia javitensis.

Material and methods

Plant material

The trunk bark of a C. javitensis individual was collected in an area of the Museu Paraense Emilio Goeldi in
January 2016, in the municipality of Belém, state of Para, Brazil Brazil (01°27'00" S, 48°26'47" W). The
exsicata was deposited in the herbarium "Jodo Murga Pires" of the respective museum under registration
MG-Etn-00559.
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Biological material

The parasite used was Leishmania (L.) amazonensis, isolated from a human case from Uliandpolis, Para
State (MHOM/BR/2009/M26361). Cell lines from acute monocytic leukemia (THP-1; ATCC N° TIB 202) were
purchased from the cell bank of Rio de Janeiro (BCRJ).

Phytochemical analysis

The powder from the barks underwent maceration with ethanol (1:10), and the macerated material was
concentrated in a rotary evaporator until residue precipitation. The ethanol extract (EE, 0.125 g) was
fractionated in an open chromatographic column, using as a stationary phase silica gel (0.1-0.2 mm/70-130

mesh) and mobile phase gradient solvents: hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol.

In order to detect the presence of alkaloids and terpenes, EE, hexane fraction (FrHex), dichloromethane
fraction (FrDcm), ethyl acetate fraction (FrACOET) and methanol fraction (FrMeOH) (95:5:0.2) for alkaloids
and Hexane, Ethyl Acetate (8:2), for the detection of terpenes the ultraviolet light (365 nm) and reagents
from Dragendorff, and Liebermann-Burchard were used as developers2d. FrDcm was subjected to high-

performance liquid chromatography with a diode-array detector (HPLC-DAD).
Biological activity

Promastigotes of L. amazonensis were obtained after primary isolation in NNN (Novy—MacNeal-Nicolle)
medium. Then the strains were subcultured and adapted to the RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
medium. The parasite was cultured at 26°C in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat inactivated
fetal bovine serum (Gibco®, Grand Island, NY, USA), penicillin (100 U mL™") and streptomycin (100 pg mL )8,

The culture of log phase promastigotes was adjusted to 5x108 parasites 0.1 mL™'. Susceptibility test
determination was performed on 96-well plates. The extract and fractions were analyzed in triplicate in a
concentration gradient (200 to 3.125 uyg mL™). The negative control was performed only with parasites and
the incubation medium. The positive control was made with amphotericin B (25 to 0.3906 ug mL). After 24
h of incubation at 26°C under 5 %CO2 atmosphere, 10 pl of tetrazolium salt (5 ug mL) was added to each
well, and the parasites were quantified in an enzyme-linked immunosorbent assay readerl28l. The half-

maximal inhibitory concentration (ICso) was determined by linear regression (Graph Pad Prism verséo 5.04).

To determine cell viability, the colorimetric MTT (tetrazolium dye, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) metabolic activity assay was used22. THP-1 cells (4x10° cells 0.1 mL-") were
grown in RPMI-1640 medium (Sigma Aldrich®, EUA), supplemented with 5% fetal serum, maintained under
5% CO2 at 37°C. Cells were treated with extract and fractions at different concentrations (between 25 and
500 ug mL™"). After 24 h additional incubation MTT (5.0 mg mL-") was added. The plate was incubated at
37°C in a 5% CO2 atmosphere for 4 h. Dimethylsulfoxide was added to each well to solubilize the formazan
crystals. Optical density was determined at 490 nm (Stat Fax 2100 microplate reader, Awareness

Technology, Inc., USA). The cytotoxic concentration (CCso) was determined by linear regression22.

To determine the selectivity index (Sl), the ratio of the CCso value of the cytotoxic activity to the ICso value
of the antiprotozoal activity was calculated. When the SI value is >1, hat compound presents more active

against protozoa and less active against mammalian cells2Y,
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Results and discussion

The yield was of 3.67% (11.025 g) of EE. Fractionation of referred extract on an open chromatographic
column generated fractions of different polarities, such as higher yield for methanol fraction (FrMeOH
91.95% - 7.356 g; TABLE 1).

TABLE 1: Yields and thin layer chromatography of Casearia javitensis.

Samples Yield (%) Te
Dragendorff uv Liebermann-Burchard uv
EE 3.67 - - + +
FrHex 1.68 - - + +
FrDcm 1.33 - - + +
FrAcOET 4.06 - - + +
FrMeOH 91.95 - - + +

Legend: TLC, thin-layer chromatography; UV, ultraviolet rays; EE, Ethanol Extract; FrHex, Hexane Fraction; FrDcm,
Dichloromethane Fraction; FrAcOET, Ethyl Acetate Fraction; FrMeOH, Methanol Fraction.

The solvents influenced the final extraction content, the methanol solvent being the most selective for the
extraction of the metabolites present in the casings Casearia javitensis and previous studies with Casearia
sylvestris Sw. observed the presence of flavonic glycosides, with predominance of condensed tannins,

metabolism groups!l,

Phytochemical studies on different species of the Casearia revealed the predominance of terpenoids,
emphasizing clerodan diterpenes!22. Therefore, this may explain the suggestive results for the presence
of terpenes, and absence of alkaloids (TABLE 1). In the study of Casearia sylvestris Sw. also no alkaloid

was observed1l,

Several of these chemical compounds, isolated from plant extracts, have proven leishmanicidal activity, such
as terpenoids, aminoglycosteroids, aminosteroids, naphthoquinones, chalcones, iridioid glycosides,

flavonoids, lignans and alkaloids(24,

Phytochemical studies of species of the genus, especially C. corymbosa, C. grewiifolia, C. membranacea
and C. sylvestris allowed the isolation and structural characterization of 152 clerodan diterpenes, of which
41 were isolated from C. sylvestrist'3l, More than 287 compounds have been identified from the Casearia
genus and it can be said that terpenoids are the predominant class of metabolites, highlighting clerodane
diterpenes™@l. For example, two clerodane diterpenes, Casearlucine A and Caseamembrol A also showed
activity against L. amazonensis amastigote axenic stages (5.98 + 6.8 and 10.5 + 0.4 pM, respectively) and
promastigote (11.1 + 0.2 uM, for both)i2.

Phytochemical studies suggest the presence of terpenes in the EE and in all fractions obtained (TABLE 1).
On the other hand, none of the samples presented a positive result for alkaloids. Following the thin layer
chromatography profile analysis, the FrDcm fraction was selected for HPLC-DAD analysis, as it showed a
better chromatographic profile when tested with the Liebermann-Burchard reagent and observed in
ultraviolet light (UV). The FrDcm submitted to the analysis in HPLC-DAD presented a signal with greater
intensity (TR = 46.422 min.) with UV spectrum with A of 258.3 and 383.4 (FIGURE 2).

532
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 528-537 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


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

In vitro antileishmanial activity and phytochemical analysis of Casearia javitensis

Silva, Eiré, Silva-Silva, et al
Kunth (Salicaceae)

FIGURE 2: Chromatographic HPLC profiles of the FrDcm fraction from stem barks of Casearia javitensis.
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The chromatogram suggests that the major peak of FrDcm is a phenolic compound, since the absorption at
258.3 nm is suggestive of that of the band Il (ring A, benzoyl portion). While the peak at 383.4 nm may be
related to the Band | (ring B, cinamoyl portion) of the flavonoid2334l, From the maximum absorption value of
Band |, it is possible to infer about the nature of the flavonoid, especially between flavones (304-350 nm)
and flavonols (352-385 nm)B235. The maxima absorption obtained from the FrDcm suggests that this

compound is a flavonol.

Casearia javitensis extract was inactive against promastigote forms of L. amazonensis, presenting an Clso>
200 pg mL". FrHex (Clso 116.6 + 0.9 ug mL-") was considered moderately active. FrDcm (ICs0 59.38 pg mL-
1) obtained the best result among the samples tested, being considered active. FrAcCOET (Clso> 200 ug mL-
) and FrMeOH (Clso> 200 ug mL-") were inactive (TABLE 2). Thus, the results of the antipromastigote
activity showed that the fractionation process contributed to the improvement of the biological activity, with

a medium polarity profile (FrDcm) presenting better biological response.

TABLE 2: The anti-promastigote, activity Cytotoxicity and selective index of Casearia javitensis.

Samples L. amazonensis Cls, (ug mL™) THP-1 cell line CCs, (ug mL"") Sl
EE >200 88.77 £ 2.8 Nd
FrHex 116.6 + 0.9 3334 +32 2.85
FrDem 59.38 « 1.1 241219 4.06
FrAcOET >200 30.5+5.3 Nd
FrMeOH >200 101.4 £ 3.1 Nd
Amphotericin B 0.1699 0.0 162.8 £ 3.7 958.2

Legend: THP-1, Human monocytic leukemia cell line; Nd, Not determined; Sl, selective index; EE, Ethanol Extract; FrHex,
Hexane Fraction; FrDcm, Dichloromethane Fraction; FrAcOET, Ethyl Acetate Fraction; FrMeOH, Methanol Fraction.

In the cell viability assay, EE (CCso 88.77 yg mL™"), FrAcOET (CCso 30.5 ug mL™") and FrMeOH (CCso 101.4
pug mL") showed toxicity to THP-1 monocytic cells. FrHex and FrDcm showed low cytotoxicity at the
concentrations tested (CCso> 200 yg mL™"; TABLE 2). Thus, selective index results (TABLE 3) show that
FrHex and FrDcm are 2.8 and 4.06 fold less toxic to THP-1 cells than to promastigote forms. Thus, it can be
observed that fractions of low and medium polarity have secondary metabolites with low capacity to cause
damage to the cell.

533
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 528-537 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


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

In vitro antileishmanial activity and phytochemical analysis of Casearia javitensis Silva, Eiro, Silva-Silva, et al
Kunth (Salicaceae)

The activity observed in FrDcm may be related to the presence of flavonoids detected in HPLC-DAD. Two
important members of the flavonoid family, namely quercetin and luteolin, have been reported to have
marked leishmanicidal activity. Studies have shown that quercetin may induce the death of L. amazonensis
by increasing the production of reactive oxygen species and by collapsing the mitochondrial potentiall3€l,
Quercetin has also been reported to have multiple targets, including arginase, which is an important enzyme
in the polyamine biosynthesis pathway®4, topoisomerase Il in kinetoplasts, which induces DNA cleavage

leading to apoptosisi®8 and iron metal, which is important for parasite growth and replication22,

It is worth mentioning that the observed values were obtained from fractions, in this way, new studies are
required using the bioguided fractionation to aid in the isolation of the substances responsible for leishmanicide

activity, which may improve by the inhibitory capacity of the parasite and consequently its selectivity.
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Resumo

Este trabalho, de parcerias entre uma Universidade Comunitaria e empresas farmacéuticas nacionais relata
o desenvolvimento de novos e efetivos fitoterapicos obtidos a partir das folhas de Aleurites mollucanus
(Euphorbiaceae), uma espécie exdtica, proveniente da Asia, adaptada no Brasil. Este projeto, embora ainda
ndo tenha alcangado o estagio final de estudos clinicos e registro junto a ANVISA, representa uma
experiéncia relevante a ser analisada a luz das dificuldades e supera¢des no decorrer das etapas que
compdem a cadeia de estabelecimento de um novo medicamento fitoterapico no Brasil. Com aprovagéo
nas etapas de estudos nao clinicos e na etapa clinica-fase | foram desenvolvidos, em escala piloto,
comprimidos a base do extrato seco padronizado de A. moluccanus. Além disso, foram estabelecidas
formulagdes como creme tdpico e suspensao oral. A superagédo dos desafios para padronizagéo do extrato
em escala industrial, sob boas praticas de fabricagdo (BPF) e os aspectos de estabilidade das formulagdes,
assim como a continuidade dos estudos, depende do cenario e consequente direcionamento do mercado.
Este relato proporcionou uma visdo sobre os percalgos e as superagdes vivenciadas por pesquisadores de
uma Universidade Comunitaria brasileira, com foco na pesquisa e desenvolvimento de novo, efetivo e
seguro fitoterapico analgésico e anti-inflamataério.
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Abstract

This work, of partnerships between a Community University and national pharmaceutical companies reports
the development of new and effective phytotherapics obtained from the leaves of Aleurites mollucanus
(Euphorbiaceae), an exotic species, from Asia, adapted in Brazil. The project, although it has not yet reached
the final stage of clinical studies and registration with ANVISA, represents a relevant experience to be
analyzed in light of the difficulties and overcomes during the stages that make up the chain of establishment
of a new herbal medicine in Brazil. Tablets were developed based on the standardized dry extract of A.
moluccanus, on pilot scale, with approval in the stages of non-clinical studies and in the clinical stage-phase
I. In addition, formulations such as topical cream and oral suspension were established. The overcoming of
challenges related to the standardization of the extract on an industrial scale, under good manufacturing
practices (GMP) and the stability aspects of the formulations, the continuity of studies depends on the
scenario and consequent market direction. Therefore, this report provides an insight into the setbacks and
overcoming experienced by researchers from Brazilian Community University with a focus on research and

development of new, effective and safe analgesic and anti-inflammatory herbal medicine.

Keywords: Aleurites mollucanus. Herbal medicine. Community University. Therapeutical innovation.

Analgesy. Inflammation.

Introducgao

O uso terapéutico de espécies vegetais tem passado por momentos de extrema relevancia, desde o sofisticado
e sistematico uso de fitomedicamentos na Mesopotamia, ha mais de 2600 a.C, a fundamental importancia na
criagdo de grandes laboratérios farmacéuticos, como o Laboratério Merck em Darmstadt (Alemanha), que
comecou a extrair morfina e outros alcaloides em 1826, passando por fases marcadas por estagnacgéo, devido
ao surgimento das técnicas de high-throughput screening (HTS) entre os anos de 1990-2000. Porém, em
funcado do baixo numero de novas moléculas resultantes desta ultima estratégia, o interesse na descoberta de
medicamentos baseados em produtos naturais, apesar de sua alta complexidade, a qual exige ampla

abordagem de pesquisa interdisciplinar, vem sendo aos poucos revitalizadol'l,

Entre as dificuldades relacionadas a produgdo de fitomedicamentos ou farmacos baseados em plantas
medicinais, varios autores pontuam especialmente a acessibilidade ao material vegetal, considerando que
a sua origem nem sempre se baseia em cultivo padronizado, mas advém de colheita silvestre, em habitat
naturais ecologicamente e edaficamente diversos, levando ao risco da colheita extrativista e insustentavel2,
Outro aspecto importante diz respeito a reparticdo de beneficios, bem como questdes de patenteabilidade.
Neste contexto, a Convencdo das Nagbes Unidas sobre Diversidade Bioldgica (CBD), embora tenha
estabelecido uma base para os paises regularem e definirem aspectos relacionados a bioprospecgao, por
outro lado deixou muitas questdes em aberto, particularmente na questdo do acesso e reparticdo de
beneficio, causando inseguranga juridica e dificultando investimentosEl. Com o protocolo de Nagoya, houve
maior vinculag&o juridica e maior clareza com relagdo as questées mencionadas na CDBI4. No Brasil, em

2015, entrou em vigor a Lei da Biodiversidade, Lei n°® 13.123/2015, vislumbrando aumentar a confian¢a do
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setor produtivo na exploragdo da biodiversidade. Destaca-se que, no Brasil o registro de fitoterapicos
baseia-se em uma rigida norma sanitaria, a RDC n° 26/201455, a qual apresenta nivel de exigéncias
semelhante ao dos medicamentos sintéticos, relativo a qualidade de produtos, o que muitas vezes leva a
descontinuidade no investimento para produtos oriundos de plantas.

Associado a questdes pontuadas, soma-se ainda questbes voltadas a qualidade e composi¢ao dos insumos
vegetais, a qual depende de varios fatores que influenciam na produgéo dos principios ativos, incluindo a
época de colheita, composicdo do solo, altitude, condi¢des climaticas, de processamento e de
armazenamento, entre outros. Além disso, durante as etapas de processamento do material vegetal e
obtencdo dos derivados vegetais e fitoterapicos, pode ocorrer degradacdo de compostos com
comprometimento da eficacia e segurancalSl,

A Aleurites moluccanus (L.) Willd., Euphorbiaceae (FIGURA 1a), conhecida popularmente como “nogueira-
do-iguape” ou “nogueira-da-india”, € uma &rvore oriunda da Asia, introduzida no Brasil por colonizadores
portugueses, com desenvolvimento espontaneo especialmente no Sul e Sudeste, onde predominou-se a
extracdo do 6leo das améndoas utilizado para a fabricacdo de vernizes, sabdo, velas, combustiveis e
lubrificantes, e taninos usados em curtumesZ8. E uma arvore de porte médio e grande coroa de
propagacéao, que pode atingir 20 m de altura, de 9 a 11 m de didmetro, de casca marrom acinzentada, folhas
de formas bem distintas, flor monoica de coloragdo branca levemente esverdeada, fruto verde a marrom
podendo conter de 2 a 3 sementes em seu interiorld. O uso medicinal dos diferentes 6rgéos vegetativos
desta espécie é relacionado principalmente ao efeito anti-inflamatério, além de ser utilizada também no
tratamento de gonorréia, dor de cabega, asma, conjuntivite, Ulceras, antitumoral, cicatrizagao de feridas e
erupgbes na pele e como desintoxicante alimentar. No entanto, por apresentar toxicidade e, devido ao uso
indevido para emagrecimento, a utilizagio da noz (FIGURA 1b) foi recentemente proibida pela ANVISAIY,

FIGURA 1: Aleurites moluccanus (a), detalhe dos frutos (b).
a b
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Material e Método

O presente artigo foi construido a partir de revisées bibliograficas, vivéncias e pesquisa cientifica, realizada

pelos autores nos ultimos 24 anos.

Resultados e Discussao

Motivado pelos relatos de uso popular, na forma de cha e unguentos das folhas da nogueira da india, Carlos
Picoli, o dono de uma fazenda de 105 hectares, com cerca de 6.000 individuos de A. molucannus, localizada
no municipio de Tijucas (SC), ap6s vérias tentativas de parcerias para estudos da planta, procurou
pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em 1993. Na ocasi&o o Prof. Dr. Valdir
Cechinel Filho desenvolvia seu projeto de doutorado e era docente do recém-criado curso de Farmacia, na
Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI). Os estudos cientificos com esta planta iniciaram em 1995, sob
sua orientagédo, com alunos de iniciagéo cientifica da UNIVALI, e resultaram na publicagao dos primeiros
artigos cientificos envolvendo informagdes sobre a composigao fitoquimica e os efeitos farmacolégicos nos

modelos pré-clinicos disponiveisi-14],

A primeira parceria Universidade x Empresa iniciou em 1997, quando o Prof. Valdir Cechinel Filho teve sua
proposta aprovada pela empresa Eurofarma (Sdo Paulo, SP) para aprofundamento dos estudos
fitoquimicos e bioldgicos da planta, fazendo parte dos 10 projetos aprovados, entre 16 propostas recebidas
pela empresa. Os recursos foram utilizados para equipar laboratérios de pesquisa do recém-criado Nucleo
de Investigagdes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR) na UNIVALI, em parceria com a UFSC. Em 2002,
houve novo aporte de recursos, por meio do edital CNPq (Fundo Verde-Amarelo), ainda em parceria com
a UFSC quando foram adquiridos equipamentos de maior porte para a UNIVALI, implementando técnicas
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para aprofundar os estudos fitoquimicos e prosseguir

com estudos farmacologicos!'218],

Em 2005, o projeto alcangou maior maturidade com a aprovacao do edital MCT/FINEP/A¢&o Transversal —
Cooperagao ICTs-Empresas em conjunto com o Laboratério Farmacéutico Eurofarma e a inclusdo de uma
equipe interdisciplinar, envolvendo, além da area fitoquimica e farmacolégica, as areas de tecnologia
farmacéutica e desenvolvimento analitico, na UNIVALI. Nesta etapa foram contemplados os estudos

agrondmico-botanicos, em parceria com a empresa Centroflora (Botucatu, SP).

Um dos grandes entraves no decorrer do desenvolvimento de um fitoterapico reside na transposigdo dos
achados fitoquimicos com padronizagéo do extrato bioativo para a escala industrial. Os solventes utilizados
no fracionamento e selecdo dos metabolitos vegetais nos estudos fitoquimicos da matéria-prima vegetal
nao podem ser utilizados na producdo do derivado vegetal em escala ampliada, por se tratarem de
solventes orgénicos toxicos e poluentes. Porém, a elucidacdo da composicdo € uma importante etapa
inicial, visando estabelecer marcadores (ativo ou analitico)®, os quais viabilizam o monitoramento das

especificagdes nas etapas industriais.

Dada a dificuldade de obter o marcador ativo selecionado nas condi¢cbes da escala laboratorial, a empresa
Lychnoflora (Ribeir&o Preto, SP) foi contratada, pela Empresa Eurofarma, para a obtengdo em maior escala das
SQRs swertisina e swertisina 2”-O-ramnosil. Também foi desenvolvido um extrato seco padronizado, a validagéo

da metodologia analitica quali e quantitativa por CLAE e aprofundados os estudos farmacolégicos na Univali.

541
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 538-546 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


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

Desenvolvimento de fitoterapicos a partir das folhas da nogueira-da-india Bresolin, Silva, Meyre-Silva, Quintéo, et al
(Aleurites moluccanus): relato de experiéncia de parceria entre uma
Universidade Comunitaria e industrias farmacéuticas nacionais

O Ultimo aporte de recurso, em parceria com a Eurofarma, ocorreu em 2008 com o Edital CT-
Biotecnologia/CT-Saude/MCT/CNPq/Ms/SCTIE/DECIT-BIOINOVA n°® 20/2007. Nesta etapa foram
realizados os estudos de prospecgéo e sustentabilidade agrondmica, scale-up do processo de coleta e
extragdo (coleta de 6.340 kg de folhas secas, a partir de 20 arvores), producgdo de lotes piloto (3 x 5 kg),
estudo reprodutibilidade industrial (3 lotes de 100 kg), estabelecimento das especificacdes e estudos de
estabilidade nos lotes industriais, com a Centrofloral'Z18. Na UNIVALI foram exploradas as provas de
conceito, com a avaliagdo da atividade anti-inflamatéria (8 modelos), atividade analgésica em modelos
agudos e cronicos (6 modelos) e elucidagdo do mecanismo de agdo analgésico e anti-inflamatoriol’®21,
investigagdo da acgéo anti-inflamatdria tdpica22. Recentemente foi evidenciado o efeito do extrato em
modelo experimental de artrite reumatoide23. Também foram realizados, pela Empresa Eurofarma, os
estudos de farmacocinética com o marcador selecionado, sendo terceirizados os estudos toxicolégicos nao-
clinicos em duas espécies animais (ratos e mini-pigs), pelas empresas: Tecam (Campinas, SP) e Ciallyx
(Sao Paulo, SP). Além disso, foi finalizada a Fase Clinica | com os comprimidos de A. moluccanus, pela
empresa Synchrophar (Campinas, SP). Embora o protocolo para realizagdo da fase clinica Il tenha sido
aprovado pela ANVISA em 2013, a Empresa Eurofarma interrompeu a condugéo dos estudos em 2015,

frente as novas prioridades de investimentos da empresa.

O processo extrativo foi aprimorado com ajustes no liquido extrator e no método e tempo de extragdo. Os
ajustes foram necessarios para permitir a ampliacdo de escala, principalmente devido ao aspecto resinoso do
extrato. Os estudos de melhoramento do extrato foram biomonitorados pela avaliagdo da atividade
antinociceptiva in vivo, assim como, pela quantificagdo dos marcadores quimicos por CLAE. O extrato seco
foi desenvolvido em escala laboratorial, sendo avaliados diferentes adjuvantes de secagem e condigbes
experimentais de secagem. A tecnologia de obtengdo do extrato seco foi transferida para a empresa
Centroflora (Botucatu-SP) por meio de contrato para produgao de extrato seco nas escalas piloto (3 lotes de
5 kg) e industrial (3 lotes de 100 kg). A ampliagcdo de escala de produgéo do extrato foi acompanhada pelos
pesquisadores da Universidade com o biomonitoramento da atividade farmacoldgica e teor de marcadores. A
transferéncia de tecnologia e ampliagéo de escala de produgéo obteve sucesso, mostrando a importancia do
modelo de parceria adotado no projeto Universidade-Empresa de insumos vegetais-Laboratério Farmacéutico
no desenvolvimento de insumos farmacéuticos ativos vegetais (IFAVs), por se tratarem de produtos de alta

complexidade e dificil acompanhamento somente por analises quimicas quali e quantitativas.

Os estudos farmacotécnicos foram realizados na UNIVALI com acompanhamento ativo do setor de
desenvolvimento da Eurofarma, inicialmente com o estudo de formas farmacéuticas para via oral. Foram
desenvolvidas capsulas e comprimidos contendo 250 e 500 mg do extrato seco padronizado e, optou-se
pela forma de comprimidos. A formulagéo foi reproduzida na empresa, com transposi¢ao para escala piloto.
Foi adicionado o processo de revestimento nos comprimidos. Os comprimidos foram aprovados em estudo
de estabilidade acelerada. As metodologias de controle de qualidade e estudo de dissolugdo foram

desenvolvidas na Universidade, sempre em parceria com a Empresa.

Prospectando o uso do produto por pacientes pediatricos e com dificuldades de degluticdo, para via oral
também foi desenvolvido um produto liquido na forma de suspensdo contendo 50 mg/mL do extrato
padronizadol24, Além da via oral, a aplicagdo topica do extrato foi estudada por avaliagdo do efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério e o desenvolvimento de um produto semissdlido. O desenvolvimento da
formulagéo do tipo creme contendo o extrato seco padronizado foi acompanhado por biomonitoramento e

analises de controle de qualidade, sendo a metodologia analitica adaptada e validadal2®, Posteriormente,
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a incorporacao do extrato em sistemas do tipo nanoemulsées demonstrou a potencializagao da atividade
anti-inflamatéria topica do extrato, ou seja, houve decréscimo da concentragdo necessaria do extrato para

o efeito farmacoldgicol28,

Quanto a protegao intelectual, foi depositada patente junto ao INPI em outubro de 2007, bem como foi
depositado o PCT em 2008 (PCT - BR2008/000319) com extens&o para a Comunidade Europeia, EUA e
Canada. Também foram depositadas patentes internacionais na Venezuela, Argentina, Chile, Coldmbia e
México. Porém, devido ao elevado custo de manutengdo das taxas, a UNIVALI desistiu de manter os
pedidos de patente, mantendo somente a patente concedida no México e aguardando o resultado da
exigéncia do INPI, respondida no final de 2018. Cabe ressaltar que varias reivindicagdes néo foram aceitas,
tais como o fato de que a obtengdo de extratos convencionais ndo é considerada como inventiva, além
disso, desde o depdsito da patente no INPI houve mudanga na legislacdo, motivando exigéncia com

indeferimento de varias reivindicagbes constantes na versio original da patentel7,

Recentemente, em 2019, iniciou-se um convénio entre a UNIVALI e outro Laboratério Farmacéutico
nacional para a continuidade do projeto. Tendo em vista o interesse da empresa, novos experimentos

farmacoldgicos estdo em curso com perspectiva de protocolar a fase clinica Il junto a ANVISA.

A experiéncia adquirida no desenvolvimento deste fitoterapico e as parcerias abragadas neste projeto
revelam como principais desafios no percurso do desenvolvimento de um produto de origem natural o
estabelecimento de especificagdes de qualidade para os extratos vegetais e fitoterapicos, tendo em vista a
indisponibilidade comercial de SQRs, especificamente do material vegetal em questao, a dificuldade na
definicdo da atividade bioldgica dos marcadores ativos e o estabelecimento de métodos analiticos
confiaveis, seletivos e mais abrangentes possiveis, visando quantificar um maior nimero de substancias,
tendo em vista a sinergia comumente observada nos IFAVs. Soma-se ainda a sensivel questdo da
estabilidade dos IFAVs e a necessidade de métodos analiticos indicativos de estabilidade para monitorar

os estudos de estabilidade acelerado e de longa duragéo dos fitoterapicos.

Neste projeto foi possivel vivenciar desde o estabelecimento dos marcadores ativos, o seu desenvolvimento
e obtengéo a partir da prépria planta, o desenvolvimento de métodos analiticos racionais, baseados em um
dos marcadores mais estavel, disponivel comercialmente, bem como a validagao analitica de métodos
seletivos e confidveis. Ao longo do desenvolvimento do projeto varias adapta¢des foram sendo necessarias,

de modo a cumprir os requisitos regulatorios, como as recentes legislagdes relativas a validagéo analitical28l,

Cabe ressaltar que, mesmo diante dos promissores resultados obtidos com o extrato em modelos animais, se
fazem necessarias provas de conceito e reprodugao de resultados em laboratdrios distintos da origem para
comprovar e adequar o projeto a legislagéo vigente. Ainda assim, perspectivas para novos usos terapéuticos
do extrato estdo sendo investigadas gragas a parceria recente com outro laboratério nacional. Os resultados
promissores obtidos permitiram varias conquistas que demonstraram inequivocamente o sucesso da parceria,
como o 1° Lugar no Prémio Caspar Stemmer de Inovagao-FAPESC-SC, Protagonista de Inovagao, 2012 e

Finalista do Prémio Santander, Guia do Estudante — Parceria com o Setor Privado, 2013.
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Conclusao

Para uma Universidade Comunitéria, que depende basicamente de recursos de mensalidades e captados
via érgdos de fomento para sustentar atividades de pesquisa e desenvolvimento, a participagdo neste
promissor projeto em parceria com industrias farmacéuticas foi muito relevante e vantajosa2¥, destacando-
se: i) melhoria da infraestrutura para melhorar a qualidade de ensino, pesquisa e extenséo, por meio da
aquisicado de equipamentos de ponta e construgdo de novos laboratérios, ii) contribuicdo expressiva na
formagédo de recursos humanos especializados por meio de bolsas aos alunos de graduagdo e pds-
graduacéo, iii) aumento consideravel da produgao cientifica, por meio de publicagdo em periédicos de
impacto, participagdo em eventos cientificos, etc., iv) premiagéo pelos resultados alcangados, dando maior

visibilidade institucional.
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Abstract

In the last decades, computational techniques have become valuable tools for research of biological
systems. They are applied to biochemistry, immunology, pharmacology, etc. Regarding antimicrobial agents,
the search for new medicaments or pharmacological strategies is fully justified because of different reasons
such as emergence of resistance and drug interactions, particularly in immunocompromised patients. In this
work we proposed to update knowledge about application of computational methods to research on natural
antifungal compounds. We searched scientific findings through electronic databases according to pertinence
and relevance of the information. Then, we analyzed and selected articles in order to organize the
information in different items according to set schedules. We updated information about in silico studies
regarding new and already known natural antifungal agents. Data were then placed in a pharmacological
context regarding molecular targets, mechanisms of therapeutic and toxic effects, as well as resistance
mechanisms and their reversion, with special focus on human mycoses. Thus, in this review we summarized
important contributions of bioinformatics studies to the design and discovery of new potential agents. We
also integrated data related to pharmacology and other disciplines in order to provide a framework for the

bioinformatics findings.

Keywords: Bioinformatics. Computational studies. Theoretical studies. Antifungal agents. Natural products.

Introduction

Computational techniques have become valuable tools for drug studies over the last decades. When they
are applied to biochemical phenomena, bioinformatics arises. It is defined as the science of managing and
analyzing biological data using advanced computing techniques, according to the International Human

Genome Sequencing Consortiumt,

According to other authors, bioinformatics would be a practical discipline that employs a wide range of
computational techniques, database design and data mining, macromolecular geometry, phylogenetic tree
construction, prediction of protein structure and function, gene finding and expression data clustering. Some

authors have integrated a variety of computational methods and heterogeneous data sources!2.
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Bioinformatics allows the knowledge of new chemical structures and functions and new targets to drive drug
design in a more precise and accurate way. Since 1980, the idea of rational use of drugs arises applying the
"rational design of new drugs” (structure-guided drug design) and using technologies related to structural
biology to generate a target protein and small molecules in silico as basis for drug generationts! (FIGURE 1).

FIGURE 1: Different bioinformatics techniques are applied to diverse biological fields.
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Computational methods offer the advantage of low costs and rapid acquisition of information. They could
be complemented by experimental research to optimize the route of scientific work. In this way,
bioinformatics serves to expand the horizon of the experimental conclusions, and vice versa. It is being
applied to different fields as biochemistry, biophysics, genetics, pharmacology, toxicology, immunology,
bromatology and agriculture. Bioinformatics is largely involved in the development of new drugs. In 2016,
Tamay-Cach et al.¥l summarized the methods most used in the search and design of drugs used against
bacteria, virus and parasites.

Our labs have complemented experimental and computational studies on antifungal agents and updated
contributions of bioinformatics to pharmacology of natural products 59. These investigations take place in
the frame of recommendations of the World Health organization (WHO), which promotes the search of
pharmacological products from natural resources. Considering current increase in resistance to antimicrobial
agents, particularly to antifungal ones (as discussed below), the discovery of natural drugs and biological
activities is absolutely necessary for the safe treatment of infections.

In this review we update information on advances in natural antifungal agents, particularly regarding
bioinformatics studies. We integrate data related to pharmacology and other disciplines in order to provide
a framework for the bioinformatics findings.

Thus, this review has been prepared by collecting information about natural antifungal products with
therapeutic efficacy, their molecular targets and the eventual resistance developed. We have looked
especially for bioinformatics data related to the study of the items above mentioned.
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Material and methods

Methodology used for the review

Information about in silico studies regarding new and already known natural antifungal agents was updated.
Scientific findings were searched and screened through electronic databases according to article titles and
abstract text. Selected articles were then analyzed in order to organize the information in different items
according to set schedules. Data were related to molecular targets, mechanisms of therapeutic and toxic

actions as well as resistance mechanisms and their reversion, with special focus on human mycoses.
Electronic databases used: PubMed (Medline), Scopus, Lilacs, Web of Science, Google Scholar.

The terms used in the searches were related to the above mentioned data and may be summarized as
follows: in silico, bioinformatics, computational, theoretical, docking studies AND/OR natural antifungal,
antimicrobial products, antifungal therapeutic and adverse effects, resistance mechanisms, bioinformatics

studies and biological activities related to human mycoses.

Criteria for inclusion or exclusion of articles were the scientific pertinence and relevance of the information

reported in relation to the topics focused.
Studies on natural products
Different biological activities

Since prehistoric times, people have used natural resources for nutritional and medicinal purposes. For
example, they consume numerous plants for the preparation of meals and beverages using different
techniques that may alter the chemical composition of some compounds. Plants can be used as cheap
sources of different nutritive substances like proteins, carbohydrates, lipids and crude fibers. Numerous

studies about nutritional quality of diverse plants have been madetd.

In recent years, the interest in the development of functional foods and nutraceuticals has increased due to
the beneficial health effects associated with their intake. Since 1950, microalgae were mainly viewed as an

alternative food source and functional biomolecules!.

Custadio et al.l'4 found that organic and water extracts of some microalgae species exhibit antioxidant,
antitumoral activities and acetyl cholinesterase inhibition, besides a highly unsaturated fatty acids profile.
These results suggest that those microalgae, particularly /. galbana T-ISO, could be a source of

biomolecules for pharmaceutical and food industries.

Regarding medicinal fields, plants belonging to diverse families are popularly used to treat different diseases.

Some scientific works have identified various compounds which are responsible for many therapeutic effectst41.

The Argentine folk medicine employs many plants to counteract diverse diseases such as catarrh, bronchitis,
pneumonia and diarrheas. Our labs have carried out several studies on antimicrobial activity related to some
of the mentioned plants. The antimicrobials reported can be extracted easily in an aqueous medium. This
observation may be useful in isolating these principles from consumption residues (i.e. fruit pericarp of

oranges and pomegranates) at a reduced cost. Moreover, Citrus aurantium L. (bitter orange) pericarps are
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codified in the Pharmacopeias of Argentina and Great Britain. They contain flavonoids as naringin and
hesperidin, which are active against Candida albicans and dermatophytes. Besides antimicrobial properties,

flavonoids show antioxidant anti-inflammatory, antiasmathic, antiagregant and hormonal effects!!17,

We have conducted other studies in relation to natural compounds isolated from plants of Argentina. The
compounds studied were mainly flavonoids with different chemical formulae and some of them were present
in essential oils. Others have an infrequent distribution in nature and exhibit specific biological activities that
allow them to be classified as potential medicaments to collaborate with others existing in the pharmaceutical
marketl®1819 Other compounds showing bioactivity are alkaloids, lectins, saponins and peptides, which

were found in plants as well as in microorganism’s cultures contained in soil samples(2,

B -citronellol, a monoterpenoid contained in several plant essential oils, modulates expression of ERG genes
and ergosterol levels as part of its antifungal effect2!l. The results suggest that B-citronellol has various
modes of action, including inhibition of morphological transition in C. albicans and decrease of the secretion
of hydrolytic enzymes involved in the early stage of infection as well as modulation of the expression of
associated genes. In fact, it has a significant inhibitory effect on biofilm formation and secretion of

extracellular proteinases and phospholipases as well in the membrane ergosterol levels.

Among the medicaments of vegetal origin, we can mention the cardiotonic digoxin, the analgesic morphine,
the antitumoral vincristine and the antiseptic agent eugenol, widely used in Odontology. Coming from other
natural resources, the betalactamyc antibiotics are produced by fungal cultures and the polypeptides ones

by soil bacteria.

Recently, investigation on natural resources has been increased due to vital need for new agents. In this
sense, it can be also applied to different fields such as medicine, pharmacy, biochemistry, bromatology,

cosmetology, agriculture, etc.
Research on natural antifungal agents. Human mycoses

Fungal infections are a public health problem. The most common fungal pathogens for humans are the
species of Candida and Aspergillus. Opportunistic yeast Candida, mainly C. albicans, is responsible of 50-

90% human candidiasis(22.

The use of antimicrobial drugs always carries the risk that resistance appears due to adaptable nature of the
microorganism populationsi23. The need for safe and effective antifungal drugs has increased in parallel with

the expansion of immunocompromised patients at risk for fungal infections.

The major limitations associated with currently used antifungal compounds are low efficacy rate and severe

side effects. Thus, it is necessary to search for new compounds with low toxicity on human cells.

Commonly used antifungal drugs belong to various pharmacological groups and are characterized by different
mechanisms of action and spectrum of activity. They act mainly in cell membrane, cell wall and intracellular
entitiesl24, Several actions have been stated for antifungal therapy; usually they are related to synthesis

inhibition of ergosterol, squalene epoxidase, glucan, chitin, nucleic acids, proteins and microtubules!23,
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There are several chemical structures which have demonstrated antifungal activity such as those belonging
to the groups of azoles, morpholines and other heterocyclic compounds. Different natural compounds have
been reported as possible antifungal agents, such as phenols, flavonoids, coumarins, quinones, saponins,

xanthones, alkaloids and terpenoids26:271,

For many years, the treatment of invasive fungal infections was limited to amphotericin B. Afterwards, azoles

and echinocandins have been mostly used for the treatment of fungal infections with high mortality rate(28l,
Antifungal drug targets
Sterol 14 alpha demethylase CYP51

Sterol 14 alpha demethylase is the main enzyme involved in ergosterol synthesis. Due to its inhibition,
depletion of ergosterol is produced and accumulation of 14-methyl sterols results in impaired fungal cell
growth. In Candida albicans, the enzyme is called CYP51 and is a member of Cytochrome P450 family that
converts lanosterol into 4,4'-dimethylcholesta-8,14,24-triene-3-beta-ol. The essential role of CYP51 enzyme
in fungi and yeast metabolism makes it an important target for antifungal drug design. Thus, azoles interfere

with the synthesis of ergosterol by inhibiting this enzyme(22:39,

There are many studies that apply informatics tools to natural and synthetic products. In 2015, Irfan and
AbidBY carried out docking studies to build a three dimensional model of Candida albicans CYP51 and study

its interactions with eighteen newly synthesized triazoles derived from naturally bioactive scaffolds.

Docking studies using I-TASSER (iterative threading assembly refinement) server for 3D showed that a
compound containing the quinoline ring NT-03 binds with higher affinity the enzyme at the predicted site for
medicaments, in accordance with experimental bioactivity data. The authors concluded that similar triazole

derivatives can be developed as more effective antifungal agents.
N-Myristoyl transferase

Other therapeutic target is the enzyme N-Myristoyl transferase (NMT), which catalyzes the transfer of the 14-
carbon saturated fatty acid myristate from myristoyl-CoA to the N-terminal glycine residue of a variety of
eukaryotic cellular and viral proteins. NMT exists as isoenzymes that are involved in a wide variety of biological
processes and function as protein kinases, kinase substrates, protein phosphatases, a-subunits of many
heterotrimeric G-proteins and endothelial cell nitric oxide synthasel®2. NMT participates in diverse biological
processes, including signal transduction cascades and apoptosis. It has even been employed as drug target

for human pathogens like Candida sp and proposed in antitrypanosomatid and antimalarial therapeuticst3324.,

Guerrero-Perilla et al.®% studied the docking of thirty-two natural compounds to the active site of N-myristoyl
transferase (NMT) in comparison with a previously reported synthetic inhibitor. Among the tested
compounds, alkaloids, flavonoids, xanthones and quinones exhibited a stronger mean interaction with NMT
than terpenoids, coumarins and phenolic derivatives. Particularly, affinities for an aporphine alkaloid, a
prenylated flavonoid and two xanthones resulted to be comparable with the reference inhibitor. The results

allowed selecting three possible lead structures to continue search for antifungal drugs.
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Mevalonate-5-diphosphate decarboxylase and other molecular targets of wortmannin

Fungal strains from soil samples are able to produce narrow to broad spectrum antifungal metabolites.
Among them, Penicillium sp have ubiquitous occurrence in diverse ecological niches and demonstrate some
important functional attributes associated with plant growth such as solubilisation of phosphorus, biological
control of root diseases and phytohormone production3€l, Several metabolites from Penicillium spp, such as

paxisterol and compactin, have been reported for analgesic and antifungal properties in animals2Z,

Using soil samples as antifungal resources, Singh et al.28 isolated a cell-permeable metabolite known as
wortmannin (Wtmn) from Penicillium radicum. It showed a broad spectrum on antifungal activity and
irreversible inhibition of phosphoinositide 3-kinase (PI3K). Among 38 fungal species, wortmannin was active
against various strains of Candida sp, Cryptococcus terreus, Trichophyton rubrum, Rhizoctonia oryzae,
Aspergillus versicolor, Aspergillus fumigates, Aureobasidium pullulans, Fusarium moniliforme and

Saccharomyces cerevisiae.

Virtual screening predicted that the hydrophobic estrogen-related wortmannin may inhibit some targets more
efficiently than known antifungal agents such as voriconazole and nikkomycin. The targets are: a)
mevalonate-5-diphosphate decarboxylase (1F14), responsible for sterol/isoprenoid biosynthesis; b) exocyst
complex component SEC3 (3A58) where Rho- and phosphoinositide-dependent localization is present and
c) Kre2p/ Mnt1p, a Golgi alpha 1,2-mannosyltransferase involved in the biosynthesis of yeast cell wall

glycoproteins Singh et al.(8l,

The authors suggest that wortmannin produced by P. radicum is a promising lead compound which could
be potentially used as efficient antifungal drug in the near future after appropriate structural modifications to

reduce toxicity and improve stability.
Thioredoxin reductase on paracoccidioidomycosis

Invasive fungal infections have been important causes of morbidity and mortality, especially in the large
population of immunocompromised patientsi®¥. These infections have also increased significantly and
represent a serious public health problem, because they are associated with prolonged length of hospital
stay and, consequently, high costs for critically ill patients. The most important microorganisms agents
involved in opportunistic mycoses are Candida spp., Cryptococcus neoformans and Aspergillus spp,
whereas the most commonly endemic mycoses are due to Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides

brasiliensis and Coccidioides spp.

P. brasilisiensis is known to cause the systemic granulomatous mycosis paracoccidioidomycosis. However,
recent phylogenetic studies have established the involvement of a new species, named Paracoccidioides
lutzit®¥, The disease is restricted to Latin America, where ten million people are supposed to be infected
with this fungus. The chronic form is the most frequent one among adult males and progresses slowly. The

acute form is fast (weeks or months) and more severe, leading to high mortality levels,

In this context, one promising fungal target is the thioredoxin reductase (TRR1), a flavoprotein enzyme
involved in the oxidative stress resistance, regulation of DNA and methionine biosynthesis, cell growth, gene
transcription and apoptosis. Abadio et al.“2 studied the docking of P. lutzii TRR1 to 3,000 small molecules

that had showed antifungal activity against Paracoccidiodes spp. Twelve compounds were selected from
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the results and then tested experimentally on Paracoccidioides lutzii and P. brasiliensis. Three of the
compounds tested showed inhibitory activity against the fungal enzyme and were patented. Another
compound demonstrated both selectivity and high antifungal activity against Paracoccidioides species. Once
again, a rational combination of molecular modeling simulations and virtual screening of new drugs has

provided a cost-effective solution to an early-stage medicinal challenge.
Emergence and reversion of antifungal resistance

In the three past decades a significant increase in the prevalence of resistance to antimicrobial agents has
been detected. Resistance has important implications for morbidity, mortality and health care in hospitals as

well as in the community.

The study of resistance to antifungal agents has lagged behind that of antibacterial resistance for several
reasons. Perhaps fungal diseases were not recognized as important pathologies until relatively recent times.
For example, the annual death rate due to candidiasis was steady between 1950 and 1970. Since 1970, this
rate increased significantly in association with more widespread use of therapies that decrease the immune

system, the indiscriminate use of broad-spectrum antibacterial agents, the advent of AIDS, etc.[43],

For more than 30 years, amphotericin B was the sole drug available to control serious fungal infections, in
spite of its nephrotoxicity. The approval of azoles in late 1980 meant a major achievement in consideration

of the safety/efficacy ratio. However, their widespread use has been correlated with antifungal resistance.

It was tempting to compare mechanism of resistance to antifungal and antibacterial agents. Although it may be
useful to develop a perspective common to the two kingdoms, there are some limitations due to their differences

in biological structures, the generation time, the pharmacological targets and functions to be inhibited!“3l,

The mechanisms of resistance to antifungal agents are closely related to those of action. The three main
groups of antifungal agents in clinical use, azoles, polyenes and allylamine/thiocarbamates, interact directly

or indirectly with ergosterol, which is the predominant component of the fungal cell membrane.
Resistance related to ergosterol synthesis

Resistance linked to this pathway may be mediated either by modification of the enzyme sterol 14 alpha-
demethylase or by an overexpression of its encoding gene ERG114, Some fungal species are naturally
resistant to azole drugs due to the chemical structure of the enzyme, which presents polymorphism. For
example, Aspergillus fumigates intrinsic resistance is related to the isoenzyme known as Cyp51Ap. Edlind
et al.#8 compared in silico the enzyme sequences from Candida albicans and A. fumigatus. They found that
the substitution of the polar T315 residue by the non-polar alanine (T315A) in C. albicans enzyme is enough

to confer fluconazole resistance to the yeast.

Aminoacid substitutions Y132 and K143 in ERG11 sequences of Candida auris confer a phenotype of
resistance to fluconazol similar to that described for Candida albicans!“Sl. Candida auris, recently recognized
MDR yeast found in healthcare settings, is considered a major threat to ICU patients. Worldwide reports of
C. auris, which was initially described in 2009, have considerably increased in less than a decade, witnessing

its spread in different continents“Z48. MDR C. auris is causing persistent colonization and invasive infections
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among hospitalized patients. In 2016, international health agencies including the US CDCES, ECDCEY and
Pan American Health Organization (PAHO)/WHOB!Y warned about it.

Later experimental studies confirmed that the natural polymorphism 1301 in the Aspergillus fumigatus
enzyme Cyp51Ap is necessary and sufficient to explain the fluconazole intrinsic reduced susceptibility of the

yeast. Thus, molecular changes in the enzyme may reverse the resistance to antifungal agentsf®2.

Aspergillus fumigatus is the most common hyphomycete to cause disease in humans®354, |t is intrinsically
resistant to ketoconazole and fluconazole but normally susceptible to other available azole antifungal agents

as itraconazole and posaconazole%58],
Resistance related to efflux pumps
ABC transporters cdr

Polymorphism of other molecules such as drug transporters may also generate antifungal resistance. Efflux
pumps are important molecular targets involved in antifungal resistance. Thus, reduced intracellular
accumulation of drugs as a consequence of their rapid efflux is another prominent mechanism of resistance

in Candida cellsl#4:27,

Most commonly, genes encoding drug efflux pumps belonging to ATP binding cassette (ATP) and Major
Facilitator superfamilies (MFS) of proteins are overexpressed, since ABC and MFS transporters are among

the major players that contribute to azole resistance in clinical isolates of Candida.

The genome of C. albicans possesses 28 ABC and 95 MFS proteins; however, only ABC transporters Ca
cdr1, Ca cdr2, Cdr6p/Roa1p and MFS transporter Ca mdr1 are known to be multidrug transporters which
play major role in drug extrusion from resistant strains. Cdr1 is the major drug exporter in C. albicans and
plays a key role in antifungal resistance. Even when Ca cdr2 exhibits 84% identity with Ca cdr1, it has a

distinct drug resistance profilel5859,

ABC proteins of C. albicans are divided into four subfamilies: PDR/ABCG, MDR associated protein
(MRP)/ABCC, MDR/ABCB and adrenoleukodystrophy protein/ABCD These transporters are usually located
in plasma membrane, specifically Cdr1p, Cdr2p, Cdr3p, and Cdr4p, but can also be found in vacuolar
membrane like Adp159,

ABC proteins are generally made up of two domains located into the plasmatic membrane and two
nucleotide-binding regions situated in the cytoplasm, being the non catalytic nucleotide-binding site essential
in the transport mechanism of Cdr1’s protein®28%, The transporters require energy from the ATP hydrolysis

which is carried out at the last mentioned sites.

The range of Ca cdr1 substrates varies enormously and includes structurally unrelated compounds such as
azoles, lipids and steroids. This promiscuity towards substrates is a characteristic feature of most ABC-type
drug transporters and makes their functionality more complex to understand®Z. Nim et al.’l identified
tetrazolium chloride and trimethyltin chloride like new substrates, and also discovered new substrate

recognition sites. TMH 1, -2, -4, -8 and -11 harbour multiple overlapping drug-binding sites®.
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Puri et al.4 made studies to build computational models for classification of substrates and non-substrates
of Ca cdr1 and Ca mdr1. Then they selected randomly 67 compounds of different characteristics in order to
evaluate toxicity on S. cerevisiae strains over-expressing the mentioned transporters using experimental
methods. Berberine, vinblastine and quinidine were found among the natural compounds that result common

substrates of Ca cdr1 and Ca mdr1.

In the search for novel modulators or inhibitors of these efflux pump proteins, our labs had reported that the
prenylated flavonoid 2’,4'-hydroxy - 5'-(1" '-methylallyl)- 6-prenyl pinocembrine (6PP) inhibits the ATP-
dependent cdr transporters through a competitive mechanism and reverses azole resistance in Candida

albicans. Besides this, it has an antimicrobial activity by itself (58],

In order to further analyze the possible molecular interactions between the transporters cdr1 and cdr2 with the
ligands 6PP, fluconazole and adenosine triphosphate (ATP), preliminary bioinformatics studies were
conducted. The compound 6PP and fluconazole could compete in different ways by a transmembrane stereo
specific site of Candida albicans cdr pumps. The most probable site is shared by cdr1 and cdr2 and contributes
selectively with some amino acids. In addition, 6PP may compete with ATP in the cytosolic domain and
fluconazole would mimic it} (FIGURE 2). Since 6PP chemical formula was reviewed as 2’,4'-hydroxy -5'-(1" -

methylallyl)-8-prenylpinocembrine (8PP), current bioinformatics studies are currently updated.

FIGURE 2: Structure of Candida albicans cdr2 transporter showing proposed binding sites for 6PP, fluconazole and ATP.
The models were generated and visualized through the VINA-AUTODOCK and PYMOL programs!Z.
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Substitution of residues in Ca cdr1 and other fungal ABC transporters plays an important role in ATP binding

and hydrolysis and therefore are essential for drug effluxi7.
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ABC transporter pdr5 (Pdr5p)

There is a high structural and functional similarity between Candida albicans cdr1 and Saccharomyces

cerevisiae pdrb (Sc pdr5), even when some distinct functional features tend to distinguish them.

As the best-studied and most abundant ABC transporter in Saccharomyces cerevisiae, pdr5 mediates
cellular detoxification and multidrug resistance (MDR). The predicted topological structure of pdrSp shows
that it contains two nucleotide binding domains and two transmembrane domains which harbor twelve
transmembrane helices, six extracellular loops and four intracellular loops. Pdr5 shares similar secondary

topological structure with other similar molecules(®3l,

To clarify the mechanisms of how pdr5 recognizes and extrudes a wide variety of compounds out of the
cells, numerous mutants had been generated by random or site-directed mutagenesis. To investigate the
potential loss-of-function mechanism Chen et al.f% used mutants of the ABC transporter and evaluated its
efficacy by comparing results from computational and experimental methods. In order to study the structure—
function relationship of pdr5, they used a recently published 3D model of the transporter mutations to perform

a study on molecular docking to different compounds.

Mutations adjacent to the end of transmembrane helices 6 and 7 affect drug efflux capacity of yeast pdr5.
These mutations might disturb interactions between the drugs and pdr5, preventing the drugs from

approaching the intracellular or extracellular portal and subsequently from being exported by the transporter.
Methods used by bioinformatics

Bioinformatics uses different techniques and programs that have been reviewed by Tamay-Cach et al.®! and
Diniz and Canduri®®, in relation to their application in the knowledge of biological systems and in the study
of antimicrobial agents. Different bioinformatics approaches discussed by Bencurova et al.9 help in the

identification of novel fungal drug targets.

Among most used methods, virtual screening (VS), docking simulation, molecular dynamics (MD)
simulations, biological sequence comparison by alignment, quantitative structure-activity relationship
(QSAR), multi-target quantitative structure-activity relationship (mtQSAR) and multi-tasking quantitative
structure biological effect relationships (mtk-QSBER) can be mentioned. Some examples and applications

are stated below.
Biomolecular docking

According to Chaskar et al.®®8, docking methods are concerned with the study of the possible molecular
interactions between a ligand and the binding site of a target macromolecule, usually an enzyme, a receptor
or a transporter. In this context, Irfan and Abid2! applied docking methods to study the interactions of diverse
triazole drugs with the enzyme lanosterol 14-a demethylase of Candida albicans (see section “Antifungal

molecular targets” above).

A new way to find therapeutic targets of a given drug is the inverse docking. In this technique, the ligand is
evaluated in silico for binding to different potential targets included into a digital protein cavity database. For

example, the natural compound tanshinone has been associated with 10 potential disease targets related
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to cortisone reductase deficiency and other disorders®d, Meanwhile, the natural flavanone 8PP could bind
to different target macromolecules such as ATP cdr transporters, Hsp90 molecular chaperone and epidermal

growth factor receptortel,
Alignments

Sequential and structural alignment is another bioinformatics method which compares DNA, RNA or protein
structures. Study of similarities between compared sequences assigns function to genes and proteins that
may be involved not only in medicine but in agriculture and other fields6859, Edlind et al.“3 compared in
silico the Cyp51Ap enzyme sequences from Candida albicans and A. fumigatus (see section “Resistance
related to ergosterol synthesis” above). The multiple sequence alignment (MSA) is a powerful tool to include

a function or a structure by a determined consensus sequencel’%,

Conclusion

From its beginning, bioinformatics has grown by leap and bounds. Many laboratory groups in the world perform
several bioinformatics studies to have a better vision of the experimental hypothesis or to complement it.
Moreover, the use of bioinformatics techniques allows the research groups to direct an experimental design

towards a positive outcome, obtaining a virtual preliminary result of what would happen in reality.

Bioinformatics has made important contributions to the study of compounds with diverse pharmacological
activities. Among them, antifungal agents deserve special consideration due to the emergence of resistance.
In this sense, the search for strategies addressed to reverse it or to find new agents with high efficacy and low
toxicity are fully justified, particularly taking into account that other factors, such as drug interactions, may occur.

Complementing in silico and experimental methods may be useful to optimize cost of resources and time.

Acknowledgments

This work was granted by the University of Buenos Aires (grant UBACYT 2018, 20020170200079BA). We

thank to Milagros Muthular for technical assistance.

References

1. International Human Genome Sequencing Consortium. The Human Genome Project. Information
Archive glossary. 2001. [Link].

2. Luscombe NM, Greenbaum D, Gerstein M. What is bioinformatics? A proposed definition and overview
of the field. Methods Inf Med. 2001; 40(4): 346-358. ISSN 0026-1270. [PubMed].

3. Pelaez F. Paradigmas actuales en las etapas tempranas del proceso de descubrimiento y desarrollo de
nuevos fadrmacos. An Real Soc Espafola Quim. 2011; 107(1): 36-45. ISSN 1575-3417. [Link].

4. Tamay-Cach F, Villa-Tanaca ML, Trujillo-Ferrara JG, Aleman-Gonzalez-Duhart D, Quintana-Pérez JC,
Gonzélez-Ramirez IA et al. In Silico Studies Most Employed in the Discovery of New Antimicrobial Agents.
Curr Med Chem. 2016; 23(29): 3360-3373. ISSN 1875-533X. [CrossRef].

557
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 547-562 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://web.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/redirect.shtml#B
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11552348/
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=3433979
https://doi.org/10.2174/0929867323666160210141912

Contributions of bioinformatics to study natural antifungals: review in a Miozza, Barceld, Passero et al
pharmacological context

5. Pérez C, Tiraboschi IN, Ortega MG, Agnese AM, Cabrera JL. Further antimicrobial studies on 2" 4°-
dihydroxy- 5°-(1""" -dimethylallyl)- 6-prenylpinocembrin from Dalea elegans. Pharm Biol. 2003; 41(3): 171-
174, ISSN 1744-5116. [CrossRef].

6. Peralta MA, Calise M, Fornari MC, Ortega MG, Diez RA, Cabrera JL et al. A prenylated flavanone from
Dalea elegans inhibits rhodamine 6G efflux and reverses fluconazole resistance in Candida albicans. PI
Med. 2012; 78(10): 981-987. ISSN 0032-0943.

7. Barcel6é S, Peralta MA, Ortega MG, Cabrera JL, Pérez C. Interacciones moleculares de un flavonoide
prenilado con transportadores de antimicoticos dependientes de ATP. Rev Fac Odon UBA. 2014; 29(66):
26-36. ISSN 1668-8538.

8. Barceld S, Farah E, Pérez C. Interacciones de un compuesto de origen vegetal con distintos blancos
terapéuticos. In IX international symposium on natural products chemistry and applications. Termas
de Chillan, Chile. November 22-25. 2016; 134.

9. Barcelo S, Miozza V, Passero P, Farah E, Pérez, C. Aplicaciones de la informatica en el estudio de
productos naturales. Rev Fac Odontol UBA. 2017; 32(72): 22-31. ISSN 1668-8538. [Link].

10. Saldanha LG, Dwyer JT, Betz JM. Culinary spice plants in dietary supplement products and tested in
clinical trials. Adv Nutr. 2016; 7(2): 343-348. ISSN 2156-5376. [CrossRef] [PubMed].

11. Chacén-Lee TL, Gonzalez-Marifio GE. Microalgae for “healthy” foods—possibilities and challenge.
Comp Rev Food Sci Food Saf. 2010; 9(6): 655-675. ISSN 1541-4337. [CrossRef].

12. Custddio L, Soares F, Pereira H, Barreira L, Vizetto-Duarte C, Jodo Rodrigues M et al. Fatty acid
composition and biological activities of Isochrysis galbana T-ISO, Tetraselmis sp. and Scenedesmus sp.:
possible application in the pharmaceutical and functional food industries. J Appl Phycol. 2014; 26(1):
151-161. ISSN 1573-5176. [CrossRef].

13. Cicero AFG, Colletti A. Combinations of phytomedicines with different lipid lowering activity for
dyslipidemia management: The available clinical data. Phytomedicine. 2016; 23(11): 1113-1118. ISSN
1618-095X. [CrossRef] [PubMed].

14 Oliveira JS, Silva AA, Silva VA Jr. Phytotherapy in reducing glycemic index and testicular oxidative stress
resulting from induced diabetes: a review. Braz J Biol. 2017; 77(1): 68-78. ISSN 1678-4375. [CrossRef].

15. Anesini C, Pérez C. Screening of plants used in Argentine folk medicine for antimicrobial activity. J
Ethnopharmacol. 1993; 39(2): 119-128. ISSN 0378-8741. [CrossRef].

16. Pérez C, Suarez C. Antifungal activity of plant extracts against Candida albicans. Am J Chin Med. 1997;
25(2): 181-184. ISSN 1793-6853. [CrossRef].

17. Elingold I, Isollabella MP, Casanova M, Celentano AM, Pérez C, Cabrera JL et al. Mitochondrial toxicity
and antioxidant activity of a prenylated flavonoid isolated from Dalea elegans. Chem Biol Interact. 2008;
171(3): 294-305. ISSN 1872-7786. [CrossRef] [PubMed].

18. Pérez C, Agnese AM, Cabrera JL. The essential oil of Senecio graveolens (Compositae): Chemical
composition and antimicrobial activity tests. J Ethnopharmacol. 1999; 66(1): 91-96. ISSN 0378-8741.
[CrossRef] [PubMed].

19. Agnese AM, Pérez C, Cabrera JL. Adesmia aegiceras: antimicrobial activity and chemical study.
Phytomedicine. 2001; 8(5): 389-394. ISSN 1618-095X. [CrossRef].

20. Pérez C, Suarez C, Castro G. Production of antimicrobials by Bacillus subtilis MIR 15. J Biotechnol.
1992; 26(2-3): 331-336. ISSN 1873-4863. [CrossRef].

558
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 547-562 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.1076/phbi.41.3.171.15090
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/biblio-908089
https://doi.org/10.3945/an.115.011213
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26980817/
https://doi.org/10.1111/j.1541-4337.2010.00132.x
https://doi.org/10.1007/s10811-013-0098-0
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2015.10.011
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26621556/
https://doi.org/10.1590/1519-6984.09915
https://doi.org/10.1016/0378-8741(93)90027-3
https://doi.org/10.1142/S0192415X97000214
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2007.10.005
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18078919/
https://doi.org/10.1016/s0378-8741(98)00204-9
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10432213/
https://doi.org/10.1078/0944-7113-00059
https://doi.org/10.1016/0168-1656(92)90017-4

Contributions of bioinformatics to study natural antifungals: review in a Miozza, Barceld, Passero et al
pharmacological context

21. Sharma Y, Rastogi SK, Perwez A, Rizvi MA, Manzoor N. B-citronellol alters cell surface properties of
Candida albicans to influence pathogenicity related traits. Med Mycol. ISSN 1365-280X. [CrossRef].

22. Vazquez-Gonzalez D, Perusquia-Ortiz AM, Hundeiker M, Bonifaz A. Opportunistic yeast infections:
candidiasis, cryptococcosis, trichosporonosis and geotrichosis. J Dtsch Dermatol Ges. 2013; 11(5): 381-
394. ISSN 1610-0387. [CrossRef] [PubMed].

23. Anderson JB. Evolution of antifungal - drug resistance: Mechanisms and pathogen fitness. Nat Rev
Microbiol. 2005; 3(7): 547-556. ISSN 1740-1534. [CrossRef].

24. Lewis RE. Current concepts in antifungal pharmacology. Mayo Clin Proc. 2011; 86(8): 805-817. ISSN
1942-5546. [CrossRef] [PubMed].

25. Kathiravan MK, Salake AB, Chothe AS, Dudhe PB, Watode RP, Mukta MS et al. The biology and
chemistry of antifungal agents: A review. Bioorg Med Chem. 2012; 20(19): 5678-5698. ISSN 0968-0896.
[CrossRef] [PubMed].

26. Arif T, Bhosale JD, Kumar N, Mandal TK, Bendre RS, Lavekar GS et al. Natural products-antifungal
agents derived from plants. J Asian Nat Prod Res. 2009; 11(7): 621-.638. ISSN 1028-6020. [CrossRef]
[PubMed].

27. Arif T, Mandal TK, Dabur R. “Natural products: Anti-fungal agents from plants”. In: Opportunity,
Challenge and Scope of Natural Products in Medicinal Chemistry; V.K. Tiwari, B.B. Mishra (editors),
Research Signpost: Kerala, India, 2011; pp. 283-311. ISBN 9788130804484.

28. Mansfield BE, Oltean HN, Oliver BG, Hoot SJ, Leyde SE, Hedstrom L et al. Azole drugs are imported by
facilitated diffusion in Candida albicans and other pathogenic fungi. PLoS Pathog. 2010; 6(9). [CrossRef].

29. Bard M, Lees ND, Turi T, Craft D, Cofrin L, Barbuch R et al. Sterol synthesis and viability of erg11
(cytochrome P450 lanosterol demethylase) mutations in Saccharomyces cerevisiae and Candida albicans.
Lipids. 1993; 28(11): 963-967. ISSN 1558-9307. [CrossRef] [PubMed].

30. Lamb DC, Kelly DE, Schunk WH, Shyadehi AZ, Akhtar M, Lowe DJ et al. The mutation T315A in Candida
albicans sterol 14alpha-demethylase causes reduced enzyme activity and fluconazole resistance through
reduced affinity. J Biol Chem. 1997; 272(9): 5682-5688. ISSN 1083-351X. [CrossRef] [PubMed].

31. Irffan M, Abid M. Three dimensional structure modeling of lanosterol 14-a demethylase of Candida
albicans and docking studies with new triazole derivatives. Chem inform. 2015; 1(1,4):1-8. ISSN 2470-
6973. [Link].

32. Bhatnagar RS, Ftterer K, Farazi TA, Korolev S, Murray CL, Jackson-Machelski E et al. Structure of N-
myristoyl-transferase with bound myristoylCoA and peptide substrate analogs. Nat Struct Biol. 1998; 5(12):
1091-1097. ISSN 1072-8368. [CrossRef] [PubMed].

33. Gelb MH, Van Voorhis WC, Buckner FS, Yokoyama K, Eastman R, Carpenter EP etal. Protein farnesyl
and N-myristoyl transferases: Piggy-back medicinal chemistry targets for the development of
antitrypanosomatid and antimalarial therapeutics. Mol Biochem Parasitol. 2003; 126(2):155-63. ISSN
0166-6851. [CrossRef] [PubMed].

34. Wright MH, Heal WP, Mann DJ. Tate EW. Protein myristoylation in health and disease. J Chem Biol.
2010; 3(1): 19-35. ISSN 1864-6158. [CrossRef] [PubMed].

35. Guerrero-Perilla C, Bernal FA, Coy-Barrera ED. Molecular docking study of naturally-occurring
compounds as inhibitors of N-myristoyl transferase towards antifungal agents discovery. Rev Colomb Cien
Quim Farm. 2015; 44(2): 162-178. ISSN 0034-7418. [CrossRef].

559
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 547-562 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.1093/mmy/myz009
https://doi.org/10.1111/ddg.12097
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23621330/
https://doi.org/10.1038/nrmicro1179
https://doi.org/10.4065/mcp.2011.0247
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21803962/
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2012.04.045
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22902032/
https://doi.org/10.1080/10286020902942350
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20183299/
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1001126
https://doi.org/10.1007/BF02537115
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8277826/
https://doi.org/10.1074/jbc.272.9.5682
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9038178/
http://cheminformatics.imedpub.com/three-dimensional-structure-modeling-of-lanosterol-14demethylase-of-candida-albicans-and-docking-studies-with-new-triazole-derivatives.pdf
https://doi.org/10.1038/4202
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9846880/
https://doi.org/10.1016/s0166-6851(02)00282-7
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12615314/
https://doi.org/10.1007/s12154-009-0032-8
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19898886/
http://dx.doi.org/10.15446/rcciquifa.v44n2.56291

Contributions of bioinformatics to study natural antifungals: review in a Miozza, Barceld, Passero et al
pharmacological context

36. Wakelin SA, Ryder MH, Warren RA. Effect of soil properties on growth promotion of wheat by Penicillium
radicum. Aust J Soil Res. 2004; 42(8): 897-904. ISSN 0004-9573. [CrossRef].

37. Vining LC. Functions of secondary metbolites. Annu Rev Microbiol. 1990; 44: 395-427. ISSN 0066-
4227. [CrossRef].

38. Singh V, Tripathi CKM, Katti SB, Praveen V, Tripathi D, Haque S. Isolation, characterization and
antifungal docking studies of wortmannin isolated. Sci Rep. 2015; 5: 11948. [CrossRef].

39. Arendrup MC, Fuursted K, Gahrn-Hansen B, Jensen IM, Knudsen JD, Lundgren B et al. Seminational
surveillance of fungemia in Denmark: notably high rates of fungemia and numbers of isolates with reduced
azole susceptibility. J Clin Microbiol. 2005; 43(9): 4434-4440. ISSN 0095-1137. [CrossRef] [PubMed].

40. Teixeira MM, Theodoro RC, de Carvalho MJ, Fernandes L, Paes HC, Hahn RC et al. Phylogenetic
analysis reveals a high level of speciation in the Paracoccidioides genus. Mol Phylogenet Evol. 2009; 52(2):
273-283. ISSN 1095-9513. [CrossRef] [PubMed].

41. Restrepo A, Benard G, Castro CC, Agudelo CA, Tobdn AM. Pulmonary paracoccidioidomycosis. Semin
Respir Crit Care Med. 2008; 29(2): 182-197. ISSN 1069-3424. [CrossRef] [PubMed].

42. Abadio AKR, Kioshima ES, Leroux V, Martins NF, Maigret B, Felipe MSS. Identification of new antifungal
compounds targeting thioredoxin reductase of Paracoccidioides Genus. PLoS ONE. 2015; 10(11):
e€0142926. [CrossRef].

43. Ghannoumand MA, Rice LB. Antifungal agents: mode of action, mechanisms of resistance, and
correlation of these mechanisms with bacterial resistance. Clin Microbiol Rev. 1999; 12(4): 501-517. ISSN
1098-6618. [PubMed].

44. Arendrup MC, Patterson TF. Multidrug-resistant Candida: epidemiology, molecular mechanisms, and
treatment. J Infect Dis. 2017; 216(3): S445-S451. ISSN 1537-6613. [CrossRef].

45. Edlind TD, Henry KW, Metera KA, Katiyar SK. Aspergillus fumigatus CYP51 sequence: potential basis
for fluconazole resistance. Med Mycol. 2001; 39(3): 299-302. ISSN 1369-3786. [CrossRef] [PubMed].

46. Chowdhary A, Prakash A, Sharma C, Kordalewska M, Kumar A, Sarma S et al. A multicentre study of
antifungal susceptibility patterns among 350 Candida auris isolates (2009—-17) in India: role of the ERG11
and FKS1 genes in azole and echinocandin resistance. J Antimicrob Chemother. 2018; 73(4): 891-899.
ISSN 1460-2091. [CrossRef] [PubMed].

47. Chowdhary A, Sharma C, Meis JF. Candida auris: A rapidly emerging cause of hospital-acquired
multidrug-resistant fungal infections globally. PLoS Pathog. 2017; 13(5): 1-10, €1006290. [CrossRef].

48. Lockhart SR, Etienne KA, Vallabhaneni S, Farooqi J, Chowdhary A, Govender NP et al. Simultaneous
emergence of multidrug-resistant Candida auris on 3 continents confirmed by whole-genome sequencing
and epidemiological analyses. Clin Infect Dis. 2017; 64(2):134-140. ISSN 1537-6591. [CrossRef] [PubMed].

49. Clinical Alert to U.S. Healthcare Facilities—June 2016. Global Emergence of Invasive Infections
Caused by the Multidrug-Resistant Yeast Candida auris. [Link].

50. Candida auris in Healthcare Settings-Europe. [Link].

51. Pan American Health Organization/ World Health Organization (PAHO/ WHO). Candida auris’
Outbreaks in Health Care Services — Epidemiological Alert. [Link].

52. Leonardelli F, Macedo D, Dudiuk C, Cabeza MS, Gamarra S, Garcia-Effron G. Aspergillus fumigatus
intrinsic fluconazole resistance is due to the naturally occurring T301I substitution in Cyp51Ap. Antimicrob
Agents Chemother. 2016; 60(9): 5420-5426. ISSN 1098-6596. [CrossRef] [PubMed].

560
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 547-562 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.1071/SR04035
https://doi.org/10.1146/annurev.mi.44.100190.002143
https://doi.org/10.1038/srep11948
https://doi.org/10.1128/JCM.43.9.4434-4440.2005
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16145088/
https://doi.org/10.1016/j.ympev.2009.04.005
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19376249/
https://doi.org/10.1055/s-2008-1063857
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18366000/
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0142926
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10515900/
https://doi.org/10.1093/infdis/jix131
https://doi.org/10.1080/mmy.39.3.299.302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11446535/
https://doi.org/10.1093/jac/dkx480
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29325167/
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006290
https://doi.org/10.1093/cid/ciw691
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27988485/
https://www.cdc.gov/fungal/candida-auris/candida-auris-alert.html
https://www.ecdc.europa.eu/en/search?s=candida+auris
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=12565:3-october-2016-candida-auris-outbreaks-in-health-care-services-1epidemiological-alert&Itemid=42346&lang=en
https://doi.org/10.1128/AAC.00905-16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4997867/

Contributions of bioinformatics to study natural antifungals: review in a Miozza, Barceld, Passero et al
pharmacological context

53. Doligalski CT, Benedict K, Cleveland AA, Park B, Derado G, Pappas PG et al. Epidemiology of invasive
mold infections in lung transplant recipients. Am J Transplant. 2014; 14(6): 1328-1333. ISSN 1600-6143.
[CrossRef] [PubMed].

54. Steinbach WJ, Marr KA, Anaissie EJ, Azie N, Quan SP, Meier-Kriesche HU et al. Clinical epidemiology
of 960 patients with invasive aspergillosis from the PATH Alliance registry. J Infect. 2012, 65(5): 453-
464. ISSN 1532-2742. [CrossRef] [PubMed].

55. Garcia-Effron G, Dilger A, Alcazar-Fuoli L, Park S, Mellado E, Perlin DS. Rapid detection of triazole
antifungal resistance in Aspergillus fumigates. J Clin Microbiol. 2008; 46(4): 1200-1206. ISSN 1098-660X.
[CrossRef] [PubMed].

56. Walsh TJ, Anaissie EJ, Denning DW, Herbrecht R, Kontoyiannis DP, Marr KA et al. Treatment of
aspergillosis: clinical practice guidelines of the Infectious Diseases Society of America. Clin Infect Dis.
2008; 46(3): 327-360. ISSN 1537-6591. [CrossRef] [PubMed].

57. Prasad R, Sharma M, Kaur Rawal M. Functionally Relevant Residues of Cdr1p: A Multidrug ABC
Transporter of Human Pathogenic Candida albicans. J Amino Acids, 2011, Article ID 531412. ISSN 2090-
0112. [CrossRef].

58. Sanglard D, Ischer F, Monod M, Bille J. Cloning of Candida albicans genes conferring resistance to azole
antifungal agents: characterization of CDR2, a new multidrug ABC transporter gene. Microbiology. 1997;
143(Pt2): 405-416. ISSN 1465-2080. [CrossRef] [PubMed].

59. Prasad R, Balzi E, Banerjee A, Khandelwal NK. All about CDR transporters: Past, present, and future.
Yeast. 2019; 36(4): 223-233. [CrossRef].

60. Chen Z, Li J, Wang W, Guo X, Li Y, Mao X et al. Mutations adjacent to the end of transmembrane helices
6 and 7 independently affect drug efflux capacity of yeast ABC transporter Pdr5p. Biochim Biophys Acta.
2014; 1838(3): 932-939. ISSN 0005-2736. [CrossRef].

61. Nim S, Monico A, Rawal MK, Duarte N, Prasad R, Di Pietro A et al. Overcoming multidrug resistance in
Candida albicans: Macrocyclic diterpenes from Euphorbia species as potent inhibitors of drug efflux pumps.
Pl Med. 2016; 82(13): 1180-1185. ISSN 0032-0943. [CrossRef] [PubMed].

62. Puri N, Prakash O, Manoharlal R, Sharma M, Ghosh |, Prasad R. Analysis of physico-chemical properties
of substrates of ABC and MFS multidrug transporters of pathogenic Candida albicans. Eur J Med Chem.
2010; 45(11): 4813-4826. ISSN 0223-5234. [CrossRef].

63. Rutledge RM, Esser L, Ma J, Xia D. Toward understanding the mechanism of action of the yeast
multidrug resistance transporter Pdr5p: A molecular modeling study. J Struct Biol. 2011: 173(2): 333-344.
ISSN 1047-8477. [CrossRef] [PubMed].

64. Diniz WJS, Canduri F. Review article. Bioinformatics: an overview and its applications. Genet Mol Res.
2017; 16(1): 1-21. ISSN 1676-5680. [Link]. [CrossRef].

65. Bencurova E, Gupta SK, Sarukhanyan E, Dandekar T. Review. Identification of antifungal targets based
on computer modeling J Fungi (Basel). 2018; 4(3): 81. ISSN 2309-608X. [CrossRef].

66. Chaskar P, Zoete V, Rohrig UF. Toward On-The-Fly Quantum Mechanical/Molecular Mechanical
(QM/MM) Docking: Development and Benchmark of a Scoring Function. J Chem Inf Model. 2014; 54(11):
3137-3152. ISSN 1520-5142.

67. Chen SJ. A potential target of Tanshinone IIA for acute promyelocytic leukemia revealed by inverse
docking and drug repurposing. Asian Pac J Cancer Prev. 2014; 15(10): 4301-4305. ISSN 2476-762X.
[CrossRef] [PubMed].

561
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 547-562 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.1111/ajt.12691
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24726020/
https://doi.org/10.1016/j.jinf.2012.08.003
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22898389/
https://doi.org/10.1128/JCM.02330-07
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18234874/
https://doi.org/10.1086/525258
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18177225/
http://dx.doi.org/10.4061/2011/531412
https://doi.org/10.1099/00221287-143-2-405
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9043118/
https://doi.org/10.1002/yea.3356
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2013.12.002
https://doi.org/10.1055/s-0042-106169
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27145238/
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2010.07.050
https://doi.org/10.1016/j.jsb.2010.10.012
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21034832/
http://www.funpecrp.com.br/gmr/year2017/vol16-1/pdf/gmr-16-01-gmr.16019645.pdf
https://doi.org/10.4238/gmr16019645
https://doi.org/10.3390/jof4030081
https://doi.org/10.7314/apjcp.2014.15.10.4301
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24935388/

Contributions of bioinformatics to study natural antifungals: review in a Miozza, Barceld, Passero et al
pharmacological context

68. Singh VK, Singh AK, Chand R, Kushwaha C. Role of Bioinformatics in agriculture and sustainable
development. Int J Bioinformatics Res. 2011; 3(2): 221-226. ISSN 0975-9115. [Link].

69. Taylor WR, Orengo CA. Protein structure alignment. J Mol Biol. 1989; 208(1): 1-22. ISSN 0022-2836.

70. Lipman DJ, Altschul SF, Kececioglu JD. A tool for multiple sequence alignment. Proc Natl Acad Sci
USA. 1989; 86(12): 4412-4415. ISSN 1091-6490.

Histérico do artigo | Submisséao: 20/12/2019 | Aceite: 17/08/2020 | Publicagao: 18/12/2020

Conflito de interesses: O presente artigo ndo apresenta conflitos de interesse.

Como citar este artigo: Miozza V, Barceld S, Passero P, Farah E, Pérez C. Contributions of bioinformatics to study natural antifungals:
review in a pharmacological context. Rev Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 547-562. e-ISSN 2446.4775. Disponivel em:
<http://revistafitos.far.fiocruz.br/index.php/revista-fitos/article/view/944>. Acesso em: dd/mm/aaaa.

Licenga CC BY 4.0: Vocé esta livre para copiar e redistribuir o material em qualquer meio; adaptar, transformar e construir sobre este
material para qualquer finalidade, mesmo comercialmente, desde que respeitado o seguinte termo: dar crédito apropriado e indicar se
alteragdes foram feitas. Vocé ndo pode atribuir termos legais ou medidas tecnolégicas que restrinjam outros autores de realizar aquilo que
esta licenga permite.

562
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(4): 547-562 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.academia.edu/5586044/ROLE_OF_BIOINFORMATICS_IN_AGRICULTURE_AND_SUSTAINABLE_IJBR
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

INSTRUGOES AOS AUTORES

Revista Fitos

e-ISSN: 2446-4775 e ISSN: 1808-9569

Enderego: Av. Comandante Guaranys, 447, Jacarepagua, CEP 22775-903, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
Telefone: 21- 3348.5598

E-mail: revistafitos@far.fiocruz.br.

Visualizar versdo vigente online
Ultima atualizagdo: 31/03/2020

Sumario

1. Normas para submisséao e apresentacdo do manuscrito
Processo de Avaliacao/Revisao por pares (“peer review”)
3. Tipos de artigos publicados

. Artigos de pesquisa
. Revisédo

. Relatos de Experiéncia

. Comunicacéo Breve

e  Monografia de Plantas Medicinais
e  Perspectiva
e Resenhas
e  Carta ao Editor
4. Informacdes Gerais do Manuscrito
e  Termo de Cessédo de Direitos Autorais

. Conflito de interesses

. Fontes de financiamento

e  Comité de Etica

. Autorizacdes ao patriménio genético e ao conhecimento tradicional
5. Formatacio do Manuscrito

. Aspectos gerais
. Titulo

. Resumo e Abstract
. Nomenclatura Boténica

. Palavras-chave e Keywords

6. Secoes em Artigos de Pesquisa, Revisao, Relato de Experiéncia e Comunicacao Breve

. Introducdo
. Metodologia / Material e Métodos

. Resultados
. Discussao

. Conclusédo

563
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(2): 563-574 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://revistafitos.far.fiocruz.br/index.php/revista-fitos/pages/view/instrucao-aos-autores

Instrugoes aos autores

. Agradecimentos
. Abreviaturas

. Unidades de Medida e Numeros

. Comunicacdes Verbais

. Citacdes no texto
. Referéncias

7. Exemplos de referéncias

e  Artigo de Periddico

e  Artigo de periddico eletrénico
e  Artigo de jornal

e  Livro completo

e Livro em formato eletrénico

. Capitulo de livro
. Capitulo de livro cujo autor € o mesmo da obra

. Capitulo de livro - autor/colaborador

. Tese / Dissertacao / Monografia

. Trabalho publicado em anais de eventos cientificos

. Trabalhos aceitos para publicacdo (Ahead of Print)

. Trabalhos inéditos (submetidos a aceitacdo de uma editora, sem ter atingido a fase de publicacdo)

. Patente
. Legislativa

. Base de Dados

. Documentos de Associacdes/Organizacdes

1. Normas para submissao e apresentagiao do manuscrito

A Revista Fitos (Farmanguinhos/Fiocruz) é um periddico interdisciplinar de publicagdo trimestral que tem
por objetivo divulgar e promover a produgéao cientifica e o intercambio de informagdes entre a comunidade
nacional e internacional, através da publicagdo de artigos cientificos originais sobre Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacédo (PD&l) em Biodiversidade e Saude, aceitando submissado de trabalhos de
diferentes areas do conhecimento, tais como: Agroecologia, Botanica, Ciéncias Farmacéuticas (Farmacia;
Farmacotecnia; Analise e Controle de Medicamentos e afins), Educagdo e Conhecimento, Etnociéncias
(Etnobotanica e Etnofarmacologia), Engenharia de Medicamentos e Produtos Naturais, Farmacologia
(Farmacologia Clinica), Politica e Gestao (Politicas Publicas; Politica e Planejamento Governamental;

Crescimento Econdmico e Saude Publica), Quimica, Toxicologia e outras areas afins.

O conteudo integral da Revista Fitos de livre acesso, estd disponibilizado no site

http://www.revistafitos.far.fiocruz.br/, com licenga de publicagédo CcC BY 4.0

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

A Revista Fitos publica 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. Os manuscritos de pesquisas envolvendo animais e/ou seres humanos

deverao ser acompanhados do Certificado de Aprovagéo de um Comité de Etica em Pesquisa institucional.

564
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(2): 563-574 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://www.revistafitos.far.fiocruz.br/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Instrugoes aos autores

Todos os artigos sédo publicados em formato PDF, em portugués, inglés (grafia do inglés americano ou
britanico) e espanhol e devem ser submetidos neste idioma. O Titulo e 0 Resumo dos manuscritos em

portugués sao obrigatérios mesmo para os manuscritos redigidos em em inglés ou espanhol.

2. Processo de Avaliagao/Revisao por pares (“peer review”)

O conteudo integral publicado na Revista Fitos (Farmanguinhos/Fiiocruz) passa pelo processo de revisao
por (Peer review) especialistas. Os manuscritos submetidos sao direcionados aos editores cientificos, para
avaliacao inicial quanto ao atendimento as normas requeridas para envio dos originais € 0 mérito do
trabalho, decidindo assim, sobre a aprovagao de sua submiss&do, com ou sem alteragbes. Na sequéncia,
o artigo é enviado para um processo de avaliagao por pares, duplo-cega, selecionados de um cadastro de
revisores de instituicdes nacionais e internacionais. Apds receber os pareceres, os Editores
Cientificos/Associados decidirdo pela aceitagdo do manuscrito sem modificacdes, pela devolugao aos
autores com sugestdes de modificagbes ou pela rejeigdo. Os Editores Cientificos/Associados tém a
responsabilidade de reencaminhar o artigo aos autores para esclarecimentos, tantas vezes quanto
necessario, e, a qualquer momento, por decisdo dos Editores o documento pode ter sua recusa

determinada. Cada nova versao é analisada pelo Editor Cientifico, que detém o poder da decisao final.

3. Tipos de artigos publicados

Artigos de pesquisa: Incluem estudos descritivos e experimentais, incluindo os de pesquisa basica com
animais de laboratoério, estudos controlados e randomizados, estudos observacionais de coorte, caso-
controle e transversais, outros. O texto deve ter no maximo 6.000 palavras, excluindo tabelas/ figuras e
referéncias; o numero de referéncias ndo deve ultrapassar 30. Artigos que relatam ensaios clinicos (clinical

trials) deverdo informar adesdao ao CONSORT (http://www.consort-statement.org/) e ter cadastro em um

dos Registros de Ensaios Clinicos listados pela Organizagdo Mundial da Saude ou no National Institute of

Health (NIH) (www.clinicaltrials.gov). Em casos de submissdo de estudos observacionais, solicita-se

adesdo aos guias do STROBE (https://www.strobe- statement.org/index.php?id=strobe-home) para a

preparagdo do manuscrito.

Revisao: Avaliagbes criticas e ordenadas da literatura sobre temas pertinentes ao escopo da Revista Fitos,
incluindo as Revisdes Sistematicas e meta-anadlises. Os autores destes ultimos, devem incluir no corpo do
manuscrito o numero do Registro do protocolo da Revisdio no PROSPERO

(http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERQ/ ). Para a elaboragdo do manuscrito os autores devem seguir as

normas propostas pelo PRISMA (http://www.prisma-statement.org/ ). Autores podem também submeter a

Equipe Editorial Cientifica uma proposta de artigo de revisdo, com um roteiro. Se aprovado, o autor pode
desenvolver o roteiro e submeté-lo para publicagdo. Artigos de revisdo devem limitar-se a 8.000 palavras,
excluindo referéncias e tabelas/figuras. As referéncias bibliograficas devem ser atuais e em nimero maximo
de 40.

Relatos de Experiéncia: Descricdo de experiéncia que contribua de forma relevante para a area de

atuacdo, contextualizado, com objetividade e aporte tedrico, incluindo resumo, introdu¢do com marco

565
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2020; 14(2): 563-574 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://www.consort-statement.org/
http://www.clinicaltrials.gov/
http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/
http://www.prisma-statement.org/

Instrugoes aos autores

tedrico e objetivo(s), metodologia, descricdo da experéncia, discussao, agradecimento (quando houver). O
texto deve ter até 6.000 palavras e 20 referéncias. Serdo permitidas, no maximo 04 figuras. As figuras

podem ser organizadas sob a forma de prancha. Cada prancha sera considerada como uma figura.

Comunicacgao Breve: Relato de resultados preliminares de pesquisa, ou ainda, 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.

Monografia de Plantas Medicinais: Visam agrupar, padronizar e sistematizar o conhecimento das
caracteristicas e propriedades das plantas medicinais para orientar registro nos 6rgéaos de regulamentagao.

Texto contendo, no maximo, 3.500 palavras.

Perspectiva: Analises de temas conjunturais, de interesse imediato e sobre a importancia do tema, em

geral a convite dos Editores, com o maximo de 2.200 palavras.

Resenhas: resenha critica de livro, dissertagbes, teses e outros, publicado nos ultimos dois anos, com o

maximo 1.200 palavras.

Carta ao Editor: Comentarios com conteudo critico construtivo acerca de material previamente publicado
na Revista Fitos. E, ser diretamente submetidas aos Editores Associados. Com, no maximo, 700 palavras,
incluindo no maximo seis (6) referéncias bibliograficas. Sempre que possivel, uma resposta dos autores
sera publicada junto com a carta. Editoriais e comentarios sdo encomendados a autoridades em areas

especificas. O Conselho Editorial também analisa propostas de comentarios submetidas espontaneamente.

4. Informagoes Gerais do Manuscrito

A Revista Fitos publica artigos cientificos inéditos e originais, que ndo estejam em avaliagao simultdnea em

nenhum outro periddico, cuja identificagédo fard com que o manuscrito seja desconsiderado para publicacéo.

e O Termo de Cesséao de Direitos Autorais devera ser preenchido e assinado individualmente, por

todos os autores, e inserido no sistema no momento da submissao do manuscrito.

e Os conceitos e opinides expressos nos manuscritos, a exatiddo e a procedéncia das citagbes, sdo
de exclusiva responsabilidade dos autores.

e Caso haja conflito de interesse, que envolva o manuscrito, este devera ser informado no formulario
de submisséo.

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

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
instituicdo de origem do(s) autor(es).

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

devem ser apresentadas.
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5. Formatagao do Manuscrito

e O manuscrito deve ser redigido com fonte Arial tamanho 12, em folha configurada em tamanho
A4, com espaco 1,5 e margem de 3 cm de cada um dos lados, incluindo as referéncias
bibliograficas e titulos/legendas de tabelas e ilustragdes.

e O arquivo devera apresentar-se em formato digital, extenséo “doc” ou “docx”. Arquivos em Adobe®
PDF format (.pdf files) ndo serao aceitos.

e As secdes do manuscrito devem seguir a ordem: titulo, resumo em portugués, resumo em inglés,
texto, agradecimentos, referéncias bibliograficas, tabelas (cada tabela completa, com titulo e
legendas, inseridas no corpo do texto), figuras (cada figura completa, com titulo e legendas,
inseridas no corpo do texto).

e O Titulo e os Subtitulos, em negrito, devera ter a primeira palavra escrita com a primeira letra
maiuscula.

e Na&o serdo aceitas notas de rodapé.

e Siglas devem ser escritas por extenso, quando aparecem a primeira vez no texto, incluindo

Resumo e Abstract.
Titulo

O titulo do manuscrito deve ser conciso e informativo, evitando termos supérfluos e abreviaturas, em
negrito, no idioma do manuscrito (portugués, inglés ou espanhol) e em inglés, com o maximo de 120
caracteres, incluindo espagos. O Titulo e 0 Resumo dos manuscritos em portugués séo exigidos quando

da submisséo e envio da verséao final para aqueles em inglés e espanhol.

Resumo e Abstract

e Sé ndo se aplica a perspectiva, resenha e carta.

e O resumo e o abstract devem conter, no maximo, 200 palavras ou 1.200 caracteres, evitando o
uso de abreviaturas, contendo apresentagcéo concisa dos pontos relevantes do trabalho em um
unico paragrafo, expondo objetivo, metodologia, resultados e concluséo.

o No abstract, evitar tradugdes literais.

Importante: O resumo no idioma original devera também ser inserido nos metadados (formulario de
submissdo do manuscrito). Terminada a insergdo do resumo no formulario, o responsavel pela submissao

devera alterar o idioma do formulario e preencher os campos traduzidos.
Nomenclatura Botanica

Os nomes cientificos das plantas devem ser escritos de acordo com o Cadigo Internacional de
Nomenclatura Botanica, sem abreviaturas no resumo/abstract e no corpo do texto, para cada espécie citada
pela primeira vez, mas quando varias espécies pertencerem ao mesmo género basta citar apenas para a
primeira (por exemplo, Mentha piperita e M. acuta). A autoria da espécie (por exemplo, L., Opiz) é

necessaria apenas na se¢cdo de Metodologia, de acordo com o The International Plant Names Index
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(www.ipni.org) e com a Flora do Brasil 2020 (http:/floradobrasil.jbrj.gov.br/). Cultivares ou variedades

devem ser correlacionados ao nome cientifico (por exemplo, Ximenia americana var. inermis). Os autores
devem informar na Metodologia/Material e Métodos o espécime e nimero do voucher de referéncia das

plantas utilizadas ou outro material examinado.

Palavras-chave e Keywords

e Apods o resumo dos artigos originais, relatos de caso ou revisdes, indicar de trés (3) a seis (6)
palavras-chave e Keywords, usadas para indexagao, que representem o conteudo do manuscrito,
facilitando a recuperagao da informagao.

e  Utilize termos do Medical Subject Headings (MeSH), disponiveis em http://www.nlm.nih.gov/mesh/
meshhome.html. Quando ndo estiverem disponiveis descritores adequados € possivel utilizar
termos livres.

e As palavras-chave deverao ser escritas em portugués ou espanhol e inglés, fazendo a alteragédo
de idioma do formulario, com somente a primeira letra em mailscula e separadas por ponto. As

keywords deveréo ser em inglés.

6. Segoes em Artigos de Pesquisa, Revisao, Relato de Experiéncia e
Comunicacgao Breve

Introdugao

Clara, objetiva, sucinta, citando apenas referéncias estritamente relacionadas ao tema que justifique a
realizagao do trabalho, informando as hipéteses iniciais (quando houver) e o referencial tedrico atualizado.

Ao final da introdugéo, os objetivos do estudo devem ser claramente descritos.
Metodologia / Material e Métodos

A Metodologia ou Material e Métodos devera descrever os instrumentos de coleta de dados, os materiais
usados e os mecanismos de analise dos dados, incluindo o desenho de estudo, definicdo de variaveis,
analise estatistica. Os procedimentos, produtos e equipamentos utilizados devem ser descritos com

detalhes suficientes para permitir a reprodugéo do estudo.

Os estudos em seres humanos e/ou em animais, € obrigatéria a inclusdo de declaragdo de que todos os
procedimentos tenham sido aprovados pelo comité de ética em pesquisa da instituigdo a que se vinculam
os autores ou, na falta deste, por outro comité de ética em pesquisa indicado pela Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Salide.

As Revisbes deverao informar as fontes dos dados, descrever as fontes da pesquisa, definindo as bases
de dados e os anos pesquisados, apresentar a estratégia de busca, os critérios de elegibilidade dos
estudos, a analise do risco de viés dos estudos incluidos, a extragdo de dados e a estratégia de avaliagdo
das informagdes (em caso de Revisdes Sistematicas). Nos casos de revisdes sistematicas, com ou sem

meta- anadlises, os autores devem seguir o PRISMA (http://www.prisma-statement.org/).
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Resultados

Devem ser apresentados de maneira clara, objetiva e em sequéncia ldgica. As informagdes contidas em

tabelas ou figuras ndo devem ser repetidas no texto.

Os Resultados deverao ser apresentados de maneira clara, objetiva e em sequéncia logica, informando os
principais dados, quantitativos ou qualitativos, intervalos de confianga e significancia, a estatistica dos

achados. Sempre que necessario, deverdo estar acompanhados de tabelas e figuras adequadas.
Discusséo

A Discusséo 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 descritos na literatura,
publicados e referenciados. Discutir as implicagbes dos achados e suas limitagbes, bem como a
necessidade de pesquisas adicionais. Os autores devem dar igual énfase aos achados favoraveis e

desfavoraveis que tenham méritos cientificos similares. Incluir recomendagdes, quando pertinentes.
As segdes de Resultados e Discussao poderao ser apresentados num unico tépico.
Conclusao

Apresentar apenas aquelas apoiadas pelos dados do estudo e que contemplem os objetivos, bem como
sua aplicagao pratica, dando énfase igual a achados positivos e negativos que tenham méritos cientificos
similares. As conclusdes devem ser apresentadas no final da discussao e responder os objetivos do estudo,

evitando informagdes se inferéncias ndo sustentadas pelos achados.
Agradecimentos

Devem ser breves e objetivos. Somente devem ser mencionadas as pessoas ou instituicdes que

contribuiram significativamente para o estudo, mas que n&o tenham preenchido os critérios de autoria.
Abreviaturas

Devem ser evitadas, pois prejudicam a leitura confortavel do texto. Quando usadas, devem ser definidas

ao serem mencionadas pela primeira vez. Jamais devem aparecer no titulo e nos resumos.
Unidades de Medida e Numeros

A Revista Fitos adota o Systéme International d'Unités (SI). Para volume, usar metro cubico (e.g. 1 x 107°
m3) ou litro (e.g. 5 pL, 5 mL, 5 L). Para concentragdes, usar uM, pmol L= or mg L=". Para tamanho e distancia

usar (cm, mm, ym, etc) e seja consistente no manuscrito.

Numeros abaixo de nove devem ser escritos, com exceg¢do das medidas, os acima de dez, devem ser

indicados em numerais, desde que nao estejam em inicio de sentenca.
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Comunicagdes Verbais

A transcricao de comunicagéao 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.

Observagdes nao publicadas e comunicagdes pessoais ndo podem ser citadas como referéncias; se for
imprescindivel a inclusdo de informacgbes dessa natureza no artigo, elas devem ser seguidas pela

observacgao “dado nédo publicado” ou “comunicagéo pessoal”’ entre parénteses no corpo do artigo.

Citag6es no texto

Todas as citagbes deveréo estar informadas no texto, numeradas, entre chaves e na sequéncia da sua
apresentacao no texto, separadas entre virgulas no caso de mais de duas cita¢cdes sequenciais ou citagdes

multiplas.

As citacdes diretas, com mais de trés linhas, deverao ser transcritas em paragrafo independente, com recuo

de margem de 4 cm a direita, fonte 10, espaco 1, sem aspas.

Referéncias

As referéncias devem ser formatadas no estilo Vancouver, também conhecido como o estilo Uniform

Requirements.

As referéncias devem ser numeradas e ordenadas na sequéncia das citagdes no texto. As citagdes no texto
devem ser identificadas por algarismos arabicos, entre chaves e sobrescritos. Seguir a sequéncia da

numeracao das citagdes, também, nas tabelas, caso haja.

Artigos aceitos para publicagdo, mas ainda nao publicados podem ser citados desde que seja feita a

indicagéo da revista e que o respectivo artigo esta na pré-publicagdo em “Ahead of Print”.

Os titulos dos periédicos devem ser abreviados conforme recomenda o Index Medicus; uma lista com suas
respectivas abreviaturas pode ser obtidas através da publicagdo da NLM “List of Serials Indexed for Online

Users”, disponivel no enderego www.nlm.nih.gov/tsd/serials/Isiou.html.

A seguir, apresentamos alguns exemplos do modelo adotado pela Revista Fitos.

7. 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 Allemé&o, Anacardiaceae (aroeira-do-
sertdo). Rev Bras Farmacogn. 2010; 20 (2): 140-6. ISSN: 0102-695X. [CrossRef]
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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 periédico eletréonico

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

anoj; paginagéo ou indicagdo de tamanho. Disponibilidade de acesso.

Clark SC. The industrial arts paradigm: adjustment, replacement or extinction?. J of Technol Educ [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.

Livro em formato eletrénico

Autoria. Titulo. [suporte]. Produtor. Edi¢cdo. Verséo. 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.
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Capitulo de livro

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

Capitulo de livro cujo autor € 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 / Dissertagdo / Monografia

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

[Programa de Pés-Graduagdo em...] — Instituicdo onde foi apresentada.

Duque SS. Avaliagcdo técnica de PCR na deteccdo de fatores de viruléncia Eschericha
coli diarreiogénia empregando culturas fecais primarias. Rio de Janeiro; 2000. Dissertagdo de

Mestrado [Programa de Poés-graduagéo em Biologia Molecular e Celular] - Instituto Oswaldo Cruz.

Lima N. Influéncia da agéo dos raios solares na germinagéo do nabo selvagem. Campinas, 1991. Tese de

Doutorado [Programa de poés-graduagdo em Ciéncias Agrarias] Universidade de Campinas.

Trabalho publicado em anais de eventos cientificos

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security in medical informatics. In:
Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, eds. MEDINFO 92. Proceedings of the 7th World Congress
on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

Anais do 4° Congresso Paulista de Saude Publica; 1993 jul. 10-14; Sdo Paulo, Brasil. Sdo Paulo:

Associagdo Paulista de Saude Publica; 1995.
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Trabalhos aceitos para publicagao (Ahead of Print)

Nascimento E, Mayrink W. Avaliagdo de antigenos de Cysticercus cellulosae no imunodiagndstico

cisticercose humana pela hemaglutinagéo indireta. Rev Inst Trop 1984. (Ahead of Print)

Trabalhos inéditos (submetidos a aceitagao de uma editora, sem ter atingido a fase de publicagao)

Silvestre P. Golpe de ariete: método grafico. Belo Horizonte: Ed. UFMG; 1988. (Inédito)

Patente

Autor(es), seguido da expressao inventor(es); depositante. Titulo da patente. Sigla do Pais, seguido da

expressdo patente, e n°® da mesma. Data de publicagéo da patente.

Paulo César da Fonseca, inventor. Produto Erlan LTDA., depositante. Ornamentacdo aplicada a
embalagem. BR patente C.1.10-3-6. DI2300045. 12 set. 1983; 28 maio 1985.

Legislativa

Competéncia (pais, estado ou cidade). Titulo. (especificagédo da legislagdo, numero e data). Ementa. Titulo

da publicacgéo oficial. Local (cidade), data (dia, més abreviado e ano). Se¢éo, paginacéo.

Brasil. Ministério da Educacgao e Cultura. Secretaria da Cultura. Portaria n.° 23, de 26 de outubro de 1982.
Modifica o Plano Nacional de Microfilmagem de Periédicos Brasileiros criado pela Portaria DAC n.°. 31, de
11 de dezembro de 1978. Diario Oficial [da Republica Federativa do Brasil]. Brasilia, 1 dez. 1982; Secao 1,
v.120, n.227, p.22438.

Base de Dados

BIREME. Centro Latino-Americano e do Caribe de Informagdo em Ciéncias da saude. Lilacs - Literatura

Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude. Disponivel em: [Link] Acesso em: 27 ago. 2009.
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Documentos de Associagoes/Organizagoes

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). WHO Guidelines for Pharmacological Management of
Pandemic (H1N1) 2009. Influenza and other Influenza Viruses. 91p. Disponivel em: [Link]. Acesso em: 28
ago. 20009.

Antes de submeter o manuscrito é importante:

a)

b)

testar todos os hiperlinks das referéncias; passando o mouse por cima dos hiperlinks verifique
se os enderecgos informados estédo corretos.

impessoalidade: O trabalho é resultado da investigagéo cientificamente fundamentada do autor
sobre determinado assunto, ndo cabendo um relato pessoal sobre o trabalho, haja vista que o
estudo devera ser acessivel a comunidade cientifica sempre que outro estudioso necessitar
explorar o assunto em questao, logo deve ser redigido em terceira pessoa, caracterizando o teor
universal da pesquisa desenvolvida;

estilo cientifico: deve ser informativo, racional, baseado em dados concretos, onde podem ser
aceitos argumentos de ordem subjetiva, desde que explanados sob um ponto de vista cientifico;
vocabulario técnico: a comunicagéo cientifica deve ser feita com termos comuns, que garantam
a objetividade da comunicagéo, sendo, porém que cada area cientifica possui seu vocabulario
técnico proprio que deve ser observado;

corregao gramatical: a observagao da corregédo do texto deve ser feita com cuidado, evitando-se
0 uso excessivo de oragdes subordinadas em uUnico paragrafo, o excesso de paragrafos,
lembrando que cada paragrafo encerra uma pequena ideia defendida no texto, logo, encerrada a

ideia, muda-se o paragrafo.
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