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EDITORIAL

https://doi.org/10.32712/2446-4775.2022.1433

Divulgacao do conhecimento cientifico na utilizagao
de plantas medicinais, com foco na bioprospecc¢ao

Neste numero tematico de Bioprospeccéo, a Revista Fitos aborda a importancia da publicagao cientifica de acesso
aberto, ratificando o seu compromisso na divulgacéo do conhecimento cientifico, com foco na bioprospeccéo.

Os artigos deste numero tematico apresentam tematicas de como transformar os recursos naturais em
ganhos econémicos, afim de, alavancar o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, e agregar valor aos

bens e servigos provenientes da biodiversidade brasileira.

Nesse propésito, essa edigdo visa trazer a luz do conhecimento temas que abordam a utilizagdo das plantas
medicinais, conhecimento e o estabelecimento de programas de bioprospecgdo no mundo. Destacando-se
que, o Brasil esta entre os paises megadiversos e, portanto, urge a necessidade de um plano nacional
estratégico, fundamentado nos trés eixos ou elementos: pesquisar, transformar em produtos e comercializar,
melhorando a qualidade de vida e fortalecendo a industria nacional, gerando riqueza e empregos.

Esperamos que os artigos deste numero tematico contribuam para o fortalecimento das acdes estratégicas
da bioeconomia do pais.

Boa leitura!

Dr? Claudia do O Pessoa
Professora Titular de Fisiologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
Universidade Federal do Ceara
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Bioprospeccao de plantas medicinais com
potencial anticancerigeno no Brasil: caracterizacao
e métodos de extracao

Bioprospecting of medicinal plants with anticancer potential in Brazil:
characterization and extraction methods

https://doi.org/10.32712/2446-4775.2022.1251

Assumpgio, Isabela Cristina Porto'*; Silva, Brunno Almeida de Carvalho e'; Mendes, Marisa Fernandes’.

'Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica. Coordenag&o de
Pés-Graduacdo em Engenharia Quimica, BR 465, Km 07, CEP 23890-000, Seropédica, RJ, Brasil.
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Resumo

O cancer € um problema de saude publica mundial e pesquisas tém apontado que o nimero de novos
casos deve atingir 29,4 milhdes até 2040. Além disso, o avanco desigual da doenga causara maior impacto
nos paises de baixa e média renda. Nesse contexto, 0 avango da doenga associado aos efeitos adversos
dos tratamentos empregados atualmente revela a urgéncia de avaliar métodos alternativos para combater
o cancer. Com isso, o uso de plantas medicinais € desejavel, por apresentarem menores contraindicagdes,
gracgas ao baixo efeito antiproliferativo em tecidos saudaveis e elevada inibicao para diversas linhagens
tumorais. Sob a perspectiva brasileira, a bioprospecgdo de espécies vegetais € promissora, devido a
elevada biodiversidade nacional. Com isso, o objetivo do presente trabalho foi de avaliar as vertentes da
pesquisa na area de extragao de compostos bioativos a partir de fontes vegetais, identificando as espécies,
perfil fitoquimico e técnicas de extragdo mais utilizadas. Pode-se concluir que o uso de solventes organicos
€ massivo, o que prejudica o "scale-up" dos processos e pode inviabilizar o uso efetivo de fitoterapicos de

plantas medicinais em escala industrial.

Palavras-chave: Fitoterapicos. Atividade antiproliferativa. Plantas medicinais. Extragdo supercritica.

Bioprospeccéo.

Abstract

Cancer is a worldwide public health issue, and the research has indicated that the number of new cases will
reach 29.4 million by 2040. In addition, the uneven spread of the disease will show greater impact in low-
and middle-income countries. In this context, the disease growth associated with the adverse effects of the
treatments currently used reveals the urgency of evaluating alternative methods to reach this challenge.
Thus, the use of medicinal plants is desirable, since they display fewer contraindications, due to the low
antiproliferative effect on healthy tissues and high inhibition for several tumor lines. Under the Brazilian
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perspective, the bioprospecting of plants is promising, because of the high national biodiversity. Therefore,
the aim of the present work was to evaluate research’s aspects of bioactive compounds extraction from plant
sources, identifying the species, phytochemical profile, and most used extraction techniques. It can be
concluded that the use of organic solvents is massive, which impairs the scale-up of the process, and may

limit the effective use of phytotherapy’s from medicinal plants on an industrial scale.

Keywords: Herbal medicines. Antiproliferative activity. Medicinal plants. Supercritical extraction.

Bioprospecting.

Introducgao

O cancer é, atualmente, um problema de saude publica mundial. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), em 2018 foram constatados 18,1 milhdes de novos casos da doenga e 9,6 milhdes de mortes, em
que 1 em cada 6 mortes foram devido a patologia. As proje¢cdes mostram que até 2040 ser&o contabilizados

29,4 milhdes de casos por ano, representando um aumento de mais de 60%H.

Pesquisas revelaram ainda que, em 2019, 90% dos paises desenvolvidos possuiam tratamentos adequados
para os pacientes oncoldgicos em seu sistema publico de saude. Em contrapartida, nos paises de baixa renda,
essa quantidade era de 15%, culminando em elevadas taxas de mortalidade; em comparagéo com os paises
ricos, o impacto do avango do cancer nas proximas duas décadas pode ser até 81% maior nas regides
carentes. Isso se justifica por uma associacdo de fatores, em especial pelo diagndéstico tardio de carcinomas

preveniveis, progndstico ineficaz e baixa disponibilidade de tratamento e medicamentos!2l.

Atualmente, é comum a utilizagdo de terapias antineoplasicas para o tratamento do cancer, com destaque
para a quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia e cirurgia. Nao obstante, nota-se que o emprego dessas
técnicas possui uma série de efeitos colaterais decorrentes de sua toxicidade, que afetam n&do apenas as
células doentes, mas também os tecidos saudaveis. Como consequéncia, tem-se, em alguns casos,
complica¢des no quadro clinico dos pacientes que podem levar a descontinuagédo do tratamento, devido a

elevada agress3o sofrida pelo organismo4,

Assim, os efeitos adversos dos tratamentos tradicionais podem ser mitigados pelo uso das plantas
medicinais, que possuem menores contraindicagdes, devido aos efeitos citotoxicos serem mais amenos.
Combinado com as vantagens de haver grande disponibilidade de plantas, como é o caso do Brasil, e baixo
custo para sua aquisigéo, a atividade anticancerigena dos constituintes a base de plantas é uma abordagem

desejavel para o manejo da doengal®28l,

As plantas medicinais vém sendo utilizadas pela humanidade desde a antiguidade, sabendo-se hoje que
seus constituintes estdo associados a resposta farmacoldgica e ao potencial medicamentoso de diversas
espécies vegetais. O uso de ervas com finalidade terapéutica tem se mostrado promissor, dada a grande
variedade de compostos e estruturas quimicas associadas a bioatividade das plantas2€l. Além disso, os
produtos naturais tém tido papel fundamental no desenvolvimento de drogas, visto que no periodo de 1940
até 2014, 83% das 136 novas substancias quimicas registradas para agédo anticancerigena foram obtidas
a partir de fontes naturais, direta ou indiretamente. Estima-se ainda que 49% das moléculas aprovadas no

mesmo periodo tenham sido originadas dos produtos naturais e seus derivadost®!,
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Sob a perspectiva brasileira, o pais apresenta condigdes favoraveis para progredir no tema, tanto pela elevada
biodiversidade nacional, quanto pelo conhecimento herdado dos povos indigenas sobre o0 manejo das plantas
medicinais, sendo o uso sustentavel dos recursos naturais fomentado pelo Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos 9. Apesar disso, pode-se dizer que a fragdo de espécies disponiveis nos biomas

brasileiros que ja foram estudadas do ponto de vista etnofarmacolégico permanece insignificante 09,

Os extratos obtidos das matrizes vegetais tém acao anticancerigena em diversas linhagens tumorais. De
acordo com a literatura, compostos como polifendis, alcaloides e terpenos sdo amplamente utilizados por

terem agao antiproliferativa e desempenharem efeitos quimiopreventivost™.

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a obtengdo de metabdlitos secundarios dos extratos de plantas
medicinais, sendo por diversas vezes separados em métodos convencionais e alternativos. No primeiro
grupo estdo inclusas as técnicas tradicionais, como maceragcdo, decocgdo, Soxhlet, infusdo e
hidrodestilacdo. Ja o segundo grupo abrange as técnicas mais sofisticadas e modernas, podendo-se citar
como exemplos a extragdo supercritica, extragdo em contracorrente, extragdo assistida por ultrassom,

enzimas ou micro-ondast!2.

Apesar das técnicas convencionais continuarem sendo amplamente utilizadas, elas apresentam algumas
desvantagens claras, como a dificuldade de recuperagdo do solvente, a necessidade de etapas de
purificacdo e as elevadas temperaturas do processo, que podem levar a degradagdo térmica dos
componentes de interesse [l Quanto ao emprego dos métodos ndo-convencionais, pode-se mencionar
como principais vantagens o menor consumo de solventes organicos, maior seletividade, menor produgéo
de residuos, menor tempo de extragdo, abordagem menos poluente ao ambiente, menores temperaturas
envolvidas no processo e maior pureza. Contudo, o maior desafio para a utilizagdo dessas técnicas esta
relacionado a limitada aplicagdo desses processos em larga escala, pelos elevados custos com

equipamentos, de forma que seu uso fica restrito & obtengdo de produtos com alto valor agregadol'2,

Dentre as técnicas alternativas, a extragdo supercritica apresenta caracteristicas muito vantajosas para a
obtengdo de extratos naturais. A técnica permite a obtengdo de extratos livres de solventes e a variagédo
das condigbes operacionais do processo (pressdo e temperatura) modificam a densidade do fluido,
conferindo alta seletividade ao método. Dentre os fluidos supercriticos utilizados, o principal é o diéxido de
carbono (CO2), devido ao fato do mesmo ser inerte, atéxico, de baixo custo, apresentar alta disponibilidade

e propriedades criticas relativamente baixas (304 K e 7,38 MPa)!3,

Diante do potencial das plantas medicinais e da crescente necessidade de viabilizar tratamentos confiaveis
para o cancer, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar quais s&o as vertentes inovadoras de pesquisa
na area de extragdo dos compostos bioativos com agao anticancerigena a partir de matéria prima vegetal,
identificando as espécies estudadas, a composi¢ao quimica, os métodos de extragdo utilizados e a resposta

biolégica, priorizando trabalhos nacionais.

Metodologia

A metodologia empregada neste trabalho consistiu em uma revisdo bibliografica realizada nas bases
cientificas Science Direct e PubMed. No Science Direct foram considerados apenas artigos que se

enquadrassem nos tipos “Review articles” e “Research articles”, enquanto no PubMed nao foi utilizado
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nenhum filtro quanto ao tipo de trabalho. Em ambos os casos, considerou-se o periodo de 2015 a 2021. A
TABELA 1 sumariza os indexadores utilizados na busca e o total de trabalhos encontrados aplicando os

filtros mencionados.

TABELA 1: Indexadores e total de trabalhos encontrados nas bases cientificas utilizadas.

Indexadores Science Direct PubMed Total
‘cancer’ AND ‘Brazil’ AND ‘plants’ AND ‘anticancer’ 77 10 87
AND ‘antitumoral’ AND ‘bioactive’
‘bioactive compounds’ AND ‘extraction’ AND ‘Brazilian’ 209 7 306
AND ‘cancer’ AND ‘antiproliferative’ AND ‘activity’
Total 376 17 393

Assim, foram adotados critérios visando abordar os pontos mais relevantes sobre o potencial
anticancerigeno das plantas medicinais, fornecendo dados acerca do perfil fitoquimico, metodologia
empregada no processo de extragdo e realizagdo de ensaios para verificar a atividade biolégica dos
extratos. Ademais, a escolha de trabalhos brasileiros tem por objetivo ratificar a importancia de estudos
etnofarmacoldgicos em a&mbito nacional, dadas as condi¢des favoraveis para o desenvolvimento de
pesquisas no ramo e a necessidade de maior inser¢ao da medicina alternativa para o combate de doengas

como o cancer no Brasil.

Em seguida, o potencial anticancerigeno de diferentes espécies de plantas é discutido, conforme
apresentado na TABELA 2. Os extratos dessas matrizes vegetais foram obtidos a partir de diferentes
técnicas de extragdo e avaliados em diferentes linhagens tumorais, visando mostrar a versatilidade de

aplicacado de plantas medicinais no tratamento do cancer.

Conforme sera visto adiante, os trabalhos selecionados empregaram as técnicas da maceragao, Soxhlet,
hidrodestilagdo, extragao assistida por ultrassom e extragdo supercritica. As FIGURAS 2 a 6 exibem
representacdes esquematicas simplificadas dos métodos utilizados pelos autores, a fim de facilitar a

compreensao do procedimento experimental.

A técnica de maceragao consiste em utilizar folhas, que podem ser frescas ou secas, cominuidas. O material
vegetal é entdo macerado junto ao solvente e, em seguida, a amostra é filtrada e concentrada em

rotaevaporador para obtencgéo do extrato.

A hidrodestilagdo com aparelho tipo Clevenger esta representada na FIGURA 1. O método consiste em
inserir uma mistura de material vegetal com agua destilada em um balado localizado sobre uma manta de
aquecimento. O aquecimento do conjunto provoca o arraste do vapor de agua e do 6leo essencial extraido
da planta. O vapor é entdo condensado e, ao final do processo, uma camada de dleo (hidrolato), cuja
densidade é inferior a da agua, forma-se sobre a agua, de modo que o dleo essencial pode entdo ser

separado da agua.
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FIGURA 1: Representagao simplificada do processo de extragédo por hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger.

Condensador
Hidrolato

Baldao com
material vegetal
e agua

Tubo de retorno

Manta de aguecimento

A técnica de extragéo assistida por ultrassom, FIGURA 2, consiste em empregar o material vegetal seco e
moido em um processador ultrassénico (ultrassom) em que, a propagacédo de ondas ultrassénicas causa
intenso colapso de bolhas nos vasos da planta (cavitagéo), ocasionando a ruptura de tecidos e promovendo

a liberagdo dos metabdlitos no solvente. O material é entao filtrado e concentrado em rotaevaporador.

TABELA 2: Panorama dos trabalhos selecionados para a reviséo, incluindo espécie vegetal, familia botanica, parte da
planta utilizada, método de extragédo, perfil fitoquimico e linhagens celulares avaliadas.

Parte da Método de

Espécie Familia planta Extracéio Perfil fitoquimico Linhagens celulares | Ref.
Solidago chilensis Partes ~ . . U-251, MCF-7, 786-
’ ’ ’ 14
Meyen Asteraceae aéreas Maceragéo Solidagenona e quercitrina NCI-H460 e PC-3
Anacardium Folhas HL-60, NCI-H292,
) Anacardiaceae Maceragéao Acido galico, galoil hexosideo HCT-116, P815 e us
occidentale L.
Casca L929
Feoforbida A, caempferol,
Lo . caempferol-3-O-f3-
Mlcon_ll_izi;):;chellu Melastomataceae Folhas Maceragéo glucopiranosideo, acido HCT-116 e L929 e
oleandlico, acido ursdlico,
lupeol e b-sitosterol
Cianidina-3-O-glucosideo,
Syzygium malaccense Myrtaceae Frutas Maceragéo cianidina-3,5-O-diglucosideo e HepG2 un
peonidina-3-O-glucosideo
Campomanesia aureni?a:}:;o;:n:i?rtr?:t(i‘]lcr:lr?al,lcona B16-F10, MCF-7, PC-
adamantium Myrtaceae Frutas Maceragao ’ 3, 786-0, HepG2 e e
A, champanona A e
(Cambess.) O. Berg NIH/3T3
champanona D
Taberaemontana Apocynaceae Caules asEs)i(sttrs:I?00r Afinisina VWM1366, SK-MEL-28, | g,
catharinensis A. DC. pocy P A375 e CCD-1059Sk |
ultrassom
Heliopsis fongipes S.F. Asteraceae Raizes Soxhlet Espilantol HaCaT, Hel.a e MCF- 20
Blake 7
Casca Extragdo Epicatequina e catequina U-251, MCF-7, NCI-
Annona crassiflora e ADR/RES, NCI-H460, 21]
Mart. Annonaceae Sementes assistida por | Quercetina, epicatequina, acido | pc-3, OVCAR-3, HT- | |
ultrassom clorogénico e &cido cafeico 29, K-562 ¢ HaCaT
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Assumpcéo, Silva e Mendes

U-251, MCF-7, NCI-
ADR/RES, 786-0,
Psidium guineense Sw. Myrtaceae Folhas Hidrodestilacdo Espatulenol NCI-H460, PC-3, 22
OVCAR-3, HT-29, K-
562 e HaCaT
Senna spectabilis (sin.

Cassiapexcelsa v(ar. Hi\:? E?’TMI-?e Fp-(732
Acutifolia, Cassia Fabaceae Flores Maceragao —)- i —)- i ! ; 23
Acutlolla, “asei G (-)-Cassina e (-)-espectalina U138MG, U-251MG e

" CCD-1059Sk
spectabilis)
Maceragao Cariofileno e a-copaeno
Piper nigrum L. Piperaceae Frutas Extragéo - — MCF-7 24
. Cariofileno e piperina
supercritica
NCI-ADR/RES, HT-29,
Schinus terenbithifolius . Extragao §-3-careno, a-felandreno, MCF-7, OVCAR:3,
Raddi Anacardiaceae Frutas supercritica limoneno, germacreno D e PC-3, 786-O, NCI- 25
cariofileno H460, U-251, K-562 e
HaCaT

Linhagens celulares: Glioblastoma (U-251, U138MG, U-251MG), mama (MCF-7, Hs578T), rim (786-0O), pulméao (NCI-
H460, NCI-H292, A549), prostata (PC-3), leucemia (HL-60, K-562), coélon (HCT-116, HT-29), mastocitoma (P815),
fibroblastos saudaveis (L929, NIH/3T3), figado (HepG2), melanoma (B16-F10, WM1366, SK-MEL-28, A375), epitelial
saudavel (CCD-1059Sk), queratindcitos normais (HaCaT), cervical (HeLa), ovario (OVCAR-3) e ovario com resisténcia

a drogas (NCI-ADR/RES).

FIGURA 2: Representagao simplificada do processo de extragédo assistida por ultrassom.
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A extragéo por Soxhlet representada na FIGURA 3 é uma extragao que ocorre sob refluxo. O material a ser
extraido é inserido no cartucho e o solvente é inserido no baldo. O conjunto é aquecido pela agdo da manta
de aquecimento e segue um fluxo ascendente no equipamento. Ao ser resfriado na regido do condensador,
o solvente goteja sobre o material promovendo sua extragdo. O processo ocorre em ciclos devido a agéo

do sifdo e o material obtido é entdo concentrado em um rotaevaporador para remogao do solvente.
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FIGURA 3: Representagdo simplificada do processo de extragao por Soxhlet.
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A extracdo supercritica é representada de maneira simplificada na FIGURA 4. O diéxido de carbono

(solvente) é pressurizado pela agdo de uma bomba de alta pressado, equipamento que permite manter

constante a pressao desejada para o experimento. O extrator, que é alimentado com a matriz vegetal a ser

extraida, é conectado a linha pressurizada de CO2z e ao banho termostatico, que mantém a temperatura

desejada. O extrato é coletado pela abertura de uma valvula micrométrica para obtengao do produto puro.

FIGURA 4: Representagao simplificada do processo de extrag@o supercritica.
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Resultados e Discussao

O potencial antiproliferativo da quercitrina (flavonoide) e solidagenona (diterpeno) extraidos a partir de

Solidago chilensins Meyen foi investigado por Gomes et al. No estudo, foram utilizadas as seguintes linhagens
celulares: gliobastoma (U-251), mama (MCF-7), rim (786-0), pulmao (NCI-H460) e prostata (PC-3)141,
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As partes aéreas da planta foram secas a 25°C, moidas em moinho de facas e, em seguida, peneiradas
para selecionar as particulas de 425 ym (Mesh/Tyler 35). Posteriormente, 10 g do material moido e
desidratado foram extraidos por maceragao utilizando diclorometano (DES) e etanol (HES) durante cinco
dias. O material foi filtrado e os solventes foram eliminados a pressao reduzida utilizando rotaevaporador,

produzindo dois extratos!4],

A técnica de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) foi empregada para caracterizar os extratos.
Observou-se que HES apresentou quercitrina como componente majoritario, enquanto a solidagenona foi o
principal constituinte de DES. Os compostos foram entéo isolados de seus respectivos extratos e submetidos
ao ensaio in vitro, a fim de avaliar sua performance contra diferentes linhagens tumorais. Doxorrubicina (DOX)

foi usada como controle positivo nas concentragées de 0,0025, 0,25, 2,5 e 25 pg.mL"014],

Os autores observaram que, para concentragdes na faixa de 0,25 a 250 ug.mL-' durante um tempo de
exposicao de 48 h, entre os extratos de alta e baixa polaridade (HES e DES), DES apresentou os melhores
resultados para as concentragdes de 25 e 250 ug.mL™", sendo que, devido a baixa diferenga de inibigdo das
células tumorais nas duas concentragées, pode-se afirmar que a 25 ug.mL-" foi a melhor condigdo estudada.
A solidagenona apresentou uma elevada agéo antiproliferativa para todas as linhagens tumorais estudadas
e o melhor resultado foi obtido para U-251 em DES (33,24 ug.mL™"). Ja quanto ao flavonoide isolado,
quercitrina, observou-se que ndo houve inibigdo significativa no crescimento de nenhuma das células
tumorais analisadas. Os resultados encontrados, portanto, permitiram mostrar o elevado potencial da
solidagenona extraida de S. chilensins, sendo um resultado promissor para a continuacao de estudos in

vivo, a fim de coletar maiores informagdes acerca do potencial anticancerigeno da espéciel™,

O potencial antitumoral da Anacardium occidentale L., espécie nativa da América do Sul e largamente
utilizada devido as suas propriedades medicinais, foi estudada por Costa et al.l'Sl. Os pesquisadores
produziram dois extratos, a partir das folhas (150 g) e das cascas da planta (120 g). O material foi lavado,
seco, moido e macerado com 1500 mL de etanol 96% durante 72 h. Em seguida, as amostras foram filtradas

e o solvente eliminado pela agdo de um rotaevaporador em condigao de pressao reduzida.

Por meio de espectrometria de massa de alta resolugéo, os autores caracterizaram as amostras LEAo
(extrato das folhas) e BEAo (extrato obtido da casca) e, para o primeiro extrato, foram identificados 11
compostos e seis para o segundo, sendo que desses, dois ndo possuiam identificacdo na literatura. As
amostras LEAo e BEAo apresentaram dois compostos em comum, o acido galico e o galoil hexosideo,
ambos tendo como precursor a quercetina. Isso mostra que, nos extratos obtidos a partir da A. occidentale,

ha predominancia de flavonoides, compostos amplamente associados a atividade anticancerigenal'®l.

Para verificar o efeito anticancerigeno dos extratos, foram empregues cinco linhagens celulares, leucemia
(HL-60), pulmao (NCI-H292), cancer de célon (HCT-116), mastocitoma (P815) e fibroblastos (L929). A
curcumina foi utilizada como padrdo para as analises in vitro. O estudo foi feito com os extratos que
apresentaram atividade para inibicdo do crescimento celular maior que 75%, determinando-se

posteriormente o ICso, indice que mostra a concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento celularsl.

Os autores observaram que os extratos de A. occidentale apresentaram agao anticancerigena promissora
contra as quatro linhagens tumorais apds 72 h de exposigdo. Sabendo-se que para ICso < 30 pg.mL™" o

resultado é considerado promissor, pode-se dizer que, quanto menor for o ICso, melhor o resultado, dado que
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o extrato, mesmo em baixa concentragdo, é capaz de inibir o crescimento das células tumorais. Dessa forma,
notou-se que o melhor efeito foi observado para o cancer de célon (HCT-116) no extrato da casca, BEAo, cujo
ICso foi o menor observado (9,44 ug.mL-"). Ja para as células normais (L929), o extrato apresentou uma baixa

citotoxicidade em todos os casos analisados, uma vez que os ICso foram superiores a 50 ug.mL-1],

Com os resultados encontrados por Costa et al.'%, pode-se afirmar que o extrato da planta foi capaz de
inibir o crescimento de diferentes linhagens tumorais e, além disso, o efeito citotéxico foi seletivo as células
cancerigenas, preservando as células saudaveis. Contudo, apesar dos resultados positivos obtidos pelos
pesquisadores, torna-se necessario ainda avaliar os mecanismos de agdo associados as propriedades

farmacoldgicas dos extratos.

O perfil fitoquimico e a atividade dos extratos das folhas de Miconia burchellii Triana foram avaliados por
Cunha et al.l!8. O ensaio in vitro por MTT avaliou cinco linhagens tumorais e uma célula saudavel apds 72
h de exposicao aos extratos. Astrocitoma (SNB-19), célon (HCT-116), préstata (PC3), leucemia (HL-60) e
mama (MCF-7) foram as linhagens tumorais empregadas no ensaio, enquanto fibroblastos (L929)

representaram as células normais.

As folhas de M. burchellii Triana foram secas durante 24 h em estufa a 45°C e moidas em moinho de facas.
Em seguida, 2250 g do material foram extraidos por maceragao, utilizando hexano (MBLE-H), acetato de
etila (MBLE-A) e metanol (MBLE-M), para obtencdo de trés fragdes de extratos. Os autores obtiveram
respectivamente, 7,1 g de MBLE-H, 22,8 g de MBLE-A e 99,6 g de MBLE-M[8l,

A caracterizagao dos extratos foi feita por cromatografia, resultando na identificagdo de oito compostos:
feoforbida A, caempferol, caempferol-3-O-B-glucopiranosideo, acido oleandlico, acido ursdlico, lupeol e b-
sitosterol. Os compostos isolados foram caracterizados por meio de ressonéncia magnética nuclear 1D e
2D (NMR) e a feoforbida A, isolada por cromatografia a partir da fragdo MBLE-A, foi submetida ao ensaio

in vitro a fim de avaliar o efeito citotdxico do extrato nas células do estudol'8l.

No estudo do percentual de inibigdo do crescimento celular foi utilizada uma concentragdo Unica de 100 pg.mL™
para o extrato cru (MBLE) e suas fragdes (MBLE-H, MBLE-A e MBLE-M), enquanto uma dose de 10 pg.mL"™"
foi empregada para o composto puro (feoforbida A). Dos extratos avaliados, a fragdo MBLE-A resultou em
inibicdo superior a 75% para todas as linhagens, exceto de cancer de prostata (PC3), com inibigdes variando
de 79,38 a 93,11%; contudo, a fragdo também inibiu o crescimento de células saudaveis em 93,45%. A fragao
de hexano apresentou elevada toxicidade contra a linhagem HL-60 (leucemia) e baixa citotoxicidade contra
as células saudaveis (L929) com inibicdes de, respectivamente, 90,33 e 42,34%. Tanto o extrato metandlico
quanto o extrato cru apresentaram baixas citotoxicidades para cinco das seis linhagens celulares estudadas,
sendo que o efeito moderado foi observado apenas contra a leucemia, com uma inibigao de 68,93 e 69,87%.
Por fim, o composto puro, feoforbida A, apresentou baixa citotoxicidade contra as linhagens SNB-19, HCT-
116, PC3 e MCF-7, sendo a maior inibicao para as células de cancer de mama com percentual de 42,01%. O
composto teve efeito de citotoxicidade elevada para HL-60 (leucemia), entretanto, a feoforbida A também se

mostrou citotdxica contra as células saudaveis (L929), com inibigao de 75,06%L16l,

Devido ao resultado promissor encontrado por Cunha et al.'8 para o extrato MBLE-A, obtido com acetato
de etila, a amostra foi submetida a um ensaio para determinagdo do ICso, utilizando ainda doxorrubicina

como controle positivo. Ademais, foi avaliado também o comportamento do componente puro (feoforbida
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A) no ensaio. Além do ICso, os autores avaliaram o Sl, um indice de seletividade dado pela razéo entre a
célula saudavel (nesse caso, L929) e a linhagem tumoral avaliada. Observou-se que a fragdo MBLE-A
apresentou maior potencial de inibigdo contra a linhagem SNB-19, cujo ICso foi de 37,72 ug.mL™'. A
feoforbida A também mostrou potencial de inibigdo contra as linhagens estudadas, contudo, nenhuma das
amostras mostrou seletividade entre as células normais de fibroblastos e as células tumorais, necessitando

de mais estudos sobre a espécie para garantir a seguranca do extrato em aplicagdes medicinais.

A espécie Syzygium malaccense foi investigada por Vuolo et al.,"7 utilizando as cascas da planta que,
apesar de haver indicios indicando a riqueza de compostos bioativos nessa regido, sua atividade ainda n&o
foi investigada em linhagens tumorais, sendo o alvo deste estudo. As frutas de jambo vermelho foram
manualmente descascadas, sendo posteriormente liofilizadas, trituradas, homogeneizadas e congeladas a
-18°C para estocagem. A técnica de maceracdo com etanol foi utilizada pelos autores, em que 25 g de
material foram extraidos com 100 mL de solvente (99,5%) em temperatura ambiente. O etanol foi evaporado
e suspendido em agua ultrapura. A amostra foi liofilizada até utilizagdo nos ensaios colorimétricos e de

cromatografia. O rendimento obtido no processo foi de 44,82%.

Dos compostos quimicos identificados no extrato, cianidina-3-O-glucosideo, cianidina-3,5-O-diglucosideo e
peonidina-3-O-glucosideo foram os constituintes majoritarios caracterizados. Com relagdo aos compostos
fendlicos, observou-se a presenga de acido galico, acido clorogénico e (-)-epigalocatequina, que foram

encontrados pela primeira vez no extrato de casca de S. malaccensel,

tumorais foram tratadas com extratos em diferentes concentragdes, variando de 1 a 50 mg.mL™" apds 72 h
de exposigdo. O melhor efeito proliferativo foi observado com resultado de ECsoigual a 40,92 mg.mL™" na
maxima concentragdo estudada. Os autores ndo conseguiram estabelecer uma correlagao significativa
entre o efeito anticancerigeno contra as células HepG2 e os compostos bioativos encontrados no extrato.
Portanto, os efeitos anticancerigenos podem ocorrer devido a presenga de um constituinte em especial ou
por causa do efeito sinérgico entre os constituintes presentes no extrato vegetal. Por fim, os autores
conseguiram mostrar pela primeira vez o efeito de inibigdo do extrato de casca de jambo vermelho contra

HepG2, indicando seu potencial terapéuticol?.

Devido a falta de informacdes sobre os efeitos da gabiroba na proliferagéo de células cancerigenas, Silva
et al.l'8l estudaram a espécie nativa do Cerrado brasileiro, Campomanesia adamantium (Cambess.) O.
Berg. Os frutos da planta foram separados em duas partes, casca (DEGPE) e polpa com sementes
(DEGPU) e, as duas partes foram secas em estufa de convecgéo a 37°C até completa desidratacado, durante
cerca de 48 h. Em seguida, os materiais foram extraidos exaustivamente por maceragéo durante 15 dias
em temperatura ambiente, empregando diclorometano como solvente, com renovagao a cada cinco dias.
Finalizado o processo, os extratos foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo para eliminagao

do solvente, sendo estocados em freezer a -20°C.

Os extratos da casca e polpa, respectivamente, DEGPE e DEGPU, foram caracterizados por cromatografia
liquida ultrarrapida e, ao todo, 30 compostos foram encontrados, mas apenas 13 foram identificados,
apresentando os mesmos constituintes para os dois extratos. Desses, sete compostos foram isolados, a

saber:  7-hidroxi-5-metoxi-6-C-metilflavanona, 5,7-dihidroxi-6-C-metilflavanona, 5,7-dihidroxi-6,8-C-
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metilflavanona (demetoximateucinol), 4',6'-dihidroxi-3'-metil-2'-metoxi chalcona (aurenciatina A), 4'.6'-

dihidroxi-3',5'-dimetil-2'-metoxi chalcona (dimetilchalcona), champanona C e champanona DUl

Ensaios de viabilidade celular foram realizados contra diversas linhagens celulares B16-F10 (melanoma
murino), MCF-7 (mama), PC-3 (préstata), 786-O (rim), HepG2 (figado) e NIH/3T3 (fibroblastos). Os resultados
mostraram que os efeitos antiproliferativos e a seletividade de DEGPU foram maiores que os de DEGPE, com
destaque para a inibicao no crescimento celular de B16-F10, PC-3 e HepG2. Dentre os compostos isolados
utilizados no ensaio in vitro, os compostos demetoximateucinol, aurentiacina A, champanona C,
dimetilchalcona e champanona D apresentaram atividade contra B16-F10, sendo que a dimetilchalcona (DMC)

revelou o melhor resultado, com IGsode 7,11 ug.mL"" e seletividade maior que dois['€l,

Foram investigados ainda os efeitos do extrato DEGPU e do composto DMC isolado na indugdo de
apoptose baseados nas alteragbes de morfologia e ativagcao de caspase-3 nas células de melanoma. Os
autores puderam observar que as células B16-F10 tratadas com diferentes concentragées de DEGPU, DMC
e doxorrubicina (controle negativo) foram induzidas a apoptose. Isso se deu por modificages na membrana
e formacéo de corpos apoptéticos. A maior inducéo foi verificada para o extrato da polpa (DEGPU) na
concentragéo de 25 pg.mL-" para os tempos de exposigédo de 24 e 48 h. O tratamento a 250 ug.mL™" foi letal
para as células estudadas em ambos os periodos. J& o DMC induziu apoptose de 54% das células com
exposicdo de 24 h e 84% a 48 h na concentragio de 20 ug.mL™". As analises da caspase-3 mostraram que
25 pg.mL"' de DEGPU foram capazes de ativar cerca de 30% das caspase-3, quando comparado ao

controle negativo, enquanto DMC (20 pug.mL™") ndo foi capaz de ativa-lal'el,

Os resultados obtidos por Silva et al.l!8 foram promitentes e indicaram, de forma preliminar, que o extrato
DEGPU obtido de Campomanesia adamantium é uma possivel fonte de compostos bioativos com agao
anticancerigena. Em adigéo, a dimetilchalcona isolada pode ser considerada como um agente anticancer

para as células de melanoma (B16-F10).

O melanoma, tumor originado nos melanécitos, € um cancer agressivo que acomete a pele.
Tradicionalmente compostos como temozolomida, cisplatina e dacarbazina sdo os agentes quimioterapicos
empregados no tratamento da doenga, contudo, devido aos efeitos adversos causados pelas medicagoes,
os autores!'¥ optaram por avaliar os efeitos do biocomponente afinisina, isolado da Tabernaemontana
catharinensis A. DC. na proliferagéo celular e na apoptose de diferentes linhagens de melanoma (WM1366,
SK-MEL-28 e A375), sendo também avaliado em uma linhagem de pele nao-tumoral (CCD-1059SKk).

Conforme procedimento experimental descrito por Rosales et al.l'9 do mesmo grupo de pesquisa, as
inflorescéncias foram removidas dos caules que, em seguida, foram secos em estufa com circulagéo de ar
forcada a 30°C durante sete dias. O material seco foi moido em moinho de facas e, posteriormente foi
extraido por ultrassom utilizando etanol (10 mL.g") como solvente, com o equipamento configurado a 40%
de amplitude, a uma poténcia de 500 W, durante 30 minutos. A amostra foi entao filtrada e o solvente
removido em rotaevaporador a pressao reduzida. O sélido remanescente foi extraido pela técnica de
extragdo acido-base para a obteng&o dos extratos fracionados, totalizando 29 fragdes. O composto afinisina
foi isolado por cromatografia de camada fina (TLC), totalizando uma massa de 0,02697 g, que corresponde

a um rendimento de 0,3%.
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O ensaio para determinagéo do ICso foi realizado nas quatro linhagens celulares para tempos de exposigao
de 24 e 48 h. Os resultados de viabilidade celular mostraram que o composto foi capaz de inibir 50% do
crescimento celular das trés células de melanoma estudadas. O melhor resultado para o ensaio de 24 h foi
observado para a WM1366, cujo ICsofoi de 48,22 ug.mL", seguido da célula SK-MEL-28, com ICsode 57,84
pg.mL". Para a condigéo de exposigdo de 48 h, o comportamento observado foi o mesmo, sendo que os
ICso foram de respectivamente, 32,86 e 41,51 ug.mL"". Com isso, o melhor resultado foi apos 48 h de
exposicao para a linhagem de SK-MEL-28. Nos ensaios, a afinisina se mostrou seletiva para A375 apds 24
h, com ICsoigual a 75,04 ug.mL™", e para CCD-1059Sk apds 48 h, com indice de inibigéo de 77,81 ug.mL™".
Isso indica que a afinisina apresenta alguma seletividade as células saudaveis, dado que foi o maior ICso

observado no estudol9,

Devido ao ensaio com 48 h de exposicao ter fornecido os melhores resultados, os autores fixaram essa
condicéo para os demais testes. O grupo de pesquisadores realizou um teste de anexina, para investigar
se a inibigdo no crescimento celular observado foi causada por apoptose, que € um mecanismo envolvido
na inibicdo de proliferacao de células cancerigenas. Os autores concluiram que a afinisina induziu apoptose
significativa em todas as células de melanoma avaliadas. Além disso, a inducdo de apoptose aliada a
parada nas fases GO/G1 indicaram que o composto isolado tem potencial farmacoldgico para o
desenvolvimento de agentes quimioterapicos contra o melanoma, sendo um resultado promissor para a

pesquisa etnofarmacoldgical™l,

Heliopsis longipes S. F. Blake € uma planta pertencente a familia Asteraceae, que possui como metabdlitos
caracteristicos a presenga de N-alquilamidas, compostos conhecidos por suas propriedades: anti-
inflamatéria, imunomoduladora, analgésica e anticancerigena. Os autores2Y investigaram os efeitos do
extrato da planta em linhagens de HelLa (cancer cervical), HaCaT (queratindcitos), K-562 (leucemia) e MCF-
7 (mama). Para a obtengéo do extrato de H. longipes empregou-se a técnica de extracdo com Soxhlet,
utilizando n-hexano como solvente por trés dias. O extrato rico em alquilamidas obtido das raizes secas e
moidas da planta foi submetido a pressao reduzida com temperatura de 40°C e foi posteriormente estocado
no escuro sob refrigeragdo mantida a -20°C. A analise de cromatografia permitiu a identificagdo do espilantol

como composto majoritario presente no extrato HLE.

O extrato HLE e o espilantol foram utilizados em testes para determinacdo da viabilidade celular,
determinando-se também a seletividade dos extratos. Para HLE foram realizados ensaios com 24 e 48 h
de exposicéo, enquanto para o espilantol apenas a condigdo de 48 h foi estudada. O HLE foi mais seletivo
quanto para 48 h, o ICso observado para as células HaCaT, foi superior a 300 ug.mL™", mostrando que o
extrato ndo atinge as células saudaveis. A maior inibicdo do HLE para as condi¢des estudadas ocorreu no
ensaio de 48 h para a linhagem K-562, cujo indice ICso foi de 87,14 ug.mL". Ja os resultados para o
componente isolado foram mais potentes que os obtidos para o extrato HLE para todas as células
estudadas. O indice ICso para HaCaT foi superior a 100 pug.mL™!, mostrando que o composto apresenta
alguma seletividade entre as células cancerigenas e normais. A maior seletividade ocorreu para K-562,

assim como foi observado para HLE (39,39 pg.mL-") por Willig et a/.2,

Os autores verificaram que o efeito inibitério as células tumorais foi relacionado a fase G2/M, estando
associado a apoptose celular dependente da caspase. Pode-se entdo concluir que os resultados obtidos

por Willig et al.29 indicaram que o extrato da planta apresentou atividade anticancerigena, sem produzir
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efeitos citotdxicos em células saudaveis. Além disso, apesar dos resultados com o componente puro
indicarem maior inibicdo do crescimento celular, o tratamento com HLE parece fornecer maior segurancga

as células normais, ja que a inibi¢do do espilantol foi levemente significativa para HaCaT.

Os efeitos antioxidante, antiproliferativo e curativo dos extratos obtidos a partir das cascas e sementes de
Annona crassiflora Mart. foram estudados por Prado et al.2!l, As frutas maduras foram lavadas com agua
destilada e manualmente separadas entre polpa, sementes e casca. As cascas e sementes foram
liofilizadas e moidas em moinho de facas. Os materiais foram embalados a vacuo e estocadas a -20°C.
Procedeu-se a extracao assistida por ultrassom, onde 1 g de amostra foi homogeneizado com uma mistura
7:7:6 viviv (15 mL) de metanol, acetona e agua aplicando vortex por 30 segundos. Em seguida, as amostras
foram levadas para o ultrassom em temperatura ambiente por 30 minutos e, posteriormente, foram levados
para a centrifuga. Os sobrenadantes foram coletados e os residuos foram extraidos mais duas vezes.
Depois, os sobrenadantes coletados foram combinados e evaporados em pressao reduzida a 35°C. Esse

processo foi repetido trés vezes e a amostra foi guardada a vacuo sob -20°C.

O conteudo dos extratos da casca e sementes foi caracterizado. No primeiro extrato se observou a presenga
de epicatequina e catequina como compostos majoritarios, enquanto o segundo apresentou quercetina,

epicatequina e acidos clorogénio e cafeicol2!],

Os extratos foram avaliados contra diversas células: glioma (U-251), mama (MCF-7), ovario (NCI-ADR/RES
com fendtipo de resisténcia a drogas), pulmao (NCI-H460), préstata (PC-3), ovario (OVCAR-3), célon (HT-
29), leucemia (K- 562) e queratinécitos (HaCaT). Os valores de concentragdo necessarios para inibir
completamente a proliferagao celular (TGI) foram investigados. Os resultados mostraram que o extrato da
casca apresentou melhor inibigdo contra as células de glioma (37,64 ug.mL"), enquanto o extrato da
semente apresentou maior efeito antiproliferativo contra NCI-ADR/RES. De forma geral, o extrato da
semente apresentou efeitos antiproliferativos superiores ao da casca para todas as linhagens estudadas.
Cabe ressaltar que o controle positivo (doxorrubicina) exerceu elevado efeito contra as células saudaveis,
com TGl igual a 0,092 ug.mL". Isso mostra que, apesar dos extratos apresentarem efeitos citotoxicos contra

células normais, a agdo é muito mais amena se comparada ao controle negativol2!,

Desse modo, a espécie A. crassiflora apresentou resultados in vitro promissores, apesar de o contetdo
fendlico ter se mostrado baixo. Com isso, a planta tem potencial para o desenvolvimento de drogas
antiproliferativas, em especial para NCI-ADR/RES (TGl = 5,36 ug.mL-")21,

O potencial farmacoldgico de Psidium guineense (Sw.) foi investigado por Nascimento et al.24. O dleo
essencial foi obtido das folhas frescas, extraidas pelo método de hidrodestilagdo em aparelho Clevenger
durante 4 h. A identificacdo dos componentes obtidos no extrato foi realizada por GC-MS e o procedimento
resultou na caracterizagao de 38 compostos, sendo que o espatulenol (sesquiterpeno) foi o componente
majoritario obtido, representando 80,71% do 6leo. Posteriormente, o espatulenol foi purificado em uma

coluna de cromatografia.

As atividades do extrato (EOPG) e do composto isolado (PG-1) foram analisadas contra células tumorais
de glioma (U-251), mama (MCF-7), ovario com resisténcia a drogas (NCI-ADR/RES), rim (786-O), pulmao
(NCI-H460), prostata (PC-3), ovario (OVCAR-3), célon (HT-29), leucemia (K-562) e queratinécitos (HaCaT),

sendo a ultima uma linhagem saudavel. O EOPG mostrou inibigdo celular para todas as linhagens
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avaliadas, sendo o melhor resultado para OVCAR-3, mostrando significativa inibicdo com Glso de 0,89
pg.mL-". Ja o composto isolado exibiu um efeito antiproliferativo moderado, cujo valor foi de 49,30 ug.mL™".
Assim, é possivel observar que o efeito sinergético do éleo essencial apresentou melhor resultado do que
o espatulenol isolado, mostrando a importancia da associagdo dos compostos presentes nos extratos
obtidos por fontes vegetais para o desempenho de sua atividade biolégica. Contudo, o EOPG também
apresentou inibigdo da proliferagéo celular das células ndo-tumorais (HaCaT), com Glso de 7,98 pg.mL™",

enquanto o espatulenol teve um efeito mais moderado (61,27 pg.mL"")22,

Com isso, os resultados obtidos indicaram agdo anticancerigena do 6leo essencial das folhas de P.
guineese para diversas linhagens tumorais, com desempenho superior para o cancer de ovario, OVCAR-3.
S&o0 necessarios, ainda, estudos in vivo e sobre a seletividade da agao antiproliferativa do extrato, a fim de

garantir a seguranga para as células normais(22,

Extratos de Senna spectabilis (sin. Cassia excelsa var. Acutifolia, Cassia carnaval, Cassia spectabilis) foram
produzidos a partir de suas flores para avaliagdo da composigdo quimica e ensaio de atividade bioldgica.
As flores foram secas em estufa durante seis dias a 40°C e entdo moidas, sendo posteriormente extraidas
por maceragdo em etanol durante seis dias. A amostra foi entado filtrada e mais 3 L de solvente foram
adicionados ao material residual por dois dias. Por fim, os extratos foram combinados produzindo 104 g de
extrato etandlico, em que, apds particdo, obteve-se uma fragéo rica em alcaloides, resultando em 39 g de
material. Essa fragdo bruta foi exaustivamente extraida até obter uma fracdo alcaloide crua (9 g). Em
seguida, a amostra foi purificada por cromatografia em coluna, resultando em uma mistura complexa dos

alcaloides majoritarios, (—)-cassina e (—)-espectalina (4,82 g)23l,

O ensaio de viabilidade celular foi realizado com carcinomas de pulmé&o (A549), mama (MCF-7 e Hs578T),
figado (HepG2), glioblastoma (U138MG e U-251MG) e fibroblastos normais (CCD-1059Sk). As células
foram tratadas por 24, 48 e 72 h. A inibigdo celular apresentou resultados promissores apenas para 48 h
de tratamento com a mistura de alcaloides. Os resultados mostraram que o maior efeito antiproliferativo
ocorreu para HepG2, com ICso de 26,45 ug.mL-"; ja as células saudaveis apresentaram um indice de 55,62
pyg.mL™". O indice de seletividade foi de 2,10, valor superior ao observado para DOX, que € um potente

agente quimioterapicol23,

Os autores relacionaram a atividade antiproliferativa da fragao alcaloide devido a interrupgéo do ciclo celular
na fase G1/S. A progressao do ciclo nessas fases € regulada por um mecanismo de elevada complexidade,
envolvendo fatores como a ativagdo de quinases, como as cinases dependentes de ciclina, denominadas
CDKs. Assim, a fim de promover maior entendimento acerca do mecanismo de acdo da mistura de
alcaloides, foram estudadas as mudancgas na expressao dos niveis de ciclina D1 e fosforilagdo de ERK. Os
resultados comprovaram que os alcaloides induziram regulacdo negativa em D1 e inibiram a ativacdo de
ERK, demonstrando pela primeira vez que (—)-cassina e (—)-espectalina exercem papel fundamental na
modulagéo da expressao de ciclina D1 e na fosforilagao de ERK. Com isso, a pesquisa dos autores permitiu,
além de verificar indicios do potencial antitumoral dos compostos obtidos de S. spectabilis, avaliar seu

mecanismo de agdol23,

A atividade antitumoral de extratos de Piper nigrum L. foi analisada por Grinevicius et al.24! a partir de
extrag&o convencional e supercritica. A maceragao foi realizada com 144 g.L-! de pimenta moida com etanol

(93% v/v), durante 72 h com renovagéo diaria do solvente, o qual foi separado posteriormente em um
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rotaevaporador sob pressao reduzida a 45°C, obtendo uma oleoresina concentrada (ET). Ja para a extragao
supercritica com diéxido de carbono foram utilizados 20 g de material seco, a temperatura foi mantida fixa
em 40°C e, a presséao foi avaliada nas condi¢gdes de 150, 200 e 300 bar, obtendo os extratos SFE150,
SFE200 e SFE300. Além disso, na condigédo de 200 bar e 40°C, os autores empregaram etanol (7,5% v/v)
como cossolvente (SFE200 + ETOH), para determinar a influéncia da presenga de um solvente de maior
polaridade no meio para os testes realizados. A solubilidade do etanol na extragao supercritica variou entre

0,781 e 0,911 g.cm™, promovendo solubilidade adequada para a extragdo dos compostos da planta.

Os compostos extraidos das amostras ET, SFE200, SFE300 e SFE200 + ETOH foram identificados por
analises de UV-vis, HPLC, ESI-IT-MS (espectrometria de massa com ionizac¢ao por electrospray) e GC-MS.
O perfil fitoquimico dos extratos foi caracterizado pela presenga de mono e sesquiterpenos, sendo o maior
conteudo representado pelos sesquiterpenos. Para todos os extratos avaliados o componente majoritario
foi o cariofileno, sendo que vale destacar também a presenca de compostos como germacreno D e a-
humuleno, que sdo compostos bioativos comumente associados a atividade antitumoral. Os extratos SFE
apresentaram melhores resultados quanto a solubilidade e seletividade, além de reduzir a perda de
produtos. Além disso, o conteudo de piperina em SFE200 foi, aproximadamente, 1,9 vezes superior que o

obtido para ET (convencional), onde os valores encontrados foram de, respectivamente, 60,35 e 32,12%241,

Os efeitos dos extratos em células tumorais MCF-7 foram avaliados e o melhor resultado correspondeu ao
extrato obtido por extragéo supercritica a 40°C e 200 bar (SFC200). A agéo citotoxica dessa amostra
resultou em um valor ECso (metade da concentragéo efetiva maxima) igual a 14,4 ug.mL™". Grinevicius et

al.24 atribuiram o ocorrido a maior quantidade de monoterpenos e sesquiterpenos nessa amostra.

Grinevicius et al.24 apontaram que a presenca de cariofileno pode aumentar a atividade antitumoral do a-
humuleno, conferindo ao produto melhores propriedades anticancerigenas. Posteriormente, os autores
submeteram as amostras ET e SFE200, devido a melhor performance no ensaio in vitro, ao teste in vivo
com modelo de tumor de Ehrlich em ratos. Os resultados mostraram que SFE200 causou significante
redugdo na quantidade de células na fase S. Os autores correlacionaram essa observagéo a possibilidade

de dano oxidativo e/ou intercalagdo no DNA, ocasionando a parada do ciclo celular na fase G2/M.

Desse modo, os estudos de Grinevicius et al.24 comprovaram a melhor seletividade e o melhor
desempenho dos extratos obtidos pela técnica alternativa do fluido supercritico (FSC) se comparado ao
método da maceragéo, tradicionalmente empregado para a obtengdo de compostos de origem vegetal.
Ademais, o extrato supercritico obtido na condigéo de 200 bar e 40°C exibiu os melhores efeitos contra as
células de cancer de mama MCF-7, induzindo a apoptose celular provavelmente devido ao efeito sinérgico
entre a piperina e os sesquiterpenos presentes no 6leo. Com isso, a Piper nigrum L. tem indicios de ser

uma promissora espécie para abordagens alternativas empregadas para o manejo do cancer.

A planta medicinal Schinus terenbithifolius Raddi (Anacardiaceae), € nativa do Brasil e apresenta um
elevado potencial para exploragao do ponto de vista etnofarmacolégico. A caracterizagdo quimica do extrato
obtido por extragéo supercritica com CO2 e os efeitos das condi¢cdes operacionais no rendimento e na

atividade antiproliferativa dos extratos foram estudados pori25,
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As frutas da espécie foram secas em estufa a 40°C por trés dias, moidas em liquidificador industrial e
classificadas por granulometria com peneiras Tyler de 10 a 42 Mesh por 20 min. O didmetro médio de particulas

foi calculado (0,828 mm), sendo adequado de acordo com a faixa elucidada na literatura (0,25 a 2 mm)&,

Um planejamento de experimentos fatorial completo de ordem 22 com 3 réplicas no ponto central foi utilizado
para avaliar as condi¢bes a serem utilizadas na extragéo supercritica. A TABELA 3 resume as principais
informacdes sobre o planejamento de experimentos e as variaveis de saida da extrag&o, cuja presséo foi

avaliada entre 100 e 300 bar e, a temperatura foi investigada entre 40 e 60°C.

TABELA 3: Planejamento fatorial completo, densidade, rendimento global e conteddo de 8-3-careno para os extratos de
S. terenbinthifolius.

Planejamento fatorial completo Variaveis de saida
Ensaio Presséo (bar) Temperatura (°C) p (g.cm3) Xo (%) 8-3-careno (%)
1 100 (-1) 40 (-1) 0,562 5,70 6,24
2 300 (+1) 40 (-1) 0,928 13,0 2,23
3 100 (-1) 60 (+1) 0,298 3,08 7,47
4 300 (+1) 60 (+1) 0,831 13,7 2,16
5 200 (0) 50 (0) 0,762 12,5 2,59
6 200 (0) 50 (0) 0,762 11,8 2,72
7 200 (0) 50 (0) 0,762 12,8 2,57
EO - - - 4,20 7,29
DE - - - 16,6 1,12
EE - - - 42,6 0,00

Fonte: Adaptado de Silva et all2%,

Pode-se perceber que a TABELA 3 contém as sete condigbes operacionais utilizadas na extragdo
supercritica, em que os valores entre paréntesis representam os valores codificados do planejamento de
experimentos (-1, 0, 1). Além disso, a densidade dos extratos supercriticos (scCOz) sdo ilustradas na quarta
coluna. O rendimento global (Xo) calculado pela Eq. (1), assim como o conteddo de &-3-careno (kg do
composto/kg de extrato x 100), foi aferido para os extratos scCO2, EO (hidrodestilagcdo), DE (Soxhlet com

diclorometano) e EE (Soxhlet com etanol).

Eq. (1)

x, ="£100
m,

A extragdo supercritica, assim como a hidrodestilacdo e o Soxhlet seguiram os procedimentos
experimentais descritos na se¢do de Material e Método. As técnicas convencionais foram empregadas para
comparacgdo dos resultados obtidos entre os diferentes métodos. Dos resultados apresentados para a
densidade do scCOz2, nota-se que o melhor resultado foi obtido a 300 bar e 40°C (0,928 g.cm™3). A extracao
de Soxhlet com etanol apresentou melhor rendimento global 42,6%, enquanto scCO2a 100 bar e 60°C

exibiu o maior contetido de &-3-careno (7,47 % )25,

A caracterizagdo quimica dos extratos foi feita por GC-MS. Os componentes majoritérios dos extratos
scCOz2, EO e DE foram 8-3-careno, limoneno, a-felandreno e germacreno D. Nos extratos scCO20 aumento

da temperatura resultou em maior extragdo de sesquiterpenos(23,
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Os ensaios de viabilidade celular foram realizados em nove linhagens tumorais (NCI-ADR/RES, HT-29, MCF-
7, OVCAR-3, PC-3, 786-O, NCI-H460, U-251, K-562) e uma saudavel (HaCaT). Os resultados observados
mostraram que os extratos supercriticos obtidos em 50 ou 60°C, independente da pressao, exibiram melhor
performance contra o cancer de rim (786-0). Por outro lado, a 200 bar e 50°C se observou atividade contra
células NCI-ADR/RES (ovario resistente a drogas), prostata (PC-3), ovério (OVCAR-3) e glioma (U-251). Os
resultados comprovam que os sesquiterpenos dos extratos exibem atividade anticancerigena em diversas

linhagens e, para trabalhos futuros, deve-se explorar o fracionamento dos extratos23,

A FIGURA 5 resume as principais informagdes discutidas neste trabalho, elucidando os principais
compostos obtidos a partir das espécies avaliadas, relacionando os metabdlitos as linhagens tumorais de

melhor desempenho.

FIGURA 5: Espécies vegetais e seus principais constituintes, mecanismos de agéo da atividade antiproliferativa e células
tumorais com melhor desempenho nos estudos de atividade bioldgica.
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Conclusao

Este trabalho confirmou o potencial de bioprospecg¢ao de espécies vegetais ricas em compostos bioativos

no Brasil, cuja composi¢do esta associada aos efeitos anticancerigenos em diversas linhagens celulares.

Dos trabalhos selecionados, a grande maioria empregou técnicas convencionais, que s&o baseadas no uso

de solventes organicos. Devido a necessidade de purificagdo dos extratos para remogao dos solventes, sdo
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necessarias inUmeras etapas de separagao, o que é altamente dispendioso, podendo inviabilizar o uso

efetivo das plantas medicinais em escala industrial.

Apenas trés estudos abordaram técnicas alternativas, como extragao assistida por ultrassom e supercritica.
Isso revela que trabalhos direcionados para o uso da quimica “verde” ainda sao insuficientes, apesar de

fornecerem produtos com alta pureza e livres de solventes.

A escolha do melhor método de extragado exerce forte influéncia na solubilidade dos constituintes, de
maneira a impactar na composi¢do quimica do extrato, uma vez que fatores como o tipo de solvente
utilizado (caracteristica polar ou apolar), condigées de operagao (presséo, temperatura) e outros, podem
priorizar a extragdo de determinados compostos quimicos. Dessa forma, a obtencdo dos compostos

bioativos esta associada ao potencial anticancerigeno do extrato.

Além disso, deve-se considerar ainda o efeito sinérgico da mistura, visto que as plantas medicinais estéo
sujeitas as variagdes climaticas, que influenciam na composi¢cdo quimica e, consequentemente, nas
atividades biologicas. Em adigao, utilizar o composto puro tende a ser mais caro que o extrato, dada a

necessidade de etapas adicionais para isolar o componente da mistura.
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Resumo

A descoberta de farmacos a partir de produtos naturais vivencia uma nova era gragas ao uso de tecnologias
de ponta e abordagens integradas para superar as dificuldades inerentes a pesquisa com produtos naturais.
Estes sdo substancias quimicas altamente complexas e inovadoras produzidas pela biota, em especial
organismos sésseis como plantas e micro-organismos, e representam a principal fonte de inspiragdo de
novos farmacos. Resultante do reavivado interesse na descoberta de medicamentos a base de produtos
naturais, novas abordagens para a identificagdo, caracterizagdo, e reabastecimento de produtos naturais
estdo sendo desenvolvidas, que podem enderecar alguns dos desafios relacionados ao desenvolvimento
de farmacos inspirados em moléculas da biodiversidade. Almeja-se a capacidade de detecgédo e
caracterizagdo de novos produtos naturais bioativos, concomitantemente a redugéo dos custos e tempo
para obtencdo destas moléculas. Para isto, &€ necessario inovar nos processos € nas tecnologias aplicadas
a descoberta de farmacos a partir de produtos naturais. A abordagem Molecular Power House (MPH)
apresentada neste trabalho faz uso de tecnologias integradas como uma forma de superar gargalos
classicos da pesquisa com produtos naturais de plantas, alinhada ao acesso a maior biodiversidade do

planeta, posicionando o Brasil no cenario mundial de descoberta de farmacos inovadores.

Palavras-chave: Descoberta e Desenvolvimento de Farmacos. Produtos Naturais. Biodiversidade

Brasileira. Molecular Power House. Cristalografia. Metabolémica.
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Abstract

Natural product-based drug discovery is experiencing a new era thanks to the use of cutting-edge
technologies and integrated approaches to overcome the difficulties inherent to natural products research.
These are highly complex and innovative chemical substances produced by the biota, in particular sessile
organisms such as plants and microorganisms, and represent the main source of inspiration for new drugs.
The increasing interest in the discovery of medicines based on natural products has pushed the development
of new approaches for the identification, characterization and resupply of natural products, which can
address some of the challenges related to the development of drugs inspired by molecules from the
biodiversity. The aim is to detect and characterize new bioactive natural products, at the same time as
reducing costs and time to obtain these molecules. For this, it is necessary to innovate in the processes and
technologies applied to the discovery of drugs from natural products. The Molecular Power House (MPH)
approach presented in this work makes use of integrated technologies as a way to overcome classic
bottlenecks in plant natural products research, which aligned with access to the greatest biodiversity on the

planet, positions Brazil in the global scenario of discovering innovative drugs.

Keywords: Drug Discovery and Development, Natural Products. Brazilian Biodiversity. Power House.

Crystallography. Metabolomics.

Introducgao

Os primeiros relatos de uso de ingredientes naturais para fins terapéuticos datam de cerca de 2.500 AC.
No entanto, os primeiros farmacos sintéticos como o hidrato de cloral (1832) surgiram no século XIX, e
somente se tornaram predominantes apds a segunda guerra mundial. Ainda hoje, mais de 50% dos

farmacos disponiveis sdo derivados de ou inspirados em produtos naturaist!,

A despeito do reconhecido potencial de descoberta de estruturas moleculares inovadoras, as dificuldades
inerentes a pesquisa com produtos naturais levaram a industria farmacéutica a investir em metodologias
sintéticas, tais como quimica combinatéria e sintese paralela, com a produg¢éo de milhares de compostos para
avaliagdo e desenvolvimento. Embora muitos farmacos inovadores tenham surgido assim, as abordagens

sintéticas ndo conseguiram superar o poder dos produtos naturais como inspiragao para novos farmacost.

Existem caracteristicas fundamentais entre compostos sintéticos imaginados (por nés humanos) ao longo
de algumas décadas, e produtos naturais que evoluiram durante milhdes de anos para desempenharem
uma fungao bioldgica especifica. Uma delas é a estrutura quimica, comumente tridimensional em produtos
naturais, proporcionando interagées privilegiadas com as moléculas biolégicas, tais como proteinas e
enzimas, que representam os alvos para tratamento de doengas. Por outro lado, compostos sintéticos
muitas vezes possuem uma estrutura mais planar, podendo limitar essas interagdes com os alvos
biolégicos. Por isso, quimicos sintéticos e medicinais tém procurado se inspirar em produtos naturais,
criando moléculas hibridas, ou moléculas com estruturas mais tridimensionais, surgindo assim um
movimento de desenvolvimento de novas metodologias dedicadas a sintese de arquiteturas mais

complexas, visando alcangar um espago quimico similar ao dos produtos naturais(2.

A FIGURA 1A traz a representagdo do espago quimico dos produtos naturais, dos farmacos ja aprovados

para uso humano, de moléculas bioativas (farmacos avangados na cadeia de desenvolvimento, mas ainda
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ndo aprovados para uso humano), e de bibliotecas quimicas comerciais de origem sintética. E notavel a
inclusdo de moléculas mais complexas na colegdo de produtos naturais e a limitagdo desta complexidade
quimica nas cole¢des sintéticas. Também chama a atengdo que os farmacos aprovados e as moléculas
bioativas contemplam também moléculas complexas, podendo indicar que a complexidade é um fator
importante para a viabilidade de estruturas quimicas como farmacos, sendo que ha muitos casos que nao

atendem as regras dos 5 de Lipinski para farmacos de administragao oral.
FIGURA 1: Espaco quimico dos produtos naturais em comparagéo com diferentes cole¢des quimicas.

30 : 30— .
H Biblioteca sintética : . Famacos alostéricos aprovados

] . Farmacos aprovados 3 . Produtos naturais alostéricos

¢ Moléculas bioativas . Produtos Naturais

o Produtos naturais

PC2 (24.4%)

o -
=
o

1 I 1 I 1
-40 -30 -20 -10 0 10 B -40 -30 -20 -10
PC1 (64.3%) PC1 (64.3%)

O espacgo quimico é representado via analise de componentes principais (PCA) das moléculas que compde
cada colecao, sendo cada molécula representada por um ponto no grafico. As variaveis consideradas foram
os descritores moleculares de cada molécula analisada. A PCA foi construida seguindo o descrito por
Bruder e colaboradorest®. As variaveis de complexidade foram agrupadas em um unico vetor para melhor
visualizacdo. Este aponta para os quadrantes PC1< 0. Desta forma, o quadrante oposto (PC1> 0) contém
moléculas pequenas, planares e de baixa complexidade. O vetor de falhas de Lipinski também aponta para
os quadrantes PC1< 0, sendo as moléculas mais propensas a biodisponibilidade oral localizadas nos
quadrantes opostos (PC1 >0). (A) Estao representadas a biblioteca quimica UNPD-ISDB¥!, contemplando
208.240 produtos naturais (cinza), 2.274 farmacos aprovados (azul) e 9.197 candidatos a farmaco
disponiveis no DrugBank (vermelho), e 20.000 moléculas da biblioteca ChemBridge, como exemplo de
biblioteca comercial de origem sintética (amarelo). (B) Adicionalmente estao representados os farmacos

alostéricos aprovados (n=19, verde)® e os produtos naturais alostéricos (n=225, preto)l.

Ha uma tendéncia também na exploragédo do mecanismo de regulagéo alostérica de proteinas por farmacos
em proteinas complexas, conservadas e de alto interesse clinico®Z-14, Estas novas oportunidades para o
desenvolvimento dos farmacos do futuro requerem moléculas diversas e, muitas vezes, complexas. A
FIGURA 1B traz a analise do espago quimico, representando também os farmacos alostéricos ja
aprovados!® e os produtos naturais reportados como inibidores alostéricos de proteinas de interesse
farmacéuticol?l. Fica novamente evidente a importancia da diversidade quimica dos produtos naturais para

busca e desenvolvimento de novos farmacos inovadores.

Todavia, ha ainda muito que a Natureza possa nos ensinar no contexto aqui exposto, principalmente em
relacdo a novas moléculas e arquiteturas quimicas. Para tornar a identificagdo e o desenvolvimento de
novas moléculas bioativas mais eficientes, é preciso superar os gargalos atrelados a descoberta de novos
produtos naturais bioativos. Historicamente, o mapeamento de substancias quimicas produzidas por

organismos vivos e a avaliagdo da atividade bioldgica destas requer o isolamento em alto grau de pureza
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destas substancias, bem como a obtengéo de quantidades suficientes (~10 mg) para executar os diversos
ensaios que visam determinar a estrutura quimica e caracterizar a atividade bioldgica dos produtos naturais.
Isto envolve a obtengéo de extratos da fonte natural na faixa de dezenas de gramas, bem como processos
intensivos de purificagdo que fazem uso de litros de solventes orgéanicos, entre outros consumiveis. A
pureza e a quantidade obtida do produto natural purificado também vao garantir a qualidade das analises
quimicas visando a elucidagdo estrutural, bem como a atividade bioldgica, e com isso, a identificacdo do
composto bioativo. Universidades e centros de pesquisa tém assim conseguido milhares de moléculas para
avaliacdo de atividades bioldgicas nas mais diversas areas terapéuticas ao longo dos anos. No entanto,

estima-se a existéncia de milhdes de produtos naturais'®, sendo muitos ainda desconhecidos.

Como dito anteriormente, quantidades suficientes do produto natural sdo necessarias para conseguir todas as
informacgdes relevantes para a validagdo da bioatividade, e isso pode se tornar um grande gargalo no
desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais. Os principais problemas neste ponto sdo: o
acesso a amostra natural em quantidade; o tempo dedicado ao isolamento do composto bioativo e; a
reprodutibilidade da preparagao. E dificil rastrear o organismo de origem (planta, fungo ou micro-organismo) para
repor o estoque, uma vez que o local e o periodo do ano da coleta do material, por exemplo, podem influenciar
sua composi¢ao quimica, e estas informagdes nem sempre estao disponiveis. Além disto, muitos dos produtos
naturais ainda desconhecidos sdo substancias quimicas produzidas em quantidades muito pequenas pelos
organismos da biota. Geralmente, sdo minoritarios nos extratos de produtos naturais, tornando sua deteccéo,
identificagdo e isolamento um grande desafio. Por exemplo, o isolamento do taxol levou mais de dois anos desde

a descoberta que extratos de Taxus brevifolia exerciam importante agcao anticancer.

Considerando que existem muitas proteinas alvo para doengas para as quais ainda ndo se encontraram
moléculas capazes de modular sua fungdo, que produtos naturais sdo a grande fonte de novas moléculas
bioativas, e que a industria de farmacos é cada vez mais competitiva, almeja-se a capacidade de detecgao
e caracterizagado de novos produtos naturais bioativos, concomitantemente a redugéo dos custos e tempo
para obtengdo destas novas e inovadoras substancias quimicas. Para isto, € necessario inovar também

nos processos e has tecnologias aplicadas a descoberta de farmacos a partir de produtos naturais.

A abordagem MPH (Molecular Power House), realizada em colaboragédo entre o CNPEM e a Phytobios,
visa explorar exatamente estes pontos, viabilizando a descoberta de novos farmacos a partir de produtos
naturais da biodiversidade brasileira, o principal diferencial do Brasil, gerando informagdes de alto valor com
a aplicacdo da alta tecnologia. Neste artigo, serdo apresentadas as principais abordagens em uso na
plataforma MPH, com énfase no rastreamento e mapeamento de produtos naturais produzidos por plantas
brasileiras, identificagdo e caracterizagdo dos produtos naturais bioativos, gerando informagao para o
desenvolvimento de novos farmacos, e estratégias sustentaveis para a producdo dos insumos de origem
vegetal. Uma breve introdugéo aos processos de descoberta e desenvolvimento de farmacos sera dada,
visando contextualizar o problema e principal contribuicdo dos produtos naturais para inovagdo na cadeia

de desenvolvimento de novos farmacos.
Processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos

A descoberta e desenvolvimento (DD) de farmacos € um processo de alto custo e risco. Em média, o

desenvolvimento de um novo farmaco leva 20 anos, com custos médios na ordem de 1 bilhdo de ddlarest4!.
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O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos pode ser organizado em 3 grandes etapas:
Descoberta, Desenvolvimento e Registro (FIGURA 2A).

FIGURA 2: Viséo geral das etapas de descoberta e desenvolvimento de farmacos.
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Legenda: (A) Etapas de desenvolvimento de farmacos, evidenciando a etapa de Descoberta, Desenvolvimento e
Registro. (B) Detalhamento da etapa de Descoberta, evidenciando a descoberta de moléculas de partida (hits), sua
caracterizagao e otimizagdo em um candidato a molécula lider (lead) e sua validagdo em um farmaco-candidato, para a
area terapéutica do projeto.

A etapa de Descoberta é a etapa que mais contribui para a inovagao. Esta etapa envolve a obtengao da molécula
protétipo do principio ativo do novo medicamento, o farmaco-candidato. Varios estudos experimentais e
computacionais sdo empregados, partindo da triagem de milhares de moléculas em um dado modelo biolégico
da doenca, obtendo-se as moléculas de partida (hits), passando por etapas de caracterizagao e otimizacéo do
hit em um lead, e finalmente obtendo-se o farmaco-candidato, validado em experimentos exploratérios em
modelos animais (FIGURA 2B). O farmaco-candidato € uma molécula eficaz e segura nos modelos in vitro e

animais, e sua obtengao constitui o sucesso da execugdo da fase de Descoberta.

O farmaco-candidato passara entao a fase de escalonamento e aos estudos regulatérios em modelos animais

e, em seguida, aos estudos clinicos em seres humanos, todos estes constituindo a etapa de Desenvolvimento.
Inovagao, interdisciplinaridade e tecnologias como diferenciais para a etapa de Descoberta

A etapa de Descoberta € em geral realizada na academia, institutos de pesquisa e centros de pesquisa em
inovagdo radical de industrias farmacéuticas. E uma etapa multidisciplinar que envolve o conhecimento
biolégico e quimico sobre o farmaco e sobre a biologia da doenga, sendo desempenhado em geral por
bidlogos, quimicos, farmacéuticos, médicos ou profissionais de areas correlatas. Atualmente, a etapa de
Descoberta vem contando também com o papel dos informatas (quimio/bio e cientistas da
computagao/informagdo), uma vez que mais e mais a etapa de descoberta de um novo principio ativo
envolve a geracdo e mineragdo de grandes bases de dados. Novas disciplinas vém sendo também
inseridas, como a fisica voltada para imageamento bioldgico, usando novos recursos para obter imagens

de alta resolugédo de moléculas, proteinas, células e organismos inteiros.
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Os sincrotrons de quarta geragédo, como o Sirius (LNLS-CNPEM, Campinas, Brasil) ttm cada vez mais
importancia nesta etapa, mostrando em alta definicdo a biologia da doencga no inicio da etapa de Descoberta
e, ao final destes projetos, a interacdo do lead com o alvo biolégico e seu efeito no organismo. A
cristalografia de proteinas, que também utiliza raios X e fontes de luz sincrotron, tem papel central na etapa
da Descoberta de plataformas DD modernas, pois gera imagens tridimensionais da proteina alvo em
complexo com hits e leads, viabilizando o planejamento racional de moléculas baseado na estrutura do

receptor bioldgico (SBDD: structure-based drug design).

Outro diferencial de plataformas de Descoberta de farmacos é o uso de produtos naturais como moléculas
para triagem ou moléculas de partida. Como ja mencionado, os produtos naturais sempre tiveram e
continuam tendo papel importante na descoberta de novas estruturas quimicas e novos modos de agao

para o desenvolvimento de farmaco-candidatos.

Dito isto, a combinag&o de produtos naturais e tecnologias modernas, como as oferecidas por fontes de luz
sincrotron, aliada a formagéo e mineragédo de base de dados correlacionais traz diferenciais competitivos
Unicos para a etapa de Descoberta. A abordagem MPH utiliza esta combinacdo para inovar na area
farmacéutica no Brasil, empregando a biodiversidade brasileira e as tecnologias disponiveis no CNPEM,

como o Sirius e a plataforma computacional NP3,

Material e Métodos

Para este relato foram selecionadas as etapas principais da abordagem MPH (Molecular Power House),
desenvolvida pelo CNPEM e a Phytobios para descoberta de novos farmacos a partir da biodiversidade
brasileira usando alta tecnologia brasileira. Os métodos serdo descritos na se¢éo “Resultados”, juntamente
com a apresentacdo de cada etapa chave da abordagem MPH. S&o também incluidas informacdes

relevantes a partir da experiéncia de desenvolvimento de projetos em parceria com a industria farmacéutica.

Resultados e Discussao

A abordagem MPH para a descoberta de farmacos a partir da biodiversidade e novas tecnologias brasileiras

A abordagem MPH (Molecular Power House) visa viabilizar a descoberta de novos produtos naturais
bioativos, atuando desde a etapa da coleta de exemplares da biota até a produgao dos leads e farmacos-
candidatos, gerando no processo, importante informagdo molecular sobre o produto natural e seu
mecanismo de agdo. Isto garante a geragdo da informagdo quimica e biolégica para embasar o
desenvolvimento de novos farmacos, otimizando os processos da fase de Descoberta. Assim aproximam-
se o0 tempo e custo da etapa de descoberta de leads a partir dos produtos naturais dos processos
empregados em programas embasados em bibliotecas sintéticas, porém usando toda a diversidade quimica
dos produtos naturais. A partir dai, abordagens sintéticas, semissintéticas ou de extragédo dos hits e leads
a partir da fonte natural sdo empregadas, garantindo a realizagéo das etapas de otimizagdo dos hits e leads,

provas de conceito e estudos regulatérios in vivo (FIGURA 3).
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FIGURA 1: A abordagem MPH integra expedicbes de campo profissionalizadas, alta tecnologia para identificagéo e
caracterizagdo de produtos naturais bioativos (abordagem NP?®) e produgéo sustentavel dos insumos naturais visando
viabilizar plataformas de descoberta de farmacos a partir de produtos naturais para inovagao farmacéutica no Brasil.
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Coletas profissionalizadas com rastreabilidade das amostras e processo de produgao

A primeira etapa deste processo é garantir expedigcbes em campo rastreaveis para coleta, avaliagéo e
reposicdo dos compostos produzidos pela biota. A Phytobios desenvolveu um protocolo para padronizar
procedimentos de acesso, coleta e produgdo de amostras de componentes da flora no ambito da parceria
MPH. O objetivo deste protocolo foi fornecer informacgdes praticas para o planejamento e a execugéo da
amostragem, incluindo a escolha das éareas, boas praticas de manejo e a atencéo a legislagao, auxiliando
assim nos processos de tomada de decisdo sobre os melhores procedimentos a serem adotados nas
atividades de coleta de flora e nos cuidados que devem ser tomados com os ambientes onde estao as
espécies manejadas. O protocolo das expedi¢cdes de campo e coleta do material vegetal é apresentado no
Material Suplementar.

Preparacgao dos extratos vegetais

Para preparacgéo dos extratos brutos foi escolhido etanol como solvente padréo, por garantir a extragéo de
um amplo espectro de compostos, mesmo que alguns deles sejam extraidos com menor eficiéncia. As
modernas técnicas de isolamento e elucidagédo estrutural, associadas aos ensaios bioguiados de alto
desempenho, ou HTS (do inglés, high throughput screening) e técnicas de cristalografia permitiram esta
escolha de ter um solvente Unico para preparagéo dos extratos brutos. Os extratos sdo entdo concentrados
e a agua residual eliminada para seguir nas proximas etapas do processo.
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Processo de fracionamento e construgao de bibliotecas pré-fracionadas

Os beneficios do pré-fracionamento para os esforcos de triagem tém sido discutidos anteriormente em
publicagbes cientificas. Para ensaios bioquimicos de HTS, o uso de bibliotecas pré-fracionadas reduz
significativamente o niumero de compostos presentes em amostras ativas e auxilia no isolamento e a
elucidagéo estrutural. Por exemplo, a biblioteca do National Program for Natural Products Discovery
(NPNPD), uma biblioteca pré-fracionada pertencente ao US National Cancer Institute (NCI), € composta de
sete fragdes por produto bruto extrato, e mostrou conter algo entre 2 a 28 compostos por fragdo quando
analisados por detectores LC-MS-ELSDHS,

Nés também mostramos recentemente, que bibliotecas pré-fracionadas trazem beneficios, tanto na detecgéo
quimica, como da atividade biologica de amostras naturaist’®, As fragbes enriquecidas reduzem a
complexidade das amostras (FIGURA 4A) e evidenciam compostos minoritarios, bioativos e raros (FIGURA
4B). A FIGURA 4B traz o espago quimico dos produtos naturais conhecidos detectados na biblioteca de
plantas brasileiras MPH, utilizando amostras de extratos brutos e fracdes enriquecidas. E evidente a expanséo
do espacgo quimico proporcionado pelas fragdes enriquecidas, principalmente na direcdo de moléculas mais

complexas, ainda no espago dos farmacos e moduladores alostéricos raros (FIGURA 4B).

FIGURA 4: Biblioteca pré-fracionada MPH.
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Legenda: (A) Exemplo de série cromatografica com 9 fragdes enriquecidas geradas a partir de um extrato bruto de planta.
(B) Mapeamento do espago quimico coberto por produtos naturais oriundos de amostras de extrato bruto e fragdes
enriquecidas de plantas brasileiras na biblioteca MPH.

Nesta analise as fragbes foram geradas por cromatografia liquida de fase reversa em sistema HPLC
preparativo. Os extratos brutos e fragdes enriquecidas gerados foram ressuspensos em DMSO, a
concentragdo de 10 mg/ml, e analisados por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massas.
Os espectros de fragmentacéao obtidos foram contrastados com espectros de produtos naturais depositados
nas bases de dados GNPS e UNPD-ISDB. As anotagdes das estruturas (65% dos espectros) foram
consideradas para extragdo dos descritores moleculares dos produtos naturais e avaliagdo por analise de

componentes principais.

A abordagem NP? para prospecgio de moléculas bioativas a partir de bibliotecas pré-fracionadas

de produtos naturais

A instrumentagdo, hoje disponivel, permite a avaliagdo em alto rendimento (high throughput) e com alta
sensibilidade de alguns parametros fisico-quimicos e bioldgicos das moléculas naturais, sem a necessidade

de isolamento das moléculas e a partir de uma quantidade muito pequena da amostra natural (<ug).
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Técnicas como espectrometria de massas, ensaios bioldgicos em escala de nanolitros e cristalografia de
proteinas em larga escala s&o hoje, realidade e estao disponiveis no Brasil, como o acelerador de particulas
Sirius (LNLS-CNPEM, Campinas, SP, Brasil).

Estas técnicas, altamente sensiveis, sdo complementares e revelam a férmula molecular, a distribuicao
espacial e a atividade biolégica de moléculas naturais, mesmo que em misturas (forma de como séo
extraidas dos organismos da biota). Porém, os dados obtidos individualmente s&o imensos e incompletos.
No entanto, aplicando abordagens de mineragdo de dados e relagdo ortogonal entre as diferentes
informacgdes obtidas por tais técnicas experimentais, € possivel convoluir a informacao, retornando a
composigéo e a estrutura quimica da molécula bioativa oriunda da biodiversidade, além de sua conformagéo
e modo de interagdo com a proteina alvo. Isto retorna as informagdes desejadas sobre novas moléculas da
biodiversidade no contexto de descoberta de farmacos, em poucas etapas experimentais e quantidades

infimas da amostra da biodiversidade.

A plataforma computacional NP3, que € um conjunto de algoritmos capazes de tratar os 3 dados
experimentais e, em comparag¢do com bancos de dados correlacionais, retorna a estrutura quimica e modos

de interagdo do produto natural bioativo com a proteina alvo (FIGURA 5).

FIGURA 5: Representag&o esquematica da plataforma NP3, seus inputs experimentais, bancos de dados e algoritmos, e output.
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Conhecer a composi¢édo das amostras da biota é, portanto, um primeiro desafio. Esta etapa vem sendo
facilitada por abordagens de metabolémica baseadas em espectrometria de massasl'18l. O escaneamento
das amostras da biota por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) provém
informacdo da massa exata, espectro de fragmentacdo e tempo de retengdo cromatografico como os
parametros fisico-quimicos que descrevem cada molécula em uma amostra da biodiversidade. Os

seguintes parametros sao extraidos de analises LC-MS/MS:
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1. massa exata: férmula quimica (composi¢bes quimicas mais provaveis para uma dada molécula);

2. espectro de fragmentagdo: forma de quebra de uma dada molécula, indicando seus fragmentos
mais estaveis (fingerprint molecular);

3. tempo de retengdo cromatogréfico: revela a interagdo da molécula com matriz conhecida; no caso
de coluna de fase reversa (C18), indica a polaridade das moléculas e separa isdbmeros moleculares
(mesma férmula quimica, porém diferente arranjo espacial, conferindo diferente interagdo com a

matriz cromatografica).

A partir dos dados LC-MS/MS obtidos pode-se construir base de dados correlacionais anotadas, contendo
os espectros MS/MS de produtos naturais conhecidos e desconhecidos. Bases de dados publicas também
sao disponiveis, como UNPD-ISDB* (~300 mil espectros MS/MS calculados in silico a partir de produtos
naturais conhecidos e depositados no UNPD) e GNPS® (~10 mil espectros MS/MS experimentais de
produtos naturais). O CNPEM também esta construindo um banco de dados MS/MS de amostras da
biodiversidade (~6 mil amostras naturais, contendo ~50 mil espectros MS/MS) e moléculas sintéticas ou

naturais comerciais (~10 mil moléculas isoladas obtidas comercialmente).

Para correlacionar um novo fingerprint MS/MS com o base de dados utiliza-se como unidade de correlagao
um score de similaridade (MQScore) entre espectros MS/MS. Alguns algoritmos estéo disponiveis para isto,
como o desenvolvido no CNPEM e disponivel sob licenga GNU: NP3 MS workflow (INPI BR512021000074-
9) https://github.com/danielatrivella/NP3_MS_Workflow.

Em paralelo as analises quimicas das amostras naturais, almeja-se conhecer a bioatividade das amostras
naturais e, em particular, qual substancia que confere esta atividade bioldgica. Esta etapa é facilitada pela
abordagem NP3, através da avaliagdo de colegbes de produtos naturais pré-fracionadas por HTS (high
throughput screening), onde milhares de amostras da biodiversidade sdo avaliadas de uma s6 vez em
ensaio bioquimico ou celular. Como resultado, a cada amostra natural avaliada é retornado um valor de
bioatividade, como % de inibicdo da proteina ou % de efeito em células. Para afericdo ainda mais
quantitativa da atividade biolégica nas diferentes amostras naturais da série cromatografica presente na
biblioteca quimica pré-fracionada (vide FIGURA 4), faz-se curvas de diluigdo seriada destas amostras,
ainda em escala miniaturizada, extraindo-se os valores de poténcia (ICso ou ECso, por exemplo) de cada

amostra da série bioativa.

Comparando-se a presenca de cada fingerprint quimico LC-MS/MS com os valores de atividade bioldgica
em cada amostra da série cromatografica, extrai-se o coeficiente de correlagéo de atividade bioldgica (BCC:
bioactivity correlation coeficient) para cada fingerprint quimico (produto natural), correlacionando a
bioatividade observada com a quantidade de cada produto natural detectado por espectrometria de massas
em cada amostra da biodiversidade analisada. O BCC é calculado por correlagdo de Spearman e é
realizado automaticamente pelo algoritmo NP3 MS workflow, modulo biocorrelation, desenvolvido no
CNPEM. Com isto, obtém-se um ranking de produtos naturais candidatos a explicar a bioatividade
observada nesta série cromatografica. Ademais, os fingerprints quimicos sdo comparados a base de dados
de espectros MS/MS, onde pode-se entéo realizar a anotagéo de estruturas quimicas correspondentes a
estes fingerprints quimicos, iluminando a estrutura quimica e classes de produtos naturais presentes nas

amostras bioativas.
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Uma complementag&o importante da abordagem NP3 & o uso de cristalografia de proteinas no processo de
elucidacdo e proposi¢ao do produto natural bioativo em uma dada amostra bioativa da biota. Utilizando o
pipeline instalado na abordagem NP? é possivel capturar o produto natural bioativo diretamente em cristais
da proteina alvo, revelando sua estrutura tridimensional e o sitio de interagdo com a proteina alvo. O produto
natural bioativo, contido na mistura de moléculas naturais desconhecidas da amostra da biota, é
diretamente capturado no cristal da proteina alvo por meio da técnica de captura cristalografica, sem
necessidade de isolamento a partir da amostra da biota. A captura cristalografica consiste em incubar o
cristal da proteina com a amostra natural bioativa. Este experimento é realizado em escala de microlitros,
consumindo poucos microgramas da amostra natural. Os experimentos de difracdo de raios X sado
realizados em estagdes experimentais, como a linha Manaca do SIRIUS (LNLS-CNPEM), um acelerador
de elétrons de ultima geragdo, que entrou recentemente em operagdo no CNPEM, em Campinas-SP. Os
dados de cristalografia de proteinas provém o mapa de densidade eletrénica da proteina, o qual é utilizado
para calcular sua estrutura atdbmica em 3 dimensbes. Na abordagem NP3, a densidade eletrénica
remanescente revela a presenga do produto natural bioativo ligado a proteina, seu sitio e posi¢bes atébmicas

de interagcdo com a proteina alvo (FIGURA 5, input cristalografia de proteinas).

Dados ortogonais de espectrometria de massas e cristalografia de proteinas resultam na sugestdo da
molécula bioativa, seu potencial de inovagdo e novidade quimica e bioldgica (FIGURA 5, output). A
abordagem NP3 utiliza um minimo da amostra (~100 ug), sem necessidade de isolamento do produto
natural, pois as técnicas empregadas, em si, conseguem analisar individualmente os produtos naturais,
mesmo que em misturas complexas de amostras da biota. Tdo importante quanto a escala reduzida, € a

escala de tempo da abordagem NP3, sendo que o procedimento completo pode ser realizado em 1 semana.

Para confirmar a estrutura quimica e atividade bioldgica do produto natural sugerido pela abordagem NP3,
¢é valido investir no isolamento desta substancia natural. Porém, isto so6 é realizado para os produtos naturais
que de fato se mostrarem inovadores, tanto em relagéo a estrutura quimica, quanto ao sitio e modo de

interagdo com o alvo bioldgico (proteina).

Os estudos confirmatérios e de caracterizagao adicional do produto natural bioativo selecionado pode
requerer muito material de partida (dezenas de gramas do extrato natural) e muito trabalho de laboratério
(meses de etapas de separacdo que requerem solventes organicos). Ao mesmo tempo, o trabalho de
isolamento do produto natural deve ser acompanhado de reavaliagdo da atividade bioldgica das amostras
geradas, o que infere uma sincronia de experimentos quimicos e bioldgicos. Na abordagem classica de
descoberta de produtos naturais bioativos, a substancia de interesse s6 é revelada apds a conclusdo deste
longo e laborioso processo. Nestes casos, muitas vezes a molécula ndo tem potencial de inovagao - ndo é
nova, atua por mecanismo de acao indesejado (téxico ou ja com outras moléculas disponiveis no mercado),
é de obtencéo inviavel (por fonte sintética ou natural), ou tem propriedades farmacocinéticas nao ideais
para prosseguir na cadeia de desenvolvimento. Por isso, é essencial conhecer de antemdo quem € o
produto natural bioativo da amostra da biota e seu potencial de inovagéo na area terapéutica de estudo,
antes de partir para os esforgos de isolamento e caracterizagao adicional do produto natural bioativo. Esta
¢ a informac&o essencial que a abordagem NP2 traz, rapidamente e em escala miniaturizada, focando os
esforgos e dificuldades inerentes a pesquisa em produtos naturais apenas as amostras da biota e produtos

naturais com potencial de inovagéo.
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Estratégias de aproveitamento da informagao e potencial de inovagao

A informagdo que um complexo cristalografico alvo: proteina com atividade confirmada oferece é
extremamente valiosa para a descoberta e o desenvolvimento de farmacos. Na hipétese de que o produto
natural hit apresente bom potencial de obtengdo da fonte natural, ou por sintese (ou até semi-sintese),
estratégias de avaliagdo de analogos por estudos in silico (docking e SBDD) podem ser conduzidas. A sintese
dos anéalogos com maior potencial visa melhorar tanto a afinidade pelo alvo, quanto suas propriedades e

farmacocinéticas, uma vez que estas sao diretamente correlacionadas a estrutura quimica dos compostos.

Estratégias de aproveitamento da fonte natural para a produgcdo de novos analogos para avaliagdo
biolégica, por semi-sintese, podem ser também contempladas. Na hipotese contraria, a sintese total pode

ser empregada, porém com limitagdes inerentes a complexidade dos produtos naturais.

Alternativamente, as caracteristicas do sitio de ligagdo da molécula hit ainda podem ser aproveitadas para
realizar triagens virtuais (por computador) de bibliotecas comerciais, procurando entdo novos hits, desta vez
baseados em estruturas quimicas mais acessiveis do ponto de vista sintético. Em ambos os casos - derivados
do produto natural hit ou novas classes quimicas - ciclos de otimizagdo podem iniciar, onde cada ciclo aponta
quais porcdes das moléculas proporcionam alta afinidade e/ou pardmetro farmacoldgico adequado. Estas
analises sdo chamadas de relagao estrutura-atividade (SAR, do inglés structure activity relationship) e/ou
estrutura-propriedade (SPR, do inglés structure property relationship). Vale entdo destacar novamente a
importancia dos produtos naturais como fonte de inspiragéo para novos farmacos, sejam eles derivados da
estrutura quimica inicial ou tenham estes sido produzidos de novo a partir das informagdes valiosas fornecidas
pelo modo de interagdo com o alvo biolégico envolvido na doenga. Um exemplo de aplicacdo destas
estratégias ¢ ilustrado na FIGURA 6, a exemplo de projeto de inovagdo em desenvolvimento em parceria com
a Unidade de Inovagao Radical do Aché Laboratérios (Guarulhos, SP, Brasil), em alinhamento ao Programa
Bioprospera® do Aché 19, sendo co-financiado pela EMBRAPII (FIGURA 6A).

O projeto ilustrado na FIGURA 6 iniciou da triagem da biblioteca pré-fracionada MPH, passando pela
abordagem NP3 para a descoberta de produtos naturais bioativos e novos sitios de ligagdo na proteina alvo.
Duas classes de produtos naturais foram identificadas apoés a triagem da biblioteca MPH. Os estudos
cristalograficos mostraram a ligacdo destes produtos naturais em dois sitios distintos da proteina alvo (sitio
#1 e sitio #2) - FIGURA 6B. Estes achados sao inéditos, relacionando novos sitios € modos de ligagdo de

pequenas moléculas com a proteina alvo, assim como novas classes quimicas de ligantes desta proteina.

As informagdes estruturais obtidas para sitio de ligagdo #1 foram empregadas para triagem virtual de
moléculas comerciais, visando melhorar as propriedades fisico-quimicas do produto natural hit e sua poténcia
de ligacao ao alvo. Foi encontrada uma molécula com boas propriedades de farmaco e facil obtengao sintética,

e que ainda demonstrou melhora de poténcia ao alvo isolado e células modelos em 10 vezes.

Para o sitio #2, as informagbes estruturais foram utilizadas para desenhar racionalmente novas moléculas
da mesma classe quimica, porém com propriedades fisico-quimicas superiores e maior poténcia de inibigao
da proteina e das células alvo. Ambos os parametros foram otimizados em relagéo ao produto natural que
inspirou a série quimica. Mais importante, o sitio de ligagado desta nova classe de produtos naturais a este

alvo terapéutico mostra um novo mecanismo de regulagdo alostérica do alvo, sendo totalmente inovador.
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FIGURA 6: Bioprospecgao da biblioteca MPH e desenvolvimento de leads a partir de informagéo estrutural e de
bioatividade de produtos naturais.
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Legenda: (A) Representagdo esquematica do projeto. (B) Exemplo de uso da informacéo obtida a partir de produtos
naturais e aplicagdo da abordagem NP?® para inspirar o desenvolvimento de novos leads. VS: virtual screening, SBDD:
structure-based drug design.

A colaboragdo com o Aché Laboratérios, que possui um programa especifico para pesquisa e
desenvolvimento de produtos naturais, denominado Bioprospera® [, tem permitido o desenvolvimento de
uma abordagem translacional para a biblioteca MPH, por meio do planejamento racional de farmacos a
partir de hits identificados na biblioteca MPH visando identificar inibidores potentes, seletivos e com boas
propriedades farmacocinéticas para os alvos de interesse. Além disso, a definicdo do “Perfil de Produto
Alvo” para os candidatos & farmaco, em conexao ao desenho de ensaios e métodos de screening focados
em avaliar o potencial desses candidatos, tem guiado a identificacdo de moléculas que possam ser
utilizadas no contexto da refratariedade de tumores as terapias atuais, ou mesmo na avaliagao do potencial
sinérgico dessas moléculas com as terapias vigentes.
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Reabastecimento (resupply) de compostos hits e a importancia da rastreabilidade

No entanto, nem sempre a informacdo obtida em escala miniaturizada pode ser diretamente utilizada
para inspirar novos leads e, muitas vezes, o produto natural em si ja representa uma molécula otimizada
para avangar na cadeia de desenvolvimento de novos farmacos. Faz-se entdo necessario o

reabastecimento (resupply) de extratos, o que também é contemplado na abordagem MPH.

O resupply dos extratos selecionados nas etapas miniaturizadas do projeto é necessario para etapas de
confirmagdes da estrutura quimica e bioatividade da descoberta. Esta etapa de confirmagao requer gramas
dos extratos para o isolamento de miligramas do produto natural isolado. Ja nos casos em que produto
natural per se sera avangado para as etapas de identificagdo do alvo (em caso de prospecgao a partir de
ensaios fenotipicos), estudos em células e testes em animais, é necessario obter gramas do produto natural

isolado, requerendo, em geral, quilos dos extratos.

Na plataforma MPH, a questéo do resupply € mapeada ja na etapa das expedigdes de campo iniciais. Isto
ocorre por meio de um procedimento de coleta padronizado (vide material suplementar), que reune
ferramentas de rastreabilidade incluindo, entre outros, o registro preciso do local e condi¢des climaticas da
coleta e identificagdo assertiva da espécie botanica coletada. Este procedimento de coleta, aliado ao
registro da assinatura quimica das amostras por espectrometria de massas, resulta em uma robusta base
de dados das expedigbes e espécimes, que sdo fundamentais para garantir a rastreabilidade das amostras

e compostos bioativos, bem como do reabastecimento de extratos selecionados ao longo do projeto.

Vale também comentar que, apesar de todo esforgo de rastreabilidade, fatores externos como queimadas,
mudancas climaticas, negociacdes de areas podem continuar sendo fatores de risco para o resupply. O
gerenciamento destes riscos traz retornos do ponto de vista do potencial de novidade para estruturas
moleculares inéditas nos biomas brasileiros. Em adigédo, a robusta base de dados constituida desde a
primeira coleta da espécie permite, além de localizar a espécie em seu local original de coleta, encontrar
localizagbes adicionais alternativas, ou ainda, ampliar a fonte do produto natural de interesse para espécies
relacionadas por quimiotaxonomia. Contudo, estas sdo algumas das abordagens empregadas na

Plataforma MPH para contornar os principais riscos inerentes ao resupply de produtos naturais.

Por fim, a capacidade de adquirir quantidades suficientes dos produtos naturais bioativos para fases
posteriores do desenvolvimento, como a pré-clinica, esta melhorando. Porém, ainda existem desafios que
requerem otimizagao e processos individualizados para extragéo e isolamento do produto natural bioativo em
escala. A plataforma MPH expande alternativas para o escalonamento da produgédo de insumos naturais,
visando resolver os problemas do reabastecimento, mesmo considerando as particularidades dos diferentes
extratos vegetais e a escala de quilogramas necessaria para as etapas finais da fase de Descoberta. A
Phytobios instalou um laboratério no Piaui para preparagdo de extratos em escala de bancada. Mais
recentemente, conta com um laboratério construido no ambito do Grupo Centroflora em Campinas-SP, para

aumento da escala da produgéo customizada dos extratos em escala piloto de gramas e quilogramas.

Cadeias produtivas sustentaveis

Ja na escala de producéo industrial do IFA, a Centroflora, industria nacional da qual a Phytobios é vinculada,
também prospecta a formagao de cadeias produtivas sustentaveis como uma abordagem importante tanto para

fornecimento do insumo natural quanto para o desenvolvimento econdmico das regides ricas em biodiversidade
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através da bioeconomia. Um exemplo de uma molécula comercial obtida a partir de esforgos em torno de uma
cadeia de suprimentos sustentavel é a pilocarpina do Jaborandi. Quando é possivel utilizar a molécula isolada
para semi-sintese de ingredientes farmacéuticos ativos, o impacto socioambiental pode ser de grande relevancia.
O mercado de jaborandi tem desempenhado importante papel econdmico criando oportunidades de emprego e

proporcionando uma renda importante conectando coletores a industria farmacéutica.

Estima-se que o extrativismo do jaborandi correspondeu a maior receita para milhares de familias do
Nordeste/Norte brasileiro durante o pico de extragdo (1970-1980) no Maranhdo e no Para. Apesar das
flutuagbes de mercado e da reducao nas areas onde ocorre naturalmente, o jaborandi ainda é coletado,
principalmente em areas silvestres. No geral, essas atividades permanecem economicamente viaveis
porque o preco da pilocarpina sofreu um aumento significativo (até 36%) nas ultimas duas décadas, quando
a capacidade de oferta de pilocarpina diminuiu enquanto sua demanda n&o2%. Além disso, a pilocarpina é
atualmente o oitavo ingrediente farmacéutico mais exportado do Brasil, alcangando cerca de US$ 6,8
milhdes anol2!l, Entre as estratégias para preservar a sustentabilidade desta cadeia produtiva esta
aumentando o numero de areas cultivadas e estabelecimento de reservas naturais para manter diversidade

genética e viabilidade populacional(22,

A experiéncia adquirida no Brasil, com estas cadeias produtivas, abre portas para o estabelecimento de
novas cadeias produtivas voltadas as plantas com novas agdes medicinais, as quais comegam a serem
descobertas através da abordagem tecnoldgica e integrada para a descoberta de novos farmacos a partir
de produtos naturais descrita aqui. Isto permitira o estabelecimento de novos ‘cultivares’, produgdo
agroecoldgica ou extrativismo sustentavel, tendo impactos no desenvolvimento socioambiental do Brasil

bem como para a inovagéo farmacéutica no pais.

Conclusao

Os recentes desenvolvimentos cientificos, avangos tecnoldgicos e tendéncias de pesquisa apresentados
indicam claramente que os produtos naturais continuardo entre as fontes mais importantes de novos
medicamentos também no futuro. O estabelecimento de plataformas integradas, como a plataforma MPH,
é de fundamental importancia para avancar na pesquisa e inovagcédo farmacéutica a partir de produtos
naturais, embasando também o estabelecimento de cadeias sustentaveis. Estas atividades e perspectivas
tém impacto direto no desenvolvimento cientifico e econdmico, na inovagdo e na sustentabilidade dos
biomas brasileiros, através da bioeconomia direcionada pela inovagao farmacéutica. Apesar do alto
investimento necessario e dos riscos inerentes a etapa de Descoberta de novos farmacos, a busca por
solugdo para doengas que ndo tem cura (necessidades médicas ndo atendidas) é incessante. A natureza
pode trazer respostas e também gerar retorno sobre os investimentos realizados. A jungao de tecnologias
de ponta em uma abordagem integrada a maior biodiversidade do planeta traz para o Brasil a oportunidade

de figurar no cenario mundial de descoberta de novos farmacos.
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Resumo

As plantas medicinais sao importantes para a pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de drogas, ndo
somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também como
matérias-primas para a sintese, ou modelos para compostos farmacologicamente ativos. O artigo propde
um estudo da informagéo cientifica e tecnoldgica da planta medicinal indicada pelo Ministério da Saude a
Uncaria tomentosa, visando o desenvolvimento de fitoterapicos. Para tanto, foram utilizados os bancos de
dados da Web of Science e do Derwent Innovations Index. Nas analises foi possivel observar o crescente
volume dos estudos cientificos realizados no mundo e no Brasil com a planta. As primeiras publicagbes
iniciaram no ano 1984, e o pico ocorreu no ano 2005. Devendo destacar o Brasil como o responsavel pelo
maior volume em publicagdes. Por outro lado, os paises que mais depositaram patentes foram os Estados
Unidos, China e Japao. Desse modo, € possivel afirmar o potencial tecnolédgico, para o desenvolvimento
como fitoterapico da planta Uncaria tomentosa a ser incorporado pelas industrias farmacéuticas publicas e
distribuido no sistema SUS.

Palavras-chave: Uncaria fomentosa. Plantas medicinais. SUS. Artigos. Patentes.

Abstract

Medicinal plants are important for pharmacological research and drug development, not only when their
constituents are used directly as therapeutic agents, but also as raw materials for synthesis, or models for
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pharmacologically active compounds. The article proposes a study of the scientific and technological
information of the medicinal plant indicated by the Ministry of Health to Uncaria tomentosa, aiming at the
development of herbal medicines. For this, the Web of Science and Derwent Innovations Index databases
were used. In the analyzes it was possible to observe the growing volume of scientific studies carried out in
the world and in Brazil with the plant. The first publications began in the year 1984 and the peak occurred in
the year 2005. It should highlight Brazil as responsible for the largest volume in publications. On the other
hand, the countries that patent deposited were the United States, China and Japan. Thus, it is possible to
affirm the technological potential for the development as herbal medicine of the Uncaria tomentosa plant to

be incorporated by the public pharmaceutical industries and distributed in the SUS system.

Keywords: Uncaria tomentosa. Medicinal plants. SUS. Articles. Patents.

Introducgao

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que grande parte da populagdo dos paises em
desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atengéo primaria, tendo em vista que 80% da
populacdo mundial utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados béasicos de saude. Vale ressaltar que,

85% dessa populagio utilizam plantas ou preparagtes destast!l.

Desse modo, as plantas medicinais continuam sendo importantes fontes para a pesquisa farmacolégica e
o desenvolvimento de novas drogas, nao somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como
agentes terapéuticos, mas, também, como matérias-primas para o desenvolvimento de sintese, ou como
estrutura modelos para compostos farmacologicamente ativos!!l. Tem sido estimado que, aproximadamente
40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de
fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de microrganismos e 3% de animais2. De acordo
com a WHOU! existem 549 medicamentos fitoterapicos registrados. No final de 2016, 56 fitoterapicos foram

incluidos na Lista Nacional de Medicamentos Essenciais. Mais 300 estdo em processo de avaliagdol2l.

Nesse sentido o consumo de fitoterdpicos, vem crescendo na populacdo europeia cerca de 80% e,
enquanto na Asia, esse percentual é acima de 40%4. Por outro lado, de acordo com Terra Junior et al.l%,
no Brasil esse crescimento vem sendo registrado nos ultimos anos, estimando que pelo menos 10% das
pessoas consomem esse tipo de produto. Esse crescimento lento tem sido baseado pela baixa credibilidade

nos fitoterapicos e, consequente pouca adesio pelos médicos e populagaol®,

A Uncaria tomentosa esta entre as plantas medicinais aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), é endémica nas florestas tropicais da América do Sul e Central. Encontrada
principalmente em determinada regido dos Andes, no Peru, local com muita luz e com altitude entre os 600
e 800 metros!. Entretanto, pode ser encontrada em outras regibes da floresta Amazénica e outras areas

tropicais das Américas Central e do Sull&<.

A Uncaria tomentosa é popularmente conhecida por unha de gato!'%121 e em casos especiais!'3l. Além disso,
€ conhecida como trepadora gigantel’4l, Suas folhas sdo perenes e flores amarelas esbranquigadas,
pequenast! e surgem nos meses de outubro e novembro (FIGURA 1). O fruto é bivalvo medindo até 9 mm

de comprimentol3],
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FIGURA 1 - Conjunto de Flores da Uncaria tomentosa.

Fonte: Discoverlife Org. (© Copyright Smithsonian Tropical Research Institute, 2003-2006)

Dentre as atividades farmacolégicas mais relatadas para Uncaria tomentosa estdo as atividades
imunoestimulante, neuroprotetora, antitumoral e anti-inflamatéria, atribuidas aos polifendis e,
principalmente, aos alcaloides'4. De modo contrario, a fragao triterpénica ainda tem sido pouco explorada

do ponto de vista biolégico e tecnoldgico.

Em contraste com o aprofundamento constatado nas areas quimica e farmacoldgica®1518 em que os
esforgos tecnoldgicos de desenvolvimento de produtos derivados de Uncaria tomentosa s&o incipientes. A
abordagem dos relatos cientificos sdo os prévios estudos biologicos e farmacolégicos para cascas de

Uncaria tomentosa tendo por fundamento o uso de extratos brutos ou substancias isoladas!®17:2.18.16.19.20],

A Uncaria tomentosa foi escolhida para realizagéo do presente trabalho, e descrever o conhecimento sobre
a espécie, através da prospeccao biotecnoldgica. A fim de sugerir um planejamento estratégico da planta,
foi realizado levantamento das publicagbes cientificas, bem como depdsitos de patentes, objetivando

identificar os estudos existentes e direcionar o desenvolvimento dos potenciais produtos farmacolégicos.

Material e Método

A busca cientifica e tecnoldégica € um processo baseado em estratégias que procuram recuperar um
conjunto de publicagbes de artigos cientificos e nas patentes representativos da area de interesse da
pesquisa, para o periodo de tempo desejado. Esse estudo foi realizado, considerando todos os anos
disponiveis nas bases escolhidas, até dezembro de 2018. No caso especifico de patentes, € de se esperar
que nos dezoito Ultimos meses, 0 numero apresentado seja menor do que a realidade, visto que muitos

depdsitos ainda se encontram no periodo de sigilo.

O reflexo do grande numero de plantas conhecidas como unha de gato, é observado nos mercados de rua
do Peru, bem como nos produtos vendidos com esse nome 8. Também é comum encontrar no mercado

a mistura das duas espécies sob o nome de unha de gato, visto que a Uncaria guianensis cresce em
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altitudes mais baixas e as cascas das duas espécies sdo semelhantes. Dessa forma, o escopo da estratégia

de busca se resumiu ao termo: "Uncaria tomentosa".

Para o estudo das publicagdes cientificas foi realizado na base da Web of Science da I. S. . Web of
Knowledge que compreende apenas revistas indexadas com corpo de referees qualificados. Dessa forma,
bases de dados de literatura cientifica que incluiam publicagcbes sem avaliagbes de mérito e novidade, tais

como publicagbes em homepages e publicagdes em congressos, foram evitadas.

A base de dados para busca de patentes utilizada neste artigo foi a Derwent Innovations Index (DIl),
produzida pela Thompson Scientific. Cabe ressaltar que as patentes sdo usadas como indicadores do
resultado das atividades de invengdo. O nimero das patentes concedido a determinada empresa ou pais é

considerado o reflexo de seu vigor tecnolégico.

Depois de executar a estratégia de busca na base de dados, foi realizada a mineragao e, em seguida o
tratamento de dados. Um estagio classico no tratamento de dados é a limpeza dos nomes de autores,
inventores e nomes de instituicées criado um list cleanup. Estes foram unidos, retirando os documentos que
porventura estivessem presentes em mais de um subconjunto, eliminando assim possiveis duplicatas
durante a andlise dos dados por meio dos resultados na forma de figuras. Nesse trabalho, foi utilizada a
licenga do Software VantagePoint®, que oferece ferramentas para mineragdo de dados e correlagdo de

conjuntos significativos de dados textuais estruturados.

Resultados e Discussao

A busca foi realizada na Web of Science, com o termo “Uncaria tomentosa’. Foram extraidos 298
documentos da base de dados, e posteriormente foi realizado o processo de limpeza, que foi baseado nas
repeticdes de dados brutos. E possivel verificar na evolucdo no volume de publicacées com o decorrer do
tempo (FIGURA 2).

A primeira publicacdo de acordo com dados da Web of Science é de 1984 da Austria da Universidade de
Graz que possui o titulo: Karyosystematik von Uncaria tomentosa und U. guianensis (Rubiaceae —
Cinchoneae). Uma das publicagdes brasileira, de 2005, ano de maior pico em publicagdes de artigos
cientificos, apresenta o titulo: Involvement of 5-HT2 receptors in the antinociceptive effect of Uncaria
tomentosa, da Universidade Federal de Santa Catarina, estudou a atividade antinociceptiva em testes
quimicos e térmicos em camundongos, e considerou como uma planta rica em alcaloides, com ag¢édo no

envolvimento de mecanismos serotoninérgicos nessa atividade.

Entre os anos 1984 a 1997, no Brasil, havia poucas publicagdes de impacto indexadas na Web of Science
relacionada a Uncaria tomentosa. Somente a partir do ano 2005 é possivel observar o interesse dos

pesquisadores por essa planta, enquanto o mundo ja vinha pesquisando de maneira crescente.

A Uncaria tomentosa vem sendo estudada em varios paises. No mapa do mundo pode se observar os
resultados de publicagbes na Web of Science com o termo Uncaria tomentosa versus paises (FIGURA 3).

As cores mais intensas demonstram o maior nimero de publicagdes.
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FIGURA 2: Evolugéo anual cumulativa de artigos publicados sobre a planta Uncaria tomentosa.
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Fonte: elaborado pelos autores a partir de levantamento efetuado na Web of Science.

FIGURA 3: Mapa dos paises que mais publicaram sobre a Uncaria tomentosa.
Countries/Regions

O Brasil ocupa o topo do ranking em numero de publicagées envolvendo a Uncaria tomentosa, com um
total de 70 artigos cientificos, seguido dos Estados Unidos que contam com 52 artigos publicados (FIGURA
4). Este resultado difere quando comparado com o nimero de patentes depositado por pais, onde o Brasil
se posicionou na oitava posigdo com apenas 6 patentes.
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FIGURA 4 - Paises que mais publicaram artigos até 2019 sobre a Uncaria tomentosa.
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As instituicbes que mais se destacaram no que diz respeito a publicagéo de artigos relacionados a Uncaria
tomentosa estao listadas na FIGURA 5. Os pesquisadores que mais publicam sobre o tema em estudo,
com 16 publicagdes, encontram-se no Instituto Politécnico Nacional (México). Em segundo lugar temos a
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Brasil), a Polish Academy of Sciences (Polénia) e a Warsaw
University (Poldnia), com 15 documentos publicados, cada uma das instituicoes.

Observa-se que as 08 instituicbes brasileiras que publicaram o maior numero de artigos sobre Uncaria
tomentosa estao localizadas nas regides Sul e Sudeste do pais, provavelmente devido as colaborag¢des
entre si, bem como parceria com empresa brasileira da regido. Foi possivel identificar que trés empresas
se destacam como as instituicdes com 4 ou mais de publicagdes, uma polonesa, uma austriaca e outra
brasileira (FIGURA 5).

Os assuntos relatados nos artigos compreendem essencialmente a cadeia produtiva de fitoterapicos, ou
seja, a comprovacdo de suas atividades farmacoldgicas, a extragdo e identificagdo quimica dos
fitocompostos (FIGURA 6) responsaveis por suas propriedades (FIGURA 7), a realizagdo de estudos pré-
clinicos e finalmente os estudos clinicos (FIGURA 8).

Nos estudos de caracterizacdo dos metabdlitos secundarios, é possivel identificar que as cascas do caule,
principal parte da espécie, sdo relatadas a presenca de trés grupos de compostos majoritarios e
quimicamente distintos: os alcaloides, heterosideos triterpénicos derivados do acido quinévico e polifendis,
representados majoritariamente pelos taninos condensados (FIGURA 6). Dentre as substancias mais
estudadas, quer pelas varias atividades bioldgicas que lhe sédo atribuidas ou pela quantidade da mesma
quando comparada a outras espécies do género, destaca-se os alcaloides.
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FIGURA 5: Principais instituicdes com publicagdes sobre Uncaria tomentosa.
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FIGURA 6: Estudos relativos a compostos fitoquimicos da Uncaria tomentosa.
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Dentre as atividades farmacoldgicas pesquisadas na literatura, as mais relatadas para Uncaria tomentosa
sdo as propriedades imunoestimulante, neuroprotetora, antitumoral e anti-inflamatéria, atribuidas aos
polifendis e, principalmente, aos alcaloides (FIGURA 7). De modo contrario, a fragéo triterpénica ainda tem
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sido pouco explorada do ponto de vista bioldgico e tecnoldgico. Entretanto, com relagéo aos triterpenos
presentes na Uncaria tomentosa estdo, em sua maioria, saponinas derivadas do acido quinévico com uma

ou duas cadeias glicosiladas ligadas ao nucleo triterpénico.

FIGURA 7: Propriedades farmacoldgicas da Uncaria tomentosa citadas nos estudos.
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Fonte: elaborado pelo autor a partir de levantamento efetuado na Web of Science.

Das 298 publicagbes sobre Uncaria tomentosa, 91 artigos relataram estudos relativos a ensaios pré-clinicos
de toxicidade. Os testes da citotoxicidade foram onde mais se encontrou publicagdes com 27 ocorréncias

e genotoxidade (09 ocorréncias) nas principais fracoes estudos (FIGURA 8).

FIGURA 8: Estudos relativos a ensaios pré-clinicos de toxicidade da Uncaria tomentosa.
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Na avaliagdo do numero de patentes no decorrer do tempo, é recomendado utilizar o ano de depdsito das
patentes. Ou seja, este é o indicador que fornece uma visdo um pouco mais precisa de quando a pesquisa
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ocorreu, para medir a atividade de patenteamento. Esse indicador também anula a desigualdade dos
diferentes tempos de publicagéo entre os escritorios de patentes dos varios paises. Neste estudo, é
colocado os depositos de patentes ao longo do periodo de 1980 a 2017.

Observa-se que apds o ano 2000 ocorreu um aumento significativo dos depdsitos, principalmente no
periodo 2001, ocorrendo um pico com 13 depdsitos de patentes. A partir do ano de 2015 ocorreu um avango
de maior crescimento tecnolégico, seguido do periodo 2016-2017. Desde modo, em decorréncia do elevado
numero de depdsitos de patentes relacionados a Uncaria tomentosa pode se inferir que € um tema que
continua sendo alvo de protecdo patentéria.

FIGURA 9: Numero de depdsitos por ano com a Uncaria tomentosa.
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Fonte: elaborado pelo autor a partir de levantamento efetuado no Derwent Innovation Index.

E possivel observar neste levantamento que a Uncaria tomentosa vem sendo pesquisada por um nimero
crescente de organizagbes. Para essa analise, utiliza-se o pais de primeiro depdsito da patente, o qual
costuma ser o detentor da tecnologia. Os principais paises que estdo participando ativamente no
desenvolvimento de determinada tecnologia séo identificados por meio de siglas de acordo o ndmero
designado ao documento quando de seu depdsito durante o processo de patentes (FIGURA 10).

Em termos globais de pais detentor de tecnologia, a China lidera com 195 patentes depositadas no periodo
do estudo, seguida pelos Estados Unidos (74 patentes) e Japao (22 patentes). O Brasil encontra-se na
posicéo do ranking em 8° lugar com 6 patentes depositadas, fato colocado controverso quando comparado
com o numero de publica¢des. A China é um dos paises que estéo as gigantes farmacéuticas internacionais
como a AstraZeneca, Roche, Bayer, Novartis e Sanofi, que estdo a procura de conhecer o mercado, isso
mostra o potencial tecnoldgico do pais para desenvolvimento de medicamentos.
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FIGURA 10: Frequéncia de depdsitos de patentes por pais.
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Fonte: elaborado pelo autor a partir de levantamento efetuado no Derwent Innovation Index.

Legendas: CN: China; US: Estados Unidos; JP: Japado; CA: Canada; KR: Coréia; DE: Alemanha; AT: Austria
BR: Brasil; EP: Escritorio de Patentes da Europa; AU: Austrdlia; RU: Russia; ES: Espanha; FR: Franga; MX: México; NL:
Paises Baixos; PL: Pol6nia; ZA: Africa do Sul; BG: Bulgaria; GB: Reino Unido; HU: Hungria; IB: Instituto Internacional de
Patentes (WIPO); IL: Israel; IT: Italia; PH: Filipinas; SE: Suécia; TR: Turquia.

Os depositos de patentes relacionadas a Uncaria tomentosa na China, apesar de terem comegado mais
tarde (em 2009) vem crescendo mais do que nos demais paises (FIGURA 11). Apesar de os Estados Unidos
apresentarem um sistema de patentes maduro e um mercado gigantesco, os depdsitos nos EUA tiveram
seu apice nos anos 2005/2006 e manteve os depdsitos quase se estabilizando ao longo dos anos. J4 os
depositos em territdrio japonés também sugerem uma estabilizagdo quanto aos depésitos prioritarios. Cabe

ressaltar que, ndo esta sendo referido as familias de patentes, apenas os documentos de prioridade.

Observa-se que os Estados Unidos e o Jap&o tendem a permanecer com o mesmo nivel de patenteamento,
isto €, com uma tendéncia de estabilizagdo de depdsitos. A China, por sua vez, entrou no mercado
timidamente em 2009 com apenas 1 depdsito, 2012, 2; 2015, 43; 2016, 47 e 2017 com 91 depdsitos. Em

termos de tendéncia, é o pais que mais cresce com relacdo ao tema em estudo.
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FIGURA 11: Evolugéo anual de depdsitos de patentes relacionadas a Uncaria tomentosa nos trés paises lideres.
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Fonte: elaborado pelo autor a partir de levantamento efetuado no Derwent Innovation Index.
Legenda: CN — China; US — Estados Unidos; JP — Jap&o.

Conclusao

Foram mapeadas pesquisas geradas no ambito das universidades e instituicdes de pesquisa do pais e no
mundo, com a planta medicinal Uncaria tomentosa usando ferramentas computacionais e banco de dados.
Sendo possivel observar que, a instituicdo que concentra o maior niumero de artigos publicados é o Instituto
Politécnico Nacional do México. Colocando o Brasil na primeira posicdo no ranking de publicagdes,
podemos destacar as principais instituicdes detentoras do conhecimento cientifico da Uncaria tomentosa
séo: a Universidade Federal do Rio Grande do Sul, que apresentou 15 publicagdes de artigos; vindo, em
seguida, a Universidade Federal do Rio de Janeiro; Universidade Federal Santa Maria e; a Fundagéo

Oswaldo Cruz.

As potencialidades terapéuticas da planta medicinal Uncaria tomentosa sao identificadas principalmente
nos alcaloides, em que as atividades mais estudadas formam os estudos de toxicidade pré-clinica: de

citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade.

E importante destacar que, a planta em estudo continua sendo alvo de protegdo por meio de patentes
principalmente pelos chineses que apesar de terem comegado a depositar apés os demais paises
prioritarios, hoje é o pais que mais cresce em numero de depésitos. Este estudo nos revela também que as
universidades brasileiras tém potencial de geracdo de novas tecnologias passiveis de patenteamento e
desenvolvimento de produtos, os resultados apontaram 70 artigos indexados em relagédo aos outros paises

que apresentaram quantidade menor de publicagbes. Esses valores, em nimeros, no Brasil sdo bastante
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relevantes em relagdo as publicagdes, porém indicam um gargalo nos registros na visdo do interesse de

pesquisa tecnoldgica.

Uma vez que o Brasil conta com 6 depdsitos de patentes fato contrario em comparagdo com o numero de
publicagbes de artigos cientificos que fica em primeiro lugar no ranking mundial. Por outro lado, 0 aumento
da produgédo cientifica de pesquisadores brasileiros ainda nao é suficiente para desencadear impactos
importantes para o desenvolvimento econdmico no pais. O nimero de patentes depositadas por brasileiros
esta longe dos numeros de artigos publicados, reforgando a real necessidade de melhor compreender o
que foi anteriormente pesquisado e direcionar a pesquisa par o ambito de aplicabilidade na saude. Pode-
se colocar que o Brasil possui baixa competitividade e tem criado pouco esforgo em inovar na area de
produtos tecnoldgicos, possivelmente deve-se a imaturidade do sistema de inovagéo (articulagéo eficiente

entre governo, empresas e universidades, capaz de promover um sistema de Pesquisa e Desenvolvimento).
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Resumo

A sustentabilidade de produtos e processos vem sendo amplamente discutida nos meios cientifico e industrial,
levantando o questionamento: até que ponto os processos quimicos tém sido sustentaveis? O objetivo deste
artigo € apresentar um panorama sobre a producéo de bioativos e as problematicas que envolvem essa
consolidagéo, o “des-envolvimento” insustentavel. Evidencia-se a necessidade de uma melhor comunicagéo
entre a academia, os produtores, as cooperativas e a industria, iniciando as interagdes verticais para o real
beneficio da sociedade.

Palavras-chave: Sustentabilidade. Fitoterapicos. Fitocosméticos.

Introducgao

“Ah, pesquisador... pesquisador aparece sempre. E pior que politico. Chega sorridente, faz um monte de
promessas, um monte de perguntas, anota tudo em um caderninho... Depois vai embora e nunca mais volta”.

Essas palavras foram ouvidas no extremo norte do nosso pais, de liderancas indigenas da Cabega do
Cachorro, no Alto Rio Negro, em S&o Gabriel da Cachoeira, no Amazonas; em comunidades em Ronddnia
e no Para; e também em cooperativas e escolas agricolas do interior do Amazonas, de Santa Catarina e
do Rio de Janeiro. Ndo ha de ser coincidéncia. Aparentemente, a sociedade talvez enxergue os cientistas
como pessoas desconectadas da realidade (na melhor das avaliagdes!), preocupados apenas com seu jeito
peculiar de salvar o mundo. Em suas promessas de alavancar a bioeconomia local, criam esperancas em
quem ja nao encontra alternativas no mercado formal. Em suas prospecgdes muito bem intencionadas de
encontrar a cura para o cancer, a AIDS, a gripe, e até a solugdo para o combate a COVID-19... talvez

ignorem as expectativas que geram, alimentando ilusdes nos que ndo entendem os seus sonhos. Ha uma
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empatia preocupada e sincera quando se inicia um envolvimento com parceiros da sociedade, cooperativas

e comunidades em um projeto de prospecgao envolvendo os produtos naturais?

Sustentabilidade € uma palavra da moda. Diversas empresas que tentam sobreviver a esse periodo de
grandes mudangas enderegam suas ag¢des ao Desenvolvimento Sustentavel. Mas, até que ponto essa
preocupacao é real ou apenas um acessorio para parecer sustentavel, pintando suas a¢bes de verde (dai
o termo cada dia mais comum: green-washing) para ganhar mercados e iludir acionistas de que sua atuagao

é robusta e confiavel?

Para que determinada ag&o ou processo seja sustentavel, deve atender as demandas do presente sem
comprometer as geracdes futuras, e as demandas do presente tém sido muito diferentes do que
costumavam ser. A compreensao do que & necessario para a sustentabilidade tem se consolidado em um
modelo de grande amplitude. Ha 50 anos, uma empresa, para ser sustentavel, deveria buscar um equilibrio
na exploragdo dos recursos naturais e geracdo dos residuos. Hoje, ndo é mais suficiente apenas nao
danificar o ambiente. Para ser sustentavel, uma empresa deve trazer beneficios para a sociedade, deve-se
devolver a dgua mais pura que a recebida, um ar mais puro, fornecer energia, contribuir para uma

comunidade melhor.

Sustentabilidade, atualmente, envolve cuidados com as populagdes do entorno da empresa, com o social
e o0 ambiental, a saude e a seguranga, a educagao e a redugao de desigualdades, o consumo responsavel
e a remuneracéo justa, entre varios outros aspectos. Derrubam-se os muros das responsabilidades e, para
que um empreendimento faga sentido ele deve nao apenas gerar lucro, mas ser benéfico para a sociedade
em uma dimensao maior. Deve-se dar exemplos de liberagdo de carbono zero para o meio ambiente, mas
também combater a exploracéo infantil, o trabalho escravo, o subemprego, a discriminagéo, a corrupgéo,
ter procedimentos claros em todas as agdes e priorizar a ética. Isso se estende a todos os seus
fornecedores e parceiros comerciais. As empresas que se preocupam com estes aspectos tém areas
especificas para garantir o cumprimento e a conformidade (Compliance) das leis e seus cddigos de ética
para atender aos trés pilares denominados de ESG, sigla em inglés para Ambiental, Social e Governanga.
Corporativamente, adotam o Indice de Sustentabilidade Empresarial (ISE), que vem sendo empregado
como medida paralela de sua avaliagdo no mercado. As empresas que adotam esse indice mostraram
rentabilidade de 296% contra os 223% médios da B3 (antiga Ibovespa) em um mesmo periodo recente,

mostrando que a priorizagado destes principios as torna mais rentaveis, por serem mais soélidas e eficientes.

Para gerar esses beneficios para a sociedade, as empresas modernas devem atuar ndo somente em seu
mercado, mas em todos estes aspectos, que aparentemente estdo muito fora de sua expertise, mas sem

0s quais elas ndo se sustentam mais.
Um mundo mais holistico

Ha cerca de 60 anos, no principio do outono de 1962, a biéloga Rachel Carson publicou seu livro “Primavera
Silenciosa” com perguntas audaciosas sobre como seria um planeta sem o canto dos passaros,
contaminados pelo uso indiscriminado de pesticidas sintéticos. O impacto foi tremendo e continua sendo
controverso!l. O mundo estava assustado com a tragédia da talidomida (medicamento para enjoos da
gravidez que provoca deformagdes no feto) e com a presenga de pesticidas em diversos alimentos e

discussdes sobre sua toxicidade em humanos. Rachel sofreu ameagas, as fake-news ja existiam e tentaram
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desacredita-la, mas sua coragem contribuiu de maneira fundamental para moldar a consciéncia ambiental

moderna e para criar a EPA, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos.

As discussdes alcangaram o grande publico e diversas conferéncias foram criadas para a discussao do futuro
do planeta, ndo mais visto com recursos e capacidade infinita de regeneragdo, mas como uma nave espacial,
uma bola de gude azul a deriva no universo. A Conferéncia de Estocolmo foi a maior e mais importante a lidar
com a questdo do meio ambiente até ent&o, iniciada em 5 de junho de 1972, dia que passou a ser celebrado
pela ONU como o Dia Mundial do Meio Ambiente. Planejada para ocorrer vinte anos depois, a Eco92, no Rio

de Janeiro, reuniu diversos chefes de estado e resultou na Carta da Terra e na Agenda 21.

A década de 1970 nos trouxe outras mudangas na forma de ver o mundo de maneira mais ampla. A crise
do petréleo nos levou ao uso de biocombustiveis e recentemente ao aproveitamento integral da biomassa
nas biorefinarias. Os conceitos de reciclar, reutilizar e reduzir se transformaram na Economia Circular, no
repensar processos observando-os de forma ampla e planejar ndo gerar residuos, mas subprodutos. Com
a chegada do milénio, outros paradigmas surgiram. Se em 2000 a cupula da ONU definiu 8 Objetivos do
Milénio, em 2015 foram 169 metas mais ambiciosas para serem alcancadas dentro de 17 Objetivos de

Desenvolvimento Sustentavel (170DS) até 2030, elaborados de forma participatival2.

Por toda parte se percebe a evolugao na visdo de que as ag¢des ndo podem ser isoladas, que 0s processos
devem ser percebidos segundo uma o6tica holistica. Rachel Carson ndo pregava o banimento do DDT, como
acabou ocorrendo, mas o uso controlado dos diversos pesticidas sintéticos para que ndo se tornassem
biocidas, matando outros organismos, afetando todo o meio ambiente e criando pragas resistentes em um

ambiente ja debilitado.
“Des-envolvimento” Insustentavel e os bioativos

Nesses novos paradigmas ndo € possivel pensar em sustentabilidade sem o envolvimento dos diversos
atores, parceiros internos e externos dos processos. Ou seja, ndo ha como sustentar a falta de envolvimento
e, sem essa abordagem, a criacdo de novas alternativas de crescimento e empreendedorismo torna-se

muito pouco viaveltl,

Enquanto a busca por principios ativos € um objetivo constante nos laboratérios e pesquisas cientificas, o
meio social onde essas matérias primas sao obtidas permanece a deriva de um desenvolvimento que possa
proporcionar melhores condigdes para os que realmente dependem dessa cadeia extrativa para se
expandir. Nas pesquisas com produtos naturais, bioprospectar continua, indiscutivelmente, muito
importante em um pais com essa imensa biodiversidade, majoritariamente desconhecida e potencialmente
ameacada por pressdes antropicas e mudancgas climaticas. Descrever a natureza, suas biomoléculas, suas
fungbes e mecanismo de atuagdo permanece sendo essencial. Entretanto, com tantas plantas de nossa
biodiversidade ja estudadas, tantas substancias ativas ja descritas, uma outra opgéo é olhar objetivamente
ao que pode ser feito para que novos produtos sejam criados e possam gerar renda aos que sobrevivem
da floresta em pé, do extrativismo e da agricultura de subsisténcia, os pequenos produtores, aqueles que
conhecem mais intimamente a biodiversidade. Sem conhecer a necessidade das comunidades e
cooperativas, fornecedores das matérias-primas de grande potencial, mas baixa qualidade, pequena
producao, mas grande interesse em ver seus produtos nas prateleiras em todo o mundo, ndo se consegue

caminhar muito além do extrativismo secular.
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Se por um lado os recursos publicos de editais de pesquisa sdo cada vez mais escassos, as iniciativas de
redes de pesquisas também foram enfraquecidas pelo esvaziamento de incentivos de sua continuidade,
diminuindo a capacidade dos pesquisadores estarem envolvidos resolvendo em conjunto os problemas
multidisciplinares. Pelo lado das empresas, apesar da legislagao atual representar um risco juridico muito
menor para a exploragdo da biodiversidade, ainda ha pouquissima interacdo com a academia. Ha grande

caréncia de iniciativas de crescimento baseadas na biodiversidade.

Nossos jovens cientistas nem sempre conseguem ter a real nogdo do imenso campo em que as matérias-
primas séo obtidas, e apds as pesquisas tedricas e experimentais que desenvolvem durante sua formagao,
deparam-se com uma realidade que ndo conhecem e que ultrapassa a necessidade que apresentavam dentro
da caixa de protegao de um laboratério académico. Os tramites burocraticos, para converter o que é estudado
em bioproduto aplicado e utilizado para o beneficio da sociedade, sdo impeditivos e repelem o processo de
desenvolvimento, que deveria ser natural. Na verdade, essa interagdo da academia para a consolidagao da

pesquisa aplicada é uma relagao que ainda precisa de muito amadurecimento para se consolidar.

Sem a aproximacéo entre os diversos atores, sejam a academia, os produtores e os empresarios, para que
cada um possa compreender sua légica, seu tempo, e atender as suas necessidades, s&o baixissimas as

possibilidades de associagao criativa, produtiva e empreendedora.

Phytochemistry by Design e Agricultura Molecular

Os processos classicos de prospeccdo que tinham por objetivo descrever a biodiversidade, foram
essenciais para compor o conhecimento atual da composigdo quimica de espécies vegetais, de seu
metabolismo especializado. Hoje, sdo raras as espécies cujos géneros ja ndo tenham sido estudados em
algum lugar do planeta, seus 6leos essenciais, flavonoides, triterpenos e acidos graxos ja foram descritos.
As espécies comerciais, em especial, foram ndo apenas estudadas, como tiveram a composigdo quimica
de suas diferentes partes ja descritas. Assim como ha patentes originais e incrementais, quando sao
apresentadas melhorias aos processos ja descritos anteriormente, ha muitas possibilidades de estudar

plantas ja conhecidas para concentrar ou mesmo isolar moléculas que tenham interesse comercial.

A Agricultura Molecular é o cultivo de espécies com o objetivo de produzir um tipo especifico de molécula. A
expressao é muito empregada para espécies modificadas geneticamente para sintetizar vitaminas ou elevados
teores de amido para alimentos ou combustiveis. Entretanto, pode-se designar também os cultivos especificos
para preparo de extratos que atendam a mercados como: cosméticos, aditivos e suplementos alimentares,

perfumes e insumos farmacéuticos, que tém regulamentagcdes muito menos restritivas que os farmacos.

Se os alvos forem, por exemplo, no mercado de cosméticos, é provavel que s6 se empregue solventes
aquosos na preparagao dos extratos. A adi¢cdo de etanol ja implica na obtengdo de toda a rastreabilidade
do solvente. Assim, e diferentemente dos métodos classicos de prospecgéo, para alcancar objetivamente
um bioproduto fitoquimico é essencial o planejamento para as caracteristicas desejadas ao produto final
desde os processos iniciais de coleta, limpeza, secagem e extragédo. A este processo fitoquimico orientado
para o produto designamos Phytochemistry by Design, derivado do Quality by Design, que possui 0s

mesmos principios, mais amplos!,

Assim, na prospecc¢ao por extratos bioativos, estratégias de Agricultura Molecular e Phytochemistry by

Design podem ser extremamente eficazes na geragcdo de bioprodutos. Talvez ndo nos recursos ainda
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desconhecidos de nossa biodiversidade, mas no jilo, na couve-flor, no quiabo e no pepino. Além deles, sédo
recursos de grande valor as partes residuais de nossa produgéo agricola. Nos residuos de banana, manga,
laranja e goiaba, no carogo do agai, no albedo do maracuja ou no ourigo da castanha, esses materiais ricos
em bioativos s&o descartados pelos extrativistas, pelos pequenos produtores, e podem ser alternativas de

desenvolvimento de nossa produgéolsl.

Nas pesquisas cientificas da area, tem-se descrito o quanto esses subprodutos que comumente sao
descartados de forma inadequada na natureza, causando problemas e desequilibrio ambientais,
apresentam substancias que podem ser do interesse da industria. A questdo é, se ha demanda e ha
respostas para essa questao, por que essa comunicagéo ainda ndo consegue ter uma fluidez? Por que o
que € pesquisado ndo atende as demandas da sociedade? Observa-se que devido as diferentes
perspectivas, nem sempre o que é pesquisado contempla a demanda dos que estdo na linha de frente
social. Resultados interessantes para implementagéo da cultura de sistema de base sdo criados sem que

os verdadeiros necessitados sejam ouvidos.

Para saber quais produtos tém maiores potenciais de produgao na sua regido, ouvir as cooperativas mais
do que apresentar solugdes prontas, pode ser uma solugao melhor. Para descobrir o que fazer com os
bioprodutos, ouvir os empresarios e suas necessidades € um caminho mais empreendedor que apresentar

uma molécula isolada e s6 entdo tentar descobrir para o que serve.

Os novos paradigmas de desenvolvimento sustentavel exigem a aproximagdo, o envolvimento. Nas
empresas, os ESG ja sdo primordiais para quem quer sobreviver. Na academia, o des-envolvimento
também é insustentavel. As interagdes horizontais da multidisciplinaridade realizadas nas ultimas décadas
entre cientistas de diferentes areas foram muito importantes para melhorar os niveis das pesquisas e das
publicagdes. No entanto, ainda h4a uma lacuna nesse processo que precisa ser analisada. E passada a hora
de iniciar as interagdes verticais, com empresarios e cooperativas. De sair da zona de conforto, ouvir

aqueles que pensam diferente para poder trazer beneficios econdmicos para a sociedade.
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Resumo

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro que apresenta em seu dominio expressivo numero de plantas
com potencial medicinal e aromatico. Porém pouco se conhece sobre essas espécies nativas. O objetivo deste
trabalho foi identificar plantas nativas da Caatinga com potencial medicinal e iniciar estudos voltados a
domesticagdo daquelas espécies identificadas como promissoras para produgéo de fitomedicamentos. Para isso,
foram realizados levantamentos e identificagdes de plantas medicinais utilizadas pela populagao no Territério do
Sertdo do S&o Francisco, nos estados de Pernambuco e Bahia. A partir desse levantamento foram selecionadas
espécies aromaticas e produtoras de dleos essenciais para a analise da composigcao quimica, testes de atividade
antimicrobiana e ensaios farmacoldgicos e estudos de propagacgédo e cultivo. Até o momento, as pesquisas
nessas areas avangaram para cinco espécies, em diferentes etapas - Lippia grata Schauer (Verbenaceae), Lippia
schaueriana Mart. ex Schauer (Verbenaceae), Croton conduplicatus Kunth (Euphorbiaceae), Croton sonderianus
MUll.Arg. (Euphorbiaceae) e Croton campestris A.St.-Hil. (Euphorbiaceae). Todavia, a extragéo do éleo essencial
e a analise fitoquimica foram realizadas para todas espécies coletadas. Os resultados revelaram que os 6leos
essenciais dessas espécies apresentam teores de compostos majoritarios com atividade terapéutica e, portanto,
essas podem ser interessantes para produgao de fitomedicamentos.

Palavras-chave: Planta medicinal. Fitoterapicos. Lippia grata. Lippia schaueriana. Croton conduplicatus.
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Abstract

The Caatinga is an exclusively Brazilian biome that has an expressive number of plants with medicinal and
aromatic potential in its domain. However, little is known about these native species. The objective of this
work was to identify native plants of the Caatinga with medicinal potential and to initiate studies aimed at the
domestication of those species identified as promising for the production of phytomedicines. For this, surveys
and identifications of medicinal plants used by the population in the Territory of Sertdo do Sao Francisco, in
the states of Pernambuco and Bahia, were carried out. From this survey, aromatic and essential oil
producing species were selected for the analysis of chemical composition, antimicrobial activity tests and
pharmacological tests and propagation and cultivation studies. So far, research in these areas has advanced
to five species, in different stages - Lippia grata Schauer (Verbenaceae), Lippia schaueriana Mart. ex
Schauer (Verbenaceae), Croton conduplicatus Kunth (Euphorbiaceae), Croton sonderianus Mill.Arg.
(Euphorbiaceae) and Croton campestris A.St.-Hil. (Euphorbiaceae). However, essential oil extraction and
phytochemical analysis were performed for all species collected. The results revealed that the essential oils
of these species present contents of major compounds with therapeutic activity and, therefore, these can be

interesting for the production of phytomedicines.

Keywords: Medicinal plant. Herbal. Lippia grata. Lippia schaueriana. Croton conduplicatus.

Introducgao

A Caatinga é o unico bioma exclusivamente brasileiro e ocupa a maior extensao territorial da regido
Nordeste com clima semiarido. E um ecossistema onde os estudos cientificos estdo aquém do necessario
quando comparados ao acervo genético vegetal nativo com multiplas possibilidades de utilizagdo com fins
econdmicos. Em fungdo de suas condigbes edafoclimaticas peculiares, a Caatinga desponta como um dos
ecossistemas mais importantes, pois apresenta em seu dominio, expressivo nimero de plantas com

potencial aromatico e medicinallll. Contudo, pouco se conhece sobre essas espécies!2.

Mas, por outro lado, o extrativismo vegetal intenso tem promovido redugédo drastica das populagdes
naturais, seja pelo processo predatério de exploragdo, ou mesmo pelo desconhecimento dos mecanismos
de perpetuagdo das mesmas. Atualmente, a Caatinga tem sido apontada como o bioma brasileiro mais
critico no que se refere a conservagéo, sendo um dos mais ameacgados e alterados pela agédo antrépica, o

que coloca inimeras espécies em risco de extingaol2,

Considerando esse potencial como fonte de recursos terapéuticos e econdmicos, tornam-se cada vez mais
importantes, pesquisas voltadas a bioprospecgdo, com a correta identificacdo e comprovagdo das
propriedades medicinais das plantas nativas da Caatinga, além do estabelecimento de agbes voltadas a

sua domesticagao.

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), estabelecida pelo Governo Federal, por
meio do Ministério da Saudel® ressalta a importancia de trabalhos nesta area, como forma de garantir a
populacdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, além de
promover o uso sustentavel da biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria

nacional neste segmentol3l,
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Nesse contexto, objetivou-se, com este trabalho, identificar espécies nativas da Caatinga com potencial
medicinal a partir do conhecimento tradicional e iniciar estudos voltados a domesticagcao daquelas espécies
identificadas como potenciais para a produgao de fitomedicamentos.

Material e Método

Todas as atividades foram realizadas com autorizagbes de 6rgdos competentes que regulamentam
atividades cientificas no Brasil (Numero: 35849-4 MMA/ICMBIio/SISBIO; Numero: 35800-2
MMA/ICMBIio/SISBIO e Numero ADOF005 SISGEN).

A pesquisa, para o levantamento e a identificacdo das espécies nativas da Caatinga com potencial
medicinal iniciou-se em 2009, e foi realizada no Territério do Sertdo do Sao Francisco, nos estados de
Pernambuco (municipios de Cabrobd, Lagoa Grande, Oroco, Petrolina, Santa Maria da Boa Vista, Afranio
e Dormentes) e Bahia (municipios de Uaua, Campo Alegre de Lourdes, Canudos, Casa Nova, Curaga,
Juazeiro, Pildo Arcado, Remanso, Sento Sé e Sobradinho) (FIGURA 1). Esses municipios foram escolhidos
pela representatividade da populagdo na area rural e de agricultores familiares. Os resultados preliminares
dessa pesquisa foram reportados Kiill et al.l4l. Paralelamente, foram realizadas coletas em areas proximas

e pertencentes a Embrapa Semiarido.

A partir dessa etapa inicial, as pesquisas continuaram sendo desenvolvidas na Embrapa Semiarido e optou-
se por prosseguir as investigagcbes cientificas, somente para aquelas espécies aromaticas e produtoras de
Oleos essenciais. Apds essa selegdo, somente espécies com rendimento de 6leo essencial = 0,4-0,5 mL
foram selecionadas para a analise da composigdo quimica, testes de atividade antimicrobiana e ensaios

farmacoldgicos e estudos de propagacéo e cultivo.

FIGURA 1: Mapa de localizagdo dos municipios estudados no Territério do Sertdo do Sdo Francisco.
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Extracao do 6leo essencial e anadlise fitoquimica por GC-MS e CG-FID

A extracdo do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Semiarido. Foram
utilizadas folhas secas a temperatura de 40 £ 1°C por quatro dias em estufa de secagem com circulagédo de
ar forgada. O dleo essencial foi obtido através da hidrodestilagdo durante trés horas em aparelho do tipo

Clevenger e, posteriormente, foi separado da fase aquosa e mantido em freezer até sua utilizacdo.

As analises fitoquimicas dos 6leos essenciais foram realizadas no Laboratério Multiusuario da Embrapa
Agroindustria Tropical. As analises dos componentes dos 6leos essenciais foram realizadas utilizando CG-
MS/CG-DIC (GC-2010 Plus; GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap&o) equipado com um
amostrador automatico AOC-20i (Shimadzu). As separag¢des foram realizadas usando uma coluna capilar de
silica fundida Rtx®-5MS Restek (polissiloxano 5%-difenil-95%-dimetil) de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno
(d.i.), 0,25-mm de espessura de filme, em um fluxo constante de hélio (99,999%) com taxa de 1,2 ml min-'. Foi
utilizado um volume de injegéo de 0,5 uL (5 mg ml'), com uma razdo de split de 1:10. A programacao de
temperatura do forno utilizada foi a partir de 50°C (isoterma durante 1,5 min), com um aumento de 4°C/min, a

200°C, em seguida, a 10°C/min até 250°C, terminando com uma isoterma de 5 min a 250°C.

Os dados de CG-EM e CG-DIC foram simultaneamente adquiridos empregando um sistema de separagao
de detector; a razao de separagédo de escoamento foi de 4:1 (EM: FID). Um tubo restritor de 0,62 m x 0,15
milimetros d.i. (coluna capilar) foi usado para ligar o divisor para o detector do EM; um tubo restritor de 0,74
m x 0,22 mm d.i., foi usado para ligar o divisor para o detector do DIC. A temperatura do injetor foi de 250°C
e a temperatura da fonte de ions foi de 200°C. Os ions foram gerados a 70 eV; a uma velocidade de
varredura de 0,3 fragmentos (scans) s™' detectados no intervalo de 40-350 Da. A temperatura do DIC foi
ajustada para 250°C, e os suprimentos de gas para o DIC foram ar sintético, hidrogénio, hélio em taxas de
fluxo de 30, 300 e 30 ml min', respectivamente. A quantificagdo de cada constituinte foi estimada por
normalizagéo area do pico gerado no DIC-(%). As concentragdes dos compostos foram calculadas a partir

das areas dos picos de CG e foram dispostos por ordem de eluigdo do CG.

A identificagdo dos constituintes foi realizada com base na comparagdo dos indices de retengido da
literatura®. Para o indice de retengéo foi utilizando a equagéo de Van den Dool e Kratzl¥ em relagéo a uma
série homodloga de n-alcanos (nCe-nCis). Foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento WILEYS,
NIST107 e NIST21 que permite a comparagdo dos dados dos espectros com aqueles constantes das

bibliotecas utilizando um indice de similaridade de 80%.
Ensaio antimicrobiano

O ensaio antimicrobiano foi realizado no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade de

Ribeirao Preto.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi determinada através do teste da microdiluicdo em placas
contendo 96 pogos, segundo as normas do CLSI M7-A9 (2012) (bactérias), M27-A3 (2008) (levedura) e M38-
A2 (2008) (fungo filamentoso). Os ensaios foram conduzidos frente as linhagens Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404.

As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio BHI (Brain Infusion Heart- Himedia®), levedura em meio

Sabouraud Dextrose liquido (Himedia®) e fungo filamentoso em meio Sabouraud Dextrose liquido (Himedia®).
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A leitura foi realizada visualmente, apds periodo de incubacdo de 20 horas (bactérias), 24 horas (C.

albicans) e 48 horas (A. niger) a 35°C. A CIM foi determinada como sendo a menor concentragéo do 6leo

essencial capaz de impedir o crescimento dos microrganismos.

O 6leo essencial foi ensaiado em concentragéo inicial de 80 yL mL'. Como controles positivos utilizou-se

sulfato de Gentamicina (64 ug mL") e Anfotericina B (32 ug mL™").

Ensaios farmacolégicos

As metodologias utilizadas nos ensaios farmacolégicos relacionados as atividades: antioxidante,

antinociceptiva e neurofarmacoldgica foram reportadas anteriormente”9,

Estudos de propagacao e cultivo

As metodologias utilizadas nos estudos de propagacéo e cultivo foram descritast 13,

Resultados e Discussao

Descrigao de experiéncia

As informagdes apresentadas por Kill et al.l apontaram para 59 espécies medicinais nativas da Caatinga.

Desse total, 51 espécies foram submetidas & extracdo do 6leo essencial (TABELA 1), sendo que 13

apresentaram resultados positivos para o parametro de selegdo, rendimento = 0,4-0,5 mL (TABELA 2) e

foram selecionadas para a continuidade das pesquisas na Embrapa Semiarido.

TABELA 1: Plantas medicinais nativas da Caatinga usadas por agricultores no Territério do Sertdo do Sao Francisco.

Nome popular

Nome cientifico

Familia

Aroeira

Myracrodrun urundeuva Alleméao

Anacardiaceae

Amburana cearensis (Allemao)

Umburana de cheiro A.C.Sm. Fabaceae
Angico Anadenanthera macrocarpa (Vell.) Fabaceae
Brenan
Pau de rato/ Catingueira/catinga de Poincianella pyramldalls (Tul.) Fabaceae
porco L.P.Queiroz
Umburana de cambéao Commiphora fep tc?phloeos (Mart.) Burseraceae
J.B. Gillett
Pau ferro Libidibia férrea (Mart. ex Tul.) L. P. Fabaceae
Queiroz
Favela Cnidoscolus quercifolius Pohl Euphorbiaceae
Juazeiro Ziziphus joazeiro Mart. Rhamnaceae

Marmeleiro comum

Croton sonderianus Mull.Arg.

Euphorbiaceae

Marmeleiro preto

Croton sp.

Euphorbiaceae

Quebra-faca

Croton conduplicatus Kunth.

Euphorbiaceae

Umbuzeiro

Spondias tuberosa Arruda

Anacardiaceae

Alecrim do mato

Lippia grata Schauer

Verbenaceae
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Alecrim de mocd/lipia da serra

Lippia schaueriana Mart. ex Schauer

Verbenaceae
Ameixa da caatinga Ximenia americana L. Olacaceae
Jurema preta Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. Fabaceae
Jurema Mimosa sp. Fabaceae
Mulungu Erythrina velutina Willd. Fabaceae
Mandacaru Cereus jamacaru D.C. Cacteceae
Barauna Schinopsis brasiliensis Engl. Anacardiaceae
Papaconha I-(begffms)aé:f Violaceae
Pau d’arco Tabebuia sp. Bignoniaceae
Quixabeira Sideroxylon obtusifolium (Roem. &

Schult.) T.D.Penn.

Sapotaceae

Batata de purga

Operculina sp.

Convolvulaceae

Pau branco

Cordia oncocalix Allemao

Boraginaceae

Mororé

Bahuinia cheilanta (Bong.) Steud

Fabaceae

Moleque duro

Cordia leucocephala Moric.

Boraginaceae

Tabebuia aurea

Craibeira (Silva Manso) Benth. & Hook.f. ex Bignoniaceae
S.Moore
Farinha seca Albizia niopoides (Spruce ex Benth.) Fabaceae
Burkart
Pereiro Aspidosperma pyrifolium Mart. & Apocynaceae
Zucc.
Jatoba Hymenaea sp. Fabaceae
Carqueja Calliandra depauperata Benth Fabaceae
Angico de bezerro Piptadenia moniliformis Benth Fabacee
Unha de gato Mimosa sp. Fabaceae
Jacurutu Piptadenia sp. Benth. Fabaceae
Cardo santo Argemone mexicana L. Papaveraceae
Quina-quina Coutarea hexandra (Jacq.) K.Schum Rubiaceae
Candeia Eremanthus sp. Less. Asterceae
Mussambé

Cleome spinosa L.

Cleomaceae

Vassourinha de botao

Borreria verticillata G.F.W. Mayer.

Rubiaceae
Velame do campo Croton campestris A. St. -Hil. Euphorbiaceae
Velame Croton heliotropiifolius Kunth. Euphorbiaceae

Sete-cascas

Handroanthus spongiosus (Rizzini)

S.0.Grose Bignoniaceae
Canelinha Croton sp. Euphorbiaceae

Coronha Acaria sp. Miill Fabaceae
Pau branco

Auxemma oncocalyx Fr. All.

Boraginaceae
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Maracuja do mato Passiflora cincinnata Mast. Passifloraceae
Jurubeba Solanum paniculatum L. Solanaceae
Camara Lantana cdmara L. Verbenaceae
Mulatinha Croton sp. Euphorbiaceae
Tipi Petiveria alliacea L. Phytolaccaceae

TABELA 2: Plantas medicinais nativas da Caatinga produtoras de 6leos essenciais com rendimento = 0,4-0,5 mL.

Nome popular Rendimento de 6leo essencial (mL)
Aroeira 0,4-0,5
Umburana de cambao 0,4-0,5
Marmeleiro comum 0,8-1,0
Marmeleiro preto 2,0
Quebra-faca 0,8-1,0
Umbuzeiro 0,5
Alecrim do mato 3,0
Alecrim de mocé/lipia da serra 1,5-2,0
Velame do campo 0,4-0,5
Velame 0,5
Canelinha 0,8-1,0
Camara 0,5
Mulatinha 0,8-1,0

Até o momento, as pesquisas avangaram para cinco espécies. As andlises fitoquimicas para verificar os
componentes dos 6leos essenciais foram realizadas para Lippia grata Schauer (Verbenaceae)'l (FIGURA
2A;B) Lippia schaueriana Mart. ex Schauer (Verbenaceae)!8l Croton conduplicatus Kunth
(Euphorbiaceae)® Croton sonderianus Mull.Arg. (Euphorbiaceae)! e Croton campestris A.St.-Hil.
(Euphorbiaceae)!d. Os ensaios antimicrobianos foram realizados para L. grata e L. schaueriana, cujos
resultados sdo apresentados neste trabalho. A atividade antioxidante, o efeito antinociceptivo e o efeito
neurofarmacoldgico foram realizados para a espécie C. conduplicatus9. Os estudos de propagacgao foram
realizados com as espécies L. gratall®1314 (FIGURA 2C; 2D; 2E), L. schauerianal3, C. conduplicatus
(dados nao publicados), C. sonderianust® e C. campestrisl'® e as pesquisas relacionadas ao cultivo foram

estabelecidos com as espécies L. grata ' (FIGURA 2F; 2G) e C. campestris 13,

A espécie L. grata apresentou como componentes majoritarios o carvacrol (76,8+0,32%), seguido do timol
(6,98+0,36%) e p-cimeno (2,55+0,10%). No estudo realizado, foram identificados, cerca de, 97% dos

constituintes dos OEs, sendo a maioria (87%) representada por monoterpenostl,
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FIGURA 2: Processo de extragdo de 6leo essencial, propagacao vegetativa e cultivo da L. grata.

B s P =il v ) o

Legenda: FIGURA 2A;B: Oleo essencial de L. grata; FIGURA 2C: Propagagdo vegetativa de L. grata; FIGURA 2D:
Estacas subapicais de L. grata enraizadas em tubetes contendo vermiculita; FIGURA 2E: Detalhes das estacas de L.
grata enraizadas; FIGURA 2F: Cultivo de L. grata em fungdo da adubagdo organomineral e presenga de irrigagéo;
FIGURA 2G: Cultivo de L. grata em funcao de diferentes laminas de irrigagéo.

Em relagéo a atividade antimicrobiana do dleo essencial de L. grata frente aos microrganismos avaliados, os
resultados obtidos estdo sendo reportados pela primeira vez. A acgéo foi igual ou superior aos antibidticos
utilizados como referéncias para todos os patdgenos avaliados. Para E. coli e S. aureus, a menor
Concentragao Inibitéria Minima (CIM - uL mL™") foi de 0,625 yL mL-", enquanto, para o sulfato de gentamicina
foi de 0,5 uL mL"" para E. colie 8,0 yL mL™" para S. aureus. Em relagéo a C. albicans e A. niger, a menor CIM
também foi de 0,625 5 yL mL" em comparagéo a 4,0 uL mL-" de Anftericina B (TABELA 3).
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TABELA 3: Concentragéo Inibitéria Minima (CIM uL.mL™") do ¢leo essencial de Lippia grata frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus niger.

CIM (uL.mL™")
ebsnees ATgéc;;Z)ZZ S. aureus ATCC 6538 | & alb';c:z'; ATee | A nqg::oﬁch
Oleo essencial 0,625 a 0,625 a 0,625 a 0,625 a
Sulfato de gentamicina 0,500 a 8,000 b Nao ensaiado Nao ensaiado
Anftericina B Nao ensaiado Nao ensaiado 4,000 b 4,000 b

(Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knot - a 5% )

Para a espécie L. schaueriana, os resultados da composi¢do quimica do 6leo essencial também ja foram
reportadosl’®. Os compostos: 6xido de piperitona (49,60%), limoneno (16,69%), espatulenol (5,83%) e

piperitona (2,26%) foram registrados como os majoritarios para essa espéciel'sl.

Os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos também estdo sendo apresentados pela primeira vez.
Esses revelaram como CIM os valores de 2,5 e 5,0 yL mL™" para E. coli e E. aureus, quando comparados a
2,0 e 16,0 yL mL" ao Sulfato de gentamicina. Para C. albicans e A. niger, os resultados da CIM foram e
0,625 e 0,312 yL mL"" frente a 2,0 yL mL™" de Anftericina B (TABELA 4).

TABELA 4: Concentracéo Inibitéria Minima (CIM uL.mL™" ) do 6leo essencial de Lippia schaueriana frente a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Aspergillus niger.

CIM (uL.mL™)
Substancias
E. coli ATCC S. aureus ATCC i .
25922 6538 C. albicans ATCC 10231 | A. niger ATCC 16404
Oleo essencial 2,5a* 50 a 0,625 a 0,312 a
Sulfatg ?e 2,0a 16,000 b Nao ensaiado Nao ensaiado

gentamicina

Anftericina B Nao ensaiado Nao ensaiado 2,000 b 2,000 b

(Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knot - a 5%)

Quanto as espécies C. conduplicatus, C. sonderianus e C. campestris, os resultados da composi¢ao
quimica do o6leo essencial revelaram as substancias espatulenol, 1,8-cineol, biciclogermacreno, éxido de
cariofileno oxide, a-pineno, (E)-cariofileno, 4-terpineol, p-cimeno, D-germacreno D, limoneno, a-felandreno

como compostos majoritariosZ1517,

Para a espécie C. conduplicatus” também foram realizados testes com o 6leo essencial para verificagao

da atividade antioxidante e os possiveis mecanismos de agdo envolvidos nos efeitos

neurofarmacoldgicosl, além da atividade antinociceptival®l. Em relagdo ao potencial antioxidante, os
autores verificaram um efeito inibitério significativo do 6leo essencial da espécie sobre os radicais livres
ABTS, o que levou a conclusdo que o C. conduplicatus é uma fonte natural de antioxidantes e que suas

folhas podem agir como inibidores ou eliminadores de radicais livres.
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Quanto a atividade antinociceptiva e os efeitos neurofarmacoldgicos, os estudos revelaram a agéo do 6leo
essencial na redugdo do comportamento nociceptivo e mostraram seus efeitos sedativo e ansiolitico. Nesse
caso, os autores reportaram que o C. conduplicatus revelou-se como um analgésico natural e seu 6leo
essencial pode ser um produto natural multi-alvo, uma vez que apresenta efeito antinociceptivo, atividades

ansioliticas e sedativas(&.

Em relagéo as pesquisas voltadas a domesticagéo dessas espécies nativas identificadas como potenciais para
a produgdo de fitomedicamentos, os resultados obtidos foram bem interessantes. Ha décadas tem sido
amplamente reportado e discutido pela comunidade cientifica, a diversidade de fatores que exercem influéncia

direta na propagacéo vegetativa e produgéo de mudast®2!l, bem como no cultivo de plantas medicinais(2223],

Entre os fatores investigados, como época de coleta e tipo de estacas, substrato, e concentragao de auxina
sintética, foi possivel demostrar a diferenca na propagacdo entre as espécies e a discrepancia dos
resultados, mesmo considerando as espécies do mesmo género. A L. grata ndo apresentou dificuldades
para a produgdo de mudas quando sdo utilizadas estacas medianas ou subapicais, colocadas em
substratos comerciais como vermiculita expandida ou plantmax®. Para essa espécie, ndo ha necessidade

do uso de auxinas sintéticas para indugéo de raizes adventicias[913.14],

Quanto a espécie L. schaueriana, o primeiro estudo realizado mostrou que, apesar de ter ocorrido o
enraizamento de estacasl’?, outras pesquisas ainda devem ser realizadas a fim de melhor elucidar a
influéncia dos fatores enddgenos e exdgenos durante o seu processo de propagacdo assexuada,

principalmente no tocante as doses de auxina sintética para obtengédo de maior taxa de enraizamento.

As espécies C. conduplicatus, C. sonderianus e C. campestris também se comportaram de maneira
diferente em relagao aos fatores investigados no processo de propagacao vegetativa e produg¢édo de mudas.
A espécie C. conduplicatus ndo apresentou raiz em nenhuma das condigbes estudadas (dados ndo

publicados). Para as espécies C. campestris e C. sonderianus, houve o enraizamento das estacas'>1€l,

Além dos aspectos agronémicos é importante também ressaltar o aspecto quimico das plantas medicinais,
considerando que séo as substancias bioativas produzidas pelo metabolismo secundario das plantas que
determinam em grande parte o seu potencial terapéutico e consequentemente o sucesso da produgdo de
fitomedicamentos ou fitoterapicos, sendo relevante considerar que a intensidade ou diminuicdo dos

compostos de interesse medicinal € determinada durante o processo produtivo da planta.

Neste contexto, sabe-se que inumeros fatores influenciam na produgao desses principios ativos, como os
de ordem genética, que s&o transmitidos entre geracbes, além de fatores abidticos como: temperatura,
agua, luz, altitude, latitude, tipo de solo, local de plantio, época e horario de colheital2223, entre outros, os
quais devem ser ajustados de modo a garantir o maximo de integridade das propriedades medicinais que

essas espécies possuem.

Para o cultivo de L. grata no Submédio do Vale do Sao Francisco, os autores concluiram que a adubagao
organo-mineral e a irrigagao influenciaram a produgédo de biomassa e teor de dleo essencial, porém nao
afetaram a sua composigdo quimicall. Quanto a espécie C. campestris, houve diferengas no rendimento
e composi¢ao quimica do dleo essencial, quando foi cultivada em diferentes tratamentos para adubagéo

organomineral em condigdes de clima semiarido!3],
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Esta é a primeira vez que esta sendo relatada a atividade antimicrobiana do 6leo de L. grata frente a A.
niger e também de modo inédito a expressiva atividade antibacteriana do 6leo essencial dessa espécie na
ordem de 0,62 uL.mL"". Anteriormente, foi descrito a atividade bactericida moderada do oleo essencial desta
espécie com 54.4 % de carvacrol, 10.7% p-cymene e 1.8% de timol frente a E. coli e S. aureust?4e
resultados obtidos em outros trabalhos com dleo essencial de L. grata, rico em timol e carvacrol na
proporgao 2:1, mostraram que a concentragdo inibitéria minima (CIM) variou de 64-512 uL.mL™" frente a
linhagens resistentes de E. coli e S. aureus respectivamente, sendo que o 6leo extraido de folhas frescas

foi mais ativo do que o extraido de folhas secas!25.

Os resultados discrepantes reportados quanto a atividade antimicrobiana do éleo essencial de L. grata entre
os trabalhos avaliados e os apresentados no presente estudo, deve-se principalmente aos quimiotipos
estudados, além do local de procedéncia do material avaliado, uma vez que ha variagdes expressivas quanto
ao teor dos componentes majoritarios, bem como a proporgéo entre estas substancias. Outra raz&o pode estar
relacionada as amplas variagdes na presenga e quantidade dos compostos minoritarios que podem agir

sinergicamente com os majoritarios e, portanto, interferir diretamente na atividade antimicrobiana.

O género Lippia encontra-se entre os mais representativos da familia Verbenaceae e reune numerosas
espécies de ampla ocorréncia nos diferentes biomas do Brasil. L. grata € uma espécie aromatica,
considerada propria da vegetagédo do semiarido nordestino, utilizada de modo significativo pela populagéo
local com diversas finalidades, mas, principalmente medicinal28l, A composig¢éo dos seus 6leos essenciais
possui elevados teores de timol e carvacrol, que sdo compostos que apresentam significativa atividade

antimicrobiana, frente a diversos microrganismos de importancia agricola, médica e veterinarial2Z-31],

Como comentado anteriormente, esta também é a primeira vez que s&o apresentados resultados sobre o
potencial antimicrobiano do éleo essencial da L. schaueriana. Embora esta espécie seja uma fonte
promissora de matéria prima para a producao de fitomedicamentos ou fitoterapicos, até o momento, uma
Unica pesquisa foi realizada em relagdo a composigdo quimica do 6leo essenciall'®l e estudos preliminares

para a produgdo de mudast2,

Neste contexto, e, considerando o endemismo da espécie, a elucidagdo da composigado quimica do seu
Oleo essencial representa significativa contribuicdo para a comunidade cientifica, uma vez que esta
pesquisa podera servir de subsidio para outros estudos de diversas areas da ciéncia. A partir desses

resultados, estudos quimicos, agrondmicos e farmacéuticos poderao ser realizados.

Os compostos presentes em seu 6leo essencial, como o 6xido de piperitona e rotundifolona também sao
as substancias majoritarias do 6leo essencial de Mentha villosal®233, Em um acesso de M. rotundifolia, a
concentragdo de oOxido de piperitona no dleo essencial chegou a 80% [ e foi utilizado para definir
quimiotipos de M. pulegiumi8, Dentre diversos quimiotipos de menta ja relatados, alguns também
apresentam o oxido de piperitona como composto maijoritario do 6leo essencialf, Este composto é
potencialmente responsavel por efeitos cardiovasculares, agentes antibacterianos e antifungicos,
repelentes e retardadores da reprodugdo do vetor da malaria (Anopheles stephensi)®4. Além do efeito no
controle de protozodrios parasitas intestinais, também apresenta relevante atividade antimicrobiana,

fungicida e inseticida, o que Ihe confere interessante potencial para o controle alternativo de pragas2-39,
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Em relagao as espécies de Croton spp. estudadas até o momento, os compostos encontrados e reportados
neste relato de experiencia, corroboram com os resultados apresentados para outras diversas espécies do
génerol3841 A esses sdo atribuidos efeito antimicrobianod, gastroprotetor#344, antinociceptivol® e

broncodilatador#, dentre outros.

Informagbes sobre a acdo terapéutica, a quimica e a farmacologia do género foram compiladas e ficou
evidente sua diversidade quanto a sintese de metabdlitos secundarios como alcaldides, terpendides e
flavondides 241, Contudo, outras pesquisas nessas areas ainda sdo necessarias, devido a essa magnitude

e a complexidade dos metabolitos secundarios produzidos pelas plantas.

Conclusao

As informagdes e resultados apresentados neste relato de experiéncia, sobre algumas plantas medicinais
nativas da Caatinga, comprovam a importancia que esse bioma representa como fonte de novas moléculas
de interesse farmacéutico. A presenca de elevados teores dos compostos majoritarios com atividade

terapéutica nas espécies ja estudadas confirmam seu potencial para producéo de fitomedicamentos.

Todavia, os estudos ainda sao incipientes e permitem inferir sobre a necessidade de intensificar pesquisas,
principalmente na area agrondmica, a fim de elucidar de maneira mais precisa, a influéncia dos diversos

fatores na domesticagao dessas espécies silvestres.

A partir da comprovacgao cientifica do efeito terapéutico e do desenvolvimento de sistemas de cultivo e produgao
das plantas medicinais nativas da Caatinga, poder&o ser estabelecidas cadeias produtivas com maior agregagao
de valor a biodiversidade desse ecossistema, bem como atividades voltadas a produgao sustentavel. A geragédo

de emprego e renda pode ser citado entre os inUmeros beneficios inerentes a esse processo.
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Resumo

Nos processos de regulagéo das relagdes entre a sociedade, os sistemas socioculturais, natureza e o meio
ambiente, a gestdo de recursos naturais surge como sendo um elemento essencial. Nesta esteira, a perda
da diversidade bioldgica torna-se entdo um problema critico para a existéncia humana, devido ao fato que
a extingdo de espécies ¢ irreversivel representando a perda de um genoma que € Unico. Estudos para
conhecimento das espécies nativas com potencial terapéutico ganham grande relevancia. Nesta
abordagem encontram-se as pesquisas com extratos e 6leos essenciais de espécies nativas. Conhecer a
composigao quimica e possiveis atividades biologicas, relacionadas com os extratos e constituintes volateis
advindos de recursos naturais nativos, amplia a possibilidade de criagdo de protocolos de uso sustentavel
da biodiversidade. Neste artigo abordou-se a constituigdo da REBIFLORA — Rede de Bioprospecgao e
Inovagéo na Floresta Atlantica, sua atuagdo nos estados do Parana e Santa Catarina, visando contribuir
para o entendimento acerca da composicdo quimica e a atividade bioldgica, relacionadas as espécies
nativas e potencialidade de agregar valor aos produtos da biodiversidade.

Palavras-chave: Bioprospeccédo. Atividades bioldgicas. Desenvolvimento de produtos.

Abstract

In the processes of regulating the relationships between society, sociocultural systems, nature, and the
environment, natural resource management emerges as an essential element. In this vein, the loss of biological
diversity then becomes a critical problem for human existence, due to the fact that the extinction of species is
irreversible representing the loss of a genome that is unique. Studies for the knowledge of native species with
therapeutic potential gain great relevance. In this approach are the researches with extracts and essential oils
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of native species. Knowing the chemical composition and possible biological activities related to the extracts
and volatile constituents coming from native natural resources, expands the possibility of creating protocols for
the sustainable use of biodiversity. In this article we will address the constitution of REBIFLORA - Network of
Bioprospecting and Innovation in the Atlantic Forest, its activities in the states of Parana and Santa Catarina
aiming to contribute to the understanding about the chemical composition and biological activities related to

native species and the potential to add value to biodiversity products.

Keywords: Bioprospecting. Biological activities. Product development.

Introducgao

A biodiversidade tem sido reconhecida como um dos elementos centrais para o desenvolvimento e bem da
humanidade, sendo ainda imensamente responsavel pelo equilibrio ambiental. Ainda que apenas uma
parcela dos seus componentes tenha sido estudada e muitos dos seus beneficios ainda ndo sejam
totalmente conhecidos, valoriza-se cada vez mais a capacidade que a mesma tem de gerar beneficios
socioecondmicos, grande parte, devido ao seu potencial como matéria-prima para diferentes campos do

conhecimento, como o ramo farmacéutico e diversos setores da industriall.

Por outro lado, a area denominada desenvolvimento se apresenta em um estagio inicial como novo campo
interdisciplinar de pesquisas referentes ao meio ambiente. Debruga-se em torno do agravamento dos
conflitos ambientais e das questdes que envolvem as formas usuais de gestdo das relagbes entre a
sociedade e a natureza. Contudo, para que esse potencial possa ser adequadamente estudado se faz
necessario, garantir a manutencéo e disponibilidade destes recursos no meio em que estio inseridos. E,
portanto, fundamental a implementacdo de mecanismos de conservagao ambiental (entendida como uso
racional dos recursos, de modo que estes ndo corram riscos de extincdo) e novos modelos de

desenvolvimento sustentaveis tem atraido o olhar dos pesquisadores, instituicdes e governost!l,

Cavalcanti et al.l@ nos alerta para os desmandos advindos de um capitalismo insustentavel, no qual a
natureza é percebida como uma fornecedora de recursos e, ao mesmo tempo, como um esgoto de infinita
capacidade de absorgao de dejetos, ndo sendo compativel com os ciclos de materiais do ecossistema.
Afirma ainda, que ndo se pode ter sustentabilidade dessa forma e que um modelo sustentavel tem que se

basear em fluxos dentro da sociedade e ajustados juntamente aos ciclos naturais.

Vale ressaltar que, para sobreviver como um modo de produgdo, o capitalismo sofre processos de
acumulacgado e se expande continuamente, apropriando-se da natureza, transformando a mesma em meio
de produgédo de escala mundial e a relagdo do homem com a natureza passa a ser de valor de troca. E o
destino da natureza se da a partir do prego colocado nas etiquetas dos produtos comercializados. Marx
afirma que o crescimento econdmico se tornou uma necessidade social absoluta, tornando o dominio pela

natureza algo igualmente necessario, gerando a partir disso, a acumulagdo de capitalt2l.

Contudo, nos processos de regulagido das relagdes entre a sociedade, sistemas socioculturais, natureza e o
meio ambiente, a gestdo de recursos naturais surge como sendo um elemento essenciall¥l. Nesta esteira, a
perda da diversidade bioldgica torna-se entdo um problema critico para a existéncia humana, devido ao fato
que a extingao de espécies ¢€ irreversivel representando a perda de um genoma que € unico. Neste sentido, é

importante reconhecer que as ciéncias que tratam da biodiversidade sao prioritarias, independentemente da
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posicdo econdmica do pais. Assim, faz-se necessaria a formulagdo de estratégias de conservagao,
domesticacao e desenvolvimento de pesquisas com espécies nativas, no sentido de garantir que a pressao

sofrida pelo extrativismo seja substituida por uma gestdo agricola e manejo sustentavel®,

Mesmo diante da vasta biodiversidade existente no Brasil e mesmo tendo grande potencial para estudo e
conhecimento de novas possibilidades na questédo dos recursos genéticos, o pais ainda se posiciona como
exportador de matéria-prima. Por isso, é imprescindivel que a inovagao cientifica e tecnoldgica propicie
avangos, no sentido de agregar valor aos produtos da biodiversidade brasileira e, desta forma, fazer-se uso

destes ativos, garantindo a soberania e vanguarda de nossa nagéo.

Sabe-se que o mercado de fitoterdpicos tem aumentado cada vez mais, e as pesquisas referentes ao
uso de plantas na produgdo de medicamentos, composigdo quimica das espécies nativas e possiveis
atividades bioldgicas ainda precisam ser intensificadas para que essa riqueza de espécies se torne uma

fonte de oportunidadesf®l,

Diante desses fatos, estudos para conhecimento das espécies nativas com potencial terapéutico ganham
grande relevancia. Nesta abordagem encontram-se as pesquisas com extratos e dleos essenciais de
espécies nativas. Conhecer a composi¢do quimica e possiveis atividades biolégicas relacionadas com os
extratos e constituintes volateis advindos de recursos naturais nativos amplia a possibilidade de criagao de

protocolos de uso sustentavel da biodiversidade.

A nogado de desenvolvimento sustentavel representa uma alternativa ao conceito de crescimento
econdmico, indicando que, sem a natureza, nada pode ser produzido de forma sélida. Evidentemente, o
ponto preciso onde a economia se localizara depende de consideragdes morais atinentes aos interesses

de geragdes presentes e futurastd.

Neste artigo abordou-se a constituigdo da REBIFLORA — Rede de Bioprospecgao e Inovagédo na Floresta
Atlantica, sua atuagdo nos estados do Parana e Santa Catarina, visando contribuir para o entendimento
acerca da composicao quimica e as atividades biolégicas relacionadas as espécies nativas e potencialidade

de agregar valor aos produtos da biodiversidadel.
A Mata Atlantica

O Brasil é considerado um pais que abriga imensa diversidade bioldgica, possuindo extenso niumero de
espécies da fauna e flora. Dentro do seu territorio, o bioma Mata Atlantica é considerado um dos maiores
repositorios de biodiversidade do planeta, além de apresentar alto grau de endemismo®. Apesar da
acentuada destruicdo e exploracdo de seus recursos no inicio do século XVI, a Floresta Atlantica continua

sendo uma das mais ricas no quesito biodiversidade, jamais vistos em outros biomas[%,

Ocupava originalmente uma area correspondente a cerca de 12% do territdrio brasileiro. Embora, hoje, se
apresente com apenas cerca de 8% (de sua area original e de maneira fragmentada), esse bioma possui

grande importancia social e ambiental, além de preservar importante patriménio natural e culturalll,

Com elevada riqueza de espécies tanto de fauna, como flora, os altos niveis de exploragdo e com a pequena
parcela de floresta original ainda existente, o bioma Mata Atlantica foi incluido entre as areas prioritarias para

conservagao ambiental, que abriga imensa biodiversidade, estando a mesma ameagada em alto grau, a isto
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se denomina hotspot de biodiversidade!2. Diante da continua ocupagdo humana e sistematica destruicdo das

florestas, muitas espécies desapareceram de seus habitats originais antes mesmo de serem descobertas!™3l,

Considerando a grande biodiversidade e o potencial biolégico, econémico e social da Floresta Atlantica,
registra-se a necessidade de conservar a grande biodiversidade ainda existente. Levando em consideragéo
o valor das plantas medicinais ndo somente no uso terapéutico, mas, também, como recurso econdmico,
torna-se importante estabelecer linhas de ag&o voltadas para o desenvolvimento de técnicas de manejo ou
cultivo, tendo em vista a utilizagdo dessas espécies vegetais pelo homem aliada a manutengao do equilibrio

dos ecossistemas.
Bioprospeccédo e Uso de Recursos Naturais

A bioprospecgdo é definida, pela Medida Proviséria n°® 2.186-16 de 2001, como sendo a “atividade
exploratéria que visa identificar componente do patriménio genético e informagcéo sobre conhecimento

tradicional associado, com potencial uso comercial”l4],

Deanl® afirmou de maneira geral, que a bioprospecgdo € uma atividade entranhada na cultura brasileira.
Registros indicam que os indios utilizavam plantas para a construgdo de moradias e de canoas antes da
chegada dos portugueses, usavam ainda, outras plantas medicinais para alivio das doengas. Com a chegada

dos colonizadores portugueses, franceses e holandeses, as atividades de bioprospecgao se intensificaram.
Mamedel'd expds alguns pontos positivos de atrelar os conhecimentos tradicionais com a bioprospecgéo:

O descobrimento de substancia de origem vegetal com aproveitamento médicos e industriais; novas
aplicagbes para substancias ja utilizadas; estudo das drogas vegetais e seu efeito no desempenho
individual e coletivo dos usuarios frente a determinados estimulos culturais ou ambientais;
reconhecimento e a preservagdo de plantas potencialmente importantes em seus respectivos
ecossistemas; histérico do conhecimento tradicional e dos complexos sistemas de manejo e conservacao
dos recursos naturais dos povos tradicionais; agenciamento de programas para o desenvolvimento e
preservagao dos recursos naturais dos ecossistemas tropicais e a descoberta de importantes cultivares
manipulados tradicionalmente!>

Dentro dessa o6tica, a bioprospecgéo contribui para melhorar as capacidades nacionais, agregando valor
aos recursos para que sejam utilizados de maneira sustentavel. Gerando a oportunidade de conservar a
biodiversidade e preservar a sociobiodiversidade, além de promover o desenvolvimento dos paises que

detém tais recursos!€l,

Cabe ressaltar que, a partir do momento em que ocorrer a agregagao de um justo valor a biodiversidade,
proporcional a sua importante utilidade, desencadeara um maior apreco e incentivo a preservagédo da
mesma. E, considerando-se o valor que plantas como as medicinais apresentam, ndo apenas como recurso
terapéutico, mas também como fonte de recurso econdmico, torna-se importante estabelecer linhas de agéo
voltadas para o desenvolvimento de técnicas de manejo e cultivo, tendo em vista a utilizagdo dessas
espécies vegetais pelo homem, aliada a manuteng¢ao do equilibrio dos ecossistemas. Ainda com isso, ha a
possibilidade de propagagao e cultivo das espécies, para obtengdo de renda de familias que vivem em

regides rurais, por exemplol7l,

Diante do exposto, nota-se a importancia de estudos de bioprospeccao, para o desenvolvimento de novas
tecnologias. No entanto, existe também a preocupagdo com a exploragdo destes recursos sem o devido

conhecimento, acarretando em uma perda de biodiversidade. Por isso, torna-se importante destacar
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maneiras de gerar o desenvolvimento sustentavel em torno de medicamentos e novas tecnologias
provindas de espécies nativas, mantendo sempre o foco no ecodesenvolvimento e com niveis minimos de
degradacao da natureza, sabendo respeitar os limites de regeneragao natural, para que nao gere impactos

para a populagdo atual e futura.

Além da riqueza natural e dos conhecimentos advindos dos povos, o Brasil possui algumas vantagens,
como infraestrutura cientifica, dispondo de recursos humanos e instituicbes publicas de pesquisa com
grande potencial para realizar as atividades de bioprospecgao. Ainda, consiste em um grande mercado para
os produtos como os da industria farmacéutica e um importante ativo no comércio agricola mundial. Porém,
ainda que o pais apresente todas estas vantagens, os resultados de estudos de bioprospec¢éo sdo muito
singelos, ndo conseguindo atingir principios basicos como a exploragdo de recursos de uma maneira

soberana e sustentavel.

Acredita-se, portanto, que a bioprospecgcédo pode ser uma importante estratégia para o desenvolvimento
econdmico do Brasil. Isso porque o pais possui recursos naturais e uma megadiversidade que possibilita um
patriménio dos mais ricos do planeta quanto a oferta de materiais genéticos para estudos. Alguns destes
materiais, ja conhecidos por meio do conhecimento tradicional e cientifico, poderdo auxiliar no

desenvolvimento de produtos e de processos, trazendo ganhos em tempo e na redugéo significativa de custos.

Qutros setores também podem se desenvolver no pais se houver um modelo institucional bem estruturado,
pois a bioprospecgao abre um leque de oportunidades para varios setores da economia, desde a construgao
civil, na qual a biodiversidade serve de modelo para o desenvolvimento de novos materiais, até para o setor
de cosméticos e higiene pessoal, alimentagdo, bebidas, saude etc. O pais possui, para tanto, boa
infraestrutura de pesquisa com universidades de renome internacional, instituicbes de pesquisas publicas
nos mais diversos setores, recursos humanos qualificados e reconhecidos no cenario internacional,
desenvolvimento nas areas da biotecnologia, megabiodiversidade e sociobiodiversidade. No entanto, o pais
ainda ndo conseguiu criar competéncias para articular os agentes, para que as praticas de bioprospecc¢éo

se desenvolvam e tragam beneficios para a sociedade de um modo geral.

REBIFLORA - Rede de Bioprospecc¢ao e Inovagao na Floresta Atlantica

A Rede de Bioprospecgéo e Inovagao na Floresta Atlantica — REBIFLORA, constituida a partir do programa
de Pés-Graduagado do mestrado em Desenvolvimento Territorial Sustentavel da Universidade Federal do
Parana — Setor Litoral em 2014, tem como objetivo incrementar a pesquisa em quimica de produtos
naturais, interligando varias areas de conhecimento no intuito de se promover o fortalecimento da
competéncia cientifica e formar recursos humanos na regido, visando o uso sustentavel da biodiversidade
vegetal. Nessa perspectiva, sdo realizados estudos botanicos de bioprospecgdo e identificacdo das
espécies, atuando nos estudos quimicos, agrondmicos e farmacolégicos das espécies nativas da Floresta
Atlantica. A Rede de Bioprospecgédo e Inovagao na Floresta Atlantica tém parcerias cientificas, com
pesquisadores e instituicdes nacionais de destaque nas suas areas de atuagcdo bem como a qualificagdo

desses profissionais para o desenvolvimento do projeto REBIFLORA.

O marco do surgimento da Rede se deu na realizagdo em novembro de 2016 do | Férum de Pesquisas
Sobre Uso Sustentavel da Biodiversidade e Conservagao de Recursos Naturais. A proposta deste Forum

foi trazer para reflexdo dos estudantes, pesquisadores e comunidade, os aspectos conjunturais e analiticos
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que traduzam as inquietudes sobre o uso sustentavel da biodiversidade e a conservagédo dos recursos
naturais em articulagdo com o Desenvolvimento Territorial. Neste evento, contamos com a participagéo do
Professor Ulysses Paulino de Albuquerque — Pesquisador 1A do CNPq, colegas do ICMBio, Pesquisadores
de Universidades do sul do Brasil, estudantes e pods-graduandos, num total de 80 inscritos:

(http://www.ufpr.br/portalufpr/noticias/ufpr-litoral-promove-forum-sobre-uso-sustentavel-da-biodiversidade-

e-conservacao-de-recursos-naturais/).

A rede se estrutura a partir da articulagdo em 4 pilares: desenvolvimento rural; desenvolvimento cientifico
e tecnoldgico; articulagdo em rede e; desenvolvimento de produtos a partir da biodiversidade (FIGURA1).

FIGURAA1: Estrutura da Rede de Bioprospecgéo.
DESENVOLVIMENTO TERRITORIAL SUSTENTAVEL

DESENVOLVIMENTO

" DESENVOLVIMENTO
TECNOLOGICO BIGDNED:SIDA.DE
E RECURSOS
NATURAIS
BIOPROSPECCAO

AGREGANDO VALOR AOS
PRODUTOS DA ARTICULACAO E TRABALHO
BIODIVERSIDADE EM REDE DE PESQUISA

Na perspectiva de trabalho em rede, foram estabelecidas cooperac¢des tecno-cientificas nas 4 regides do
Brasil: regido norte — Amapéa — UNIFAP - Professor Caio Pinho Fernandes no desenvolvimento de materiais
nanoestruturados a partir da flora aromatica; Na regido nordeste com o Professor Henrique
DouglasCoutinho — URCA — Cariri — na avaliagéo de efeitos sinérgicos de dleos essenciais de espécies
nativas com antifungicos e antibidticos. Na regido Sudeste, contamos com colaboracdo da Professora
Roberta Piccoli da Universidade Federal de Lavras, na investigagcédo de atividade antimicrobiana aplicada
aos alimentos. Na regido Sul, colaboramos com a Prof.2 Michele Debiasi e com o Prof. Ricardo Andrade
Rebelo da FURB na investigacdo de agdo enzimatica de metabdlitos volateis, nominalmente,

anticolinestérica e alfa-glicosidase.

E importante destacar que, a constituicio da Rede esta fundada em fatores Socioeconémicos, Ambientais
e Cientificos da Pesquisa com Espécies Nativas: Econdmicos: desenvolvimento de novos produtos;
Cientificos: producéo de patente e de diversas publicagdes, contribuindo para o avango do conhecimento
na area. Formagéao de recursos humanos em niveis de iniciagao cientifica e mestrado, contribuindo para a
superacéao das desigualdades regionais em C&T no pais; Sociais: geracéo de trabalho e renda na industria

de 6leos essenciais e na agricultura familiar (cultivo da espécie selecionada, fornecendo matéria prima para

a industria); Ambientais: contribuicdo para a conservagédo de espécies através das técnicas de cultivo e
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propagacéo a serem estudadas e da valorizagdo pela comunidade, que tem nas espécies selecionadas

uma oportunidade de trabalho e melhoria das condigbes de vida (uso sustentavel de espécies nativas).

Neste sentido, empenhou-se em estudar espécies nativas da Floresta Atlantica do litoral Paranaense e de

Santa Catarina. Assim, conduziu-se trabalhos em:

e avaliagao do teor, composigdo quimica e diversidade dos 6leos essenciais das espécies nativas;

e avaliagdo dos efeitos da sazonalidade na producéo e diversidade quimica do 6leo essencial das
espécies;

e estudos de similaridade quimica das espécies;

e investigacdo do potencial biolégico do 6leo essencial das espécies por meio de métodos
qualitativos e quantitativos;

e testagem em casa de vegetacdo de métodos de propagacéo por estaquia das espécies com o uso
de diferentes concentragdes de fito regulador;

e desenvolvimento de um protocolo de reprodugédo de espécies potenciais para o cultivo tanto no

litoral Paranaense quanto em regides mais altas em Santa Catarina.

Para onde estamos indo?

Os desafios sdo muitos, mas motivados pelas parcerias estabelecidas e pela grande possibilidade de

geragao de tecnologia, renda e produgdo para agricultores, temos focado nossos esforgos em:

1. Mapear populagbes de plantas medicinais e aromaticas para caracterizagdo da diversidade
genotipica e fenotipica;

2. Estabelecer protocolos de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico da produgéo, processamento
e comercializagado de plantas medicinais, plantas aromaticas, bioativos e seus derivados;

3. Avaliar, selecionar e caracterizar plantas de alto valor e seus componentes para produtos primarios

de alto valor agregado para aplicagdes industriais.

Neste sentido, estabeleceu-se parceria com a Associagédo de Preservagdo do Meio Ambiente e da Vida -
APREMAVI. Essa associagdo conta com uma estrutura privilegiada a comecgar pelo centro ambiental
denominado Jardim das Florestas, localizado na comunidade de Alto Dona Luiza, em Atalanta (SC)
equipado com alojamentos, auditério e biblioteca, oferecendo um espaco privilegiado para desenvolver
atividades de educagéao e capacitagdo ambiental em contato direto com a natureza. O Viveiro Jardim das
Florestas € um dos maiores viveiros do sul do Brasil, o bergario é o carro-chefe de APREMAVI com
capacidade de produzir cerca de um milhdo de mudas por ano, de 200 espécies nativas diferentes da Mata
Atlantica. Além de ser autossuficiente na produgéo, o viveiro da APREMAVI é um centro tecnoldgico devido
a suas pesquisas, especialmente na produgéo de espécies nativas da Mata Atlantica, e devido ao sistema
Ellepot, implementado em 2019, quando o Viveiro foi expandido e modernizado. Proporcionando assim,
ganho de altura para as arvores, aumentando a sobrevivéncia das sementes sensiveis, e, facilitando o

plantio manual e mecanizado.

A ideia desta cadeia produtiva concentra-se na obtengédo de metabdlitos secundarios (MS), principalmente
éteres aromaticos e proteinas vegetais a partir de espécies nativas da Mata Atlantica do Parana e Santa

Catarina, que podem ser utilizados como aditivo alimentar, ragdo ou em cosméticos (FIGURA 2). O
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emprego de espécies vegetais nativas aumenta a diversidade de culturas cultivadas e, portanto, a
sustentabilidade da agricultura nesta regido, enquanto o acoplamento da producdo de MS e proteinas
aumenta a eficiéncia dos recursos e, portanto, reduz a demanda por terras cultivaveis.

FIGURA 2: Estrutura da cadeia produtiva.

FOMENTO DE UMA CADEIA PRODUTIVA

CULTIVO : TRANSFORMACAO

1. OLEOS ESSENCIAIS PARA A PROTEGAO DAS VIAS RESPIRATORIAS (SUPERIORES E INFERIORES). APLICAGAO
EM VAPORIZADORES. PODENDO SER CONSIDERADOS TAMBEM NA ASSEPSIA DE AMBIENTES E COMO
REPELENTES.

2. OLEOS ESSENCIAIS COMO COADJUVANTES/MODULADORES DE ANTIMICROBIANOS PARA USO TOPICO
(DERMATOLOGICO). TEMOS ALGUNS EXEMPLOS DE SUCESSO IN VITRO.

3. OLEOS ESSENCIAIS ENQUANTO PRODUTOS PRIMARIOS PARA O FORNECIMENTO DE COMPOSTOS DE VALOR
AGREGADO PARA A INDUSTRIA.

Além dos ganhos ambientais, os metabdlitos secundarios e as proteinas como aditivos de alto valor
proporcionam novas oportunidades de renda para os pequenos agricultores locais, com o cultivo destas
espécies vegetais nativas, ampliando sua area de negdcios e competitividade. Assim, os beneficios
econdmicos e sociais para os agricultores sdo combinados com ganhos ambientais. Os aditivos verdes de
espécies vegetais endégenas também atendem a demanda atual dos consumidores por produtos
sustentaveis e verdes que contenham substancias de origem natural de plantas cultivadas de forma

sustentavel, especialmente na industria de alimentos, racées e cosméticos.

Portanto, o consércio estabelecido avaliara o potencial de propagacédo e a variacdo sazonal do MS
selecionado e o conteudo protéico das espécies nativas do bioma da Mata Atlantica. A selegéo de cultivares
e a propagacdo das espécies vegetais potenciais serdo avaliadas e serdo fornecidas para pequenos
agricultores, permitindo ndo apenas a produgéo e o uso in natura dessas plantas nativas, mas também um
cultivo em larga escala utilizando sistemas agricolas modernos e de ultima geragdo. Isto fortalecera a
economia regional e local, subsidiando o desenvolvimento sustentavel da regido em um conceito de
Bioeconomia (FIGURA3).
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FIGURAZ3: Proposta de Arranjo Produtivo no Campo da Bioeconomia.

Criagdo de um Arranjo Produtivo Sustentavel no Campo da Bioeconomia

1. UFPR; 2. FURB; 3. UNIFAP; 4, URCA; 4. APREMAVI; 5. Vegetal Brasil; 6. Pequenos agricultores; 7. Instituigdes alemas
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Perspectivas

Diante do processo de fragmentagdo e destruicdo das florestas houve a diminuicdo dos padrdes da
biodiversidade, resultando em alteracbes do ecossistema e seus elementos. Dentre a imensa
biodiversidade do bioma e inimeras espécies vegetais podem-se destacar varias familias como Myrtaceae,
Lauracaeae e Piperaceael'8. Assim, pode-se considerar que estudos de composig&o quimica, rendimento
e atividades bioldgicas destas familias, podem fornecer subsidios importantes para o conhecimento de seu
potencial medicinal. O conhecimento das praticas de uso sustentavel propicia melhor aproveitamento das
espécies sem degradar o meio natural, promovem estratégias de desenvolvimento e contribuem para

preservagio da biodiversidade locall',

Diante do exposto, e, em funcdo da diversidade vegetal, ganha grande relevancia as pesquisas que
contemplem a associagéo entre o recurso genético disponivel na floresta e o uso sustentavel dos recursos
naturais. Contudo, faz-se necessaria a formulagédo de estratégias de conservagdo, e desenvolvimento de
pesquisas com espécies nativas, no sentido de garantir que a presséo sofrida pelo extrativismo seja
substituida por uma gestdo agricola e manejo sustentavel. Visando subsidiar produtores da agricultura
familiar possibilitando o surgimento de trabalho e renda a partir dos produtos agroflorestais, mas numa

perspectiva de desenvolvimento territorial sustentavel2d,

Pode-se afirmar que, a bioprospecc¢ao € uma forma de localizar, avaliar e explorar a diversidade biolégica
de forma sistematica e legal através de recursos genéticos e bioquimicos de valor comercial, através da
pesquisa cientifica e, também, pode contar com o conhecimento tradicional que os grupos humanos fazem
desta biodiversidade ao longo de varias geragdes. De fato, o alto Vale do Itajai em Santa Catarina e o Litoral
do Parand, imersos em uma area extensa de Mata Atlantica apresentam uma grande diversidade de plantas
com acdo biolégica ndo identificada e a bioprospeccado permite identificar fontes de novos compostos de

origem natural e como consequéncia gerar produtos com alto valor agregado.

Neste caminho, destacam-se os aminoacidos essenciais e proteinas ricas nestes aminoacidos essenciais que

sdo usados como aditivos em alimentos, ragdes e cosméticos que podem melhorar o valor nutricional e/ou
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exercer efeitos benéficos adicionais sobre a saude e o bem-estar. Atualmente, essas proteinas e aminoacidos
séo produzidos por fermentacdo microbiana em biorreatores, que consome muitos recursos e energia e que
s6 pode ser fornecida por poucas empresas internacionais, por monoculturas de soja para as quais as florestas
nativas sdo destruidas e que esta associada ao uso intensivo de fertilizantes e pesticidas, reduzindo ainda

mais a biodiversidade, ou por farinha de peixe que contribui para a pesca extensiva.

Conclusao

Assim, ao debrugar na domesticagéo e cultivo de espécies com pequenas populag¢des, pode-se conhecer
e aprofundar os estudos acerca da quantidade e composi¢cao dos metabdlitos secundarios de interesse.
Isto pode ser feito por estudos que envolvam a fertilizagado, colheita e fitopatologia. Para todas estas
atividades é necessario saber mais sobre a variabilidade dentro da espécie. Os resultados das avaliagdes
abrem a possibilidade de selecionar plantas com melhores caracteres. Estratégias de reproducéo salvaréo

estes gendtipos ou populagdes em conexao com técnicas de multiplicagdo adequadas.
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Abstract

This manuscript discusses the experience of the research group BIOPROS (Molecular Bioprospecting in the
Sustainable Use of Biodiversity) from the Federal University of Vigosa in the field of bioprospecting. We
describe our experience on the search for antitumor compounds from the collection of extracts of native tree
species from the Atlantic Forest biome. Presenting an interdisciplinary approach, integrating knowledge of
forestry engineering, bioinformatics and natural products chemistry, the bioprospecting research of the
BIOPROS group has innovated in the generation of pharmacochemical knowledge of native species of the
Atlantic Forest. For the composition of the extract library a total of 220 plant species distributed in 57
botanical families and 140 genera were identified. 196 extracts from 49 plant species were produced; all of
them evaluated for cytotoxic activity. By showing the process of obtaining a promising antitumor activity
withanolides compounds from Athenaea velutina, a species hitherto little known to science, this manuscript
shows our sequence of methodological steps used to unravel bioactive natural products from fragments of
Atlantic Forest. The research follows the premises of the Convention on Biological Diversity, regarding the

creation of strategies for the sustainable use of biodiversity.

Keywords: Extract Library. Pharmaceutical Bioprospecting. Atlantic Forest. Cytotoxic Activity. Athenaea

velutina. Withanolides.

Introduction

The Convention on Biological Diversity (CBD) established by the United Nations Conference on Environment
and Development (UNCED), held in Rio de Janeiro in June 1992, was an important milestone for the

international discussion on environment-related issuest!l. Ratified by Brazil in 1998, the CBD established
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measures for the identification, conservation, and sustainable use of biological diversity and its components.
In this context, research aimed to know the pharmacochemical properties of natural resources are strategic

to achieve the objectives of the CBD.

Biodiversity continues to be an important source of new bioactive compounds. The scientific field dedicated
to the search for biochemicals, genetic information, and related traditional knowledge from plants, animals,
or microorganisms, is known as molecular bioprospecting@. In the plant kingdom, different methodological
approaches are used to identify natural products, such as ethnopharmacology, chemosystematics,
molecular ecology, and computational toolstl. However, in order to maximize the pharmaceutical

bioprospecting, one of the most effective method is to build libraries of extracts from biodiversityl.

A prominent example of natural resource bioprospecting program was developed by the U.S. National
Cancer Institute (NCI-USA), and led to the discovery of important anticancer drugs, such as taxanes and
camptothecinst®. The NCI program also served as a model to other prospecting groups, which resulted in
the discovery of potential lead molecules as demonstrated in the works of Fouche et al.l¥l, Eisenberg et al.[7,
He et al.l®l, and thousands of others. In Brazil, public universities and research centers have been also
screening plants, fungi and marine organisms extracts against tumor cells, pathogenic bacteria, and

neglected diseases[22,

The large biodiversity found in the Brazilian biomes and ecosystems represents an immense repository of little-
known species and its biochemical compounds with high bioactive potential3l. To highlight, the Atlantic Forest
alone hosts about 20,000 plant species, most of them are endemicl’l, The anesthetic coadjuvant Atracurium
and the hypertensive Captopril are examples of success medicines derived from lead molecules isolated from
Brazilian organismsl'3, However, the release of competitive bioproducts from substances extracted from
Brazilian biodiversity is just a promise for the bioeconomy. Among scientists, it is consensus that this scenario

could be changed by a cooperative program between research centers, government, and industriest®l,

The Molecular Bioprospecting in the Sustainable Use of Biodiversity group (BIOPROS; www.biopros.ufv.br),

has been producing extracts from the Atlantic Forest species for many years (BIOPROS Extracts Library).
In addition, a computerized platform named MAPA integrates phytochemical and geographic information
from the sampled species. Each plant specimen receives ID MAPA number, which is highlighted in stainless
steel plates to be fixed in the trees and finally guide the access to genetic heritage through a random strategy.
In the laboratory, plant material is processed to extract secondary metabolites by maceration process using
solvents with different polarities. The BIOPROS Extract Library have been tested against cancer cell lines
by the MTT assay.

Herein, we describe our experience on building the BIOPROS Extract Library in order to prospect new cytotoxic
extracts and related compounds. Preliminary results are disclosed reporting the antitumor activity of Athenaea

velutina (Sendtn.) D’Arcy (Solanaceae), an endemic Brazilian shrub source of withanolide compounds.

We describe our experience on the search for antitumor compounds from the collection of extracts of native
tree species from the Atlantic Forest biome. To: inventory a fragment of Atlantic Forest (Mata do Paraiso,
Federal University of Vicosa); develop the computerized MAPA platform; fix the ID MAPA plates code on
the trees; access leaves and twigs by random strategy; perform plant material extraction; screen extracts

against cancer cells; identify natural products responsible for cytotoxic activity.
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Materials and Methods

Plant species inventory

We inventoried trees in a fragment of Atlantic Forest known as Mata do Paraiso; a 400 hectares semi-
deciduous forest that conserves several native fauna and flora species and belong to Federal University of
Vigosa/UFVI, All inventoried trees were marked and georeferenced by GPS (Global Positioning System).
These trees represent the BIOPROS Extract Library in situ collection. The voucher specimens were
identified (FIGURE 1) by specialists and deposited in the VIC Herbarium of UFV, Vigosa, Minas Gerais,
Brazil. Species names and botanical families were checked against the database of Brazilian Flora 2020
Project list speciesl'8l.

FIGURE 1: Herborization process for making exsiccates deposited in the VIC herbarium of the Federal University of Vigosa.

5 s <
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Store in herbarium Exsiccate confection

MAPA Platform

The MAPA computerized platform is software that integrates chemical-pharmaceutical information with
geographic location of inventoried plant species of BIOPROS Extract Library in situ collection. A unique
identification number (ID MAPA) is generated for each specimen taking into consideration the family, genus
and species, and following the criteria: a) the first three numbers refer to the family, b) the next three numbers
inform the genus, and c) the last three numbers indicate the species. The generated ID MAPAs were
highlighted in stainless steel plates and fixed to the trees from Mata do Paraiso forest (FIGURE 2a).

Access to biodiversity and plant material processing

Access to the plant material was authorized by the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPg/number 010134/2014-0), and was always performed using a random strategy. Leaves
and twigs were collected with a tree pruner and stored in plastic bags previously identified with the ID MAPA
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number. In the lab, the plant materials were cleaned, dried in plant dehydrator (40°C), and grinded in hammer
mill (FIGURE 2b).

Plant extract production

We used the methodology of plant extracts production adopted by the Natural Products Drug Discovery of
U.S. National Cancer Institute'®], adapted to our laboratory. Two extracts were sequentially produced from
leaves and twigs of each plant specimen using organic solvent (equivalent mixture of dichloromethane and
methanol) and distillated water. The organic liquid extract was drained and concentrated in rotary evaporator
to obtain the organic extract. The remaining plant material was re-extracted with distillated water, which is
lyophilized resulting in the dry aqueous extract (FIGURE 2b).

FIGURE 2: BIOPROS methodology used to search cytotoxic extracts from Atlantic Forest.
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Legend: (a) The MAPA platform stores phytochemical and geographic information about the species identified in the Mata
do Paraiso. This software also generates the ID MAPA code, which is fixed in the trees to guide the plant access. (b) The
plant material is processed and sequentially extracted with dichloromethane/methanol (1:1) and distillated water. (c) The
BIOPROS Extracts Library is screened in cancer cell lines.
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In vitro cytotoxic test

The cancer cells were grown in culture RPMI medium and maintained in humidified CO2 (5%) incubator at
37°C. For the assays, the cells were plated in 96-well microplate. The extracts were dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO) and tested at 100 ug/mL. The cytotoxic activity of the extracts was measured by
spectrometric absorbance of the formazan reagent (MTT assay) (FIGURE 2c). The extracts that reduced the
growth of cancer cell lines by 70% (Glzo) or more were tested at eight serial dilution concentrations in the range
from 200-1.562 pg/mL to determine the ICso (the concentration of the extract that inhibits 50% of cell growth).

Description of the experience

We developed a methodology to bioprospect hundreds of extracts including plant species inventory, rational

access to plant material in the forest, extracts manufacturing, and cytotoxic screening.

Via plant inventory, 220 native species distributed in 57 botanical families and 140 genera were identified in
the Mata do Paraiso. Nowadays, the BIOPROS Extract Library in situ collection is represented by 282
individuals (FIGURE 3).

The dichloromethane-methanol (1:1) solvent optimizes the yield of extracts; the time consumed to extraction
was reduced draining the solvents once (the extraction time for each type of chemical solvent is 15 h); the
reuse of the dichloromethane-methanol solvents (distillated in rotary evaporator) reduced the costs with
chemical reagents; the aqueous extracts from leaves and twigs had lower yields and higher time consumption
due the lyophilization. The average yield of extracts obtained for each extraction solvent for different parts of
the plants, are shown in TABLE 1. Furthermore, the use of different solvents produces extracts containing a
representation of all molecules found in the specimen?; since that organic solvent removes nonpolar and

intermediate polar compounds, while water extract contains substances with high polarity.

FIGURE 3: Map of georeferenced trees (in situ collection) from the BIOPROS Extracts Library at the Mata do Paraiso forest.
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Table 1: Overall average yield (%) and cytotoxic activity (%) of the BIOPROS Extract Library.

Almeida, Leite, Simao e Silva

Plant Material Leaves Twigs
Extract CH,Cl,/MeOH (1:1) Aqueous CH,Cl,/MeOH (1:1) Aqueous
Yield (%) 6.4% 3.3% 3.3% 2.8%
Cytotoxic (%) 2.5% 1.0% 1.5% 0%

CH,ClI,: dichloromethane; MeOH: metanol

We produced 196 extracts from 49 plant species in one year. During a week, for instance, using two
maceration equipment, it was possible to produce up to 32 extracts. The cytotoxic assay was also optimized.
In each 96-well microplate, 31 extracts and the controls could be tested in triplicate. Our preliminary results
reported the cytotoxicity of Tabernaemontana hystrix, Vernonanthura polyanthes, Croton celtidifolius,
Maclura tinctoria, Syzygium jambos, Casearia sylvestris and Acnistus arborescens. Therefore, a hit rate of
14% was obtained based on the number of plant species with cytotoxic activity amongst the 49 investigated
species. Overall, the dichloromethane-methanol extracts of leaves were the most cytotoxic followed by the

extracts of twigs using the same mixture of solvents (TABLE 1).

However, as main results, we disclosed for the first time the cytotoxic potential of Athenaea velutina, an
endemic plant species from Brazilian Atlantic Forest2d. Further studies showed that A. velutina extract inhibited
in vitro cells adhesion, invasion, migration and colony formation. A pharmaceutical formulation containing this

extract effectively reduced the metastatic lung black nodules of melanoma B16F10-bearing micet™l.

The antitumor effect of A. velutina was attributed to the presence of withanolides , a group of steroidal
compounds that occur as natural products built in an ergostane skeleton, which are appropriately oxidized
to form a lactone ring. Among the withanolides identified in A. velutina, we highlight aurelianolide A,
aurelianolide B and withanolide A (FIGURE 4). These compounds induced cancer cell death by apoptosis

and promoted cell cycle arres ti21,

FIGURE 4: Withanolides identified from A. velutina leaves. The both aurelianolides A and B were previously isolated in
Athenaea fasciculatel?2.

OH
Aurelianolide B

Aurelianolide A

Withanolide A

Results and Discussion

The Convention on Biological Diversity, which is an international agreement that recognizes the sovereign
rights of States over their natural resources, gave new dimension for molecular bioprospecting with clearer
rules for the sustainable use, conservation, and equitable sharing of benefits derived from biodiversity™. It
also provided an institutional framework for the promotion of scientific studies of biodiversity between

developing countries — high biodiversity holders —, and industrialized nations. Thus, the development of
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methodologies for the rational investigation and use of bioactive natural products support the conservation

of natural resources(23],

A bioprospecting program based on the sustainable use of life biodiversity is paramount to developing
countries such as Brazil, not only to reap economic benefits but also to promote the protection and
conservation of biodiversity in accordance with the CBD's guidelines. To reach this purpose,
bioprospecting technologies must be developed in order to increase the knowledge about the diversity of
life, which could be employed for the identification and use of new biotechnological valuable products to
mankindl213181 |t is the aim of the BIOPROS group that has been implemented a large-scale project to
produce and test extracts from the Atlantic Forest trees, where species are still rarely studied for their
biological activity. The BIOPROS Extract Library is also screened in other biological targets such as

antibacteriall225, Anticholinesterase inhibitorl28], Insecticidal2d, and phytonematode control(2l,

Our molecular bioprospecting approach relies on the accuracy of scientific data on the taxonomic information
and localization of organism sources using GPS dates. The traceability of the trees in the forest and the labeled
ID MAPA plates is the great feature of our extract library, whereas this enables the supply of more plant material
from the same individual, reducing metabolic variations due to edaphoclimatic conditions. In addition, the
pharmacological information about the species available in the MAPA database guide the phytochemical
studies. An efficient method of extract manufacturing and cytotoxic screening was standardized by us leading
to the identification of species with potential pharmacochemical use. Our major discovery was to report the
unpublished cytotoxic activity of Athenaea velutina. Other studies have been conducted with A. velutina leading

novel withanolides isolated and toxicological safety proven (unpublished data).

Conclusion

In conclusion, pharmaceutical bioprospecting in plant extracts from the Brazilian Atlantic Forest can be an
important factor for the conservation and sustainable use of biodiversity, following the guidelines of the
Convention on Biological Diversity. Furthermore, it can contribute to increasing the therapeutic arsenal,

aiming at the development of new drugs.
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Resumo

A bioprospecgé@o é uma das formas de extrair valor econémico da biodiversidade brasileira, abrangendo
principalmente a industria farmacéutica. O cancer € uma das principais causas de mortalidade no mundo e
64,9% das drogas anticancer, aprovadas de 1946 a 2019, sdo de origem natural. A familia Clusiaceae
possui varios metabdlitos secundarios bioativos, destacando-se a agédo antineoplasica de espécies dos
géneros Garcinia e Clusia. O objetivo deste trabalho foi realizar uma breve revisédo da atividade anticancer
dos géneros Clusia e Garcinia, pertencentes a familia Clusiaceae. A pesquisa bibliografica foi realizada no
periodo de 2000 até 2021, nas bases de dados Scifinder, PubMed, Scopus e Web of Science. Foram
selecionados os estudos in vitro e in vivo dos dois géneros, sobre a atividade anticAncer de algumas das
substancias isoladas mais representativas, e os mecanismos de agédo envolvidos. Foram excluidas as
duplicatas ou os dados considerados questionaveis ou insuficientes. Essa revisdo reforga a importancia da
bioprospecgéo de moléculas anticancer da familia Clusiaceae, que poderia contribuir para a descoberta de

farmacos de origem natural, visando o desenvolvimento tecnoldgico sustentavel brasileiro.

Palavras-chave: Bioprospeccéo. Clusiaceae. Clusia studartiana. Cancer. Garcinia.

Abstract

Bioprospecting is a way to extract economic value from Brazilian biodiversity, comprising mainly the
pharmaceutical industry. Cancer is one of the main causes of mortality in the world and 64.9% of anticancer
drugs approved from 1946 to 2019 were extracted from natural sources. The Clusiaceae family has several
bioactive secondary metabolites, highlighting the antineoplastic action of species from the genera Garcinia
and Clusia. The objective of this work was to carry out a brief review on anticancer activity of the Clusia and
Garcinia genera, belonging to the Clusiaceae family. The bibliographic search was carried out from 2000 to
2021, in the Scifinder, Pubmed, Scopus and Web of Science databases. In vitro and in vivo studies of both
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genera were selected, on anticancer activity of some of the most representative isolated substances, and
the action mechanisms involved. Duplicates, questionable or insufficient data were excluded. This review
reinforces the importance of bioprospecting anticancer molecules from the Clusiaceae family, which could

contribute to drug discovery from natural sources and a sustainable technological development in Brazil.

Keywords: Bioprospecting. Clusiaceae. Clusia studartiana. Cancer. Garcinia.

Introducgao

Biodiversidade, bioprospeccgao e cancer

O Brasil abrange mais de 8,5 milhdes de quilémetros quadrados, sendo efetivamente o quinto maior pais
do mundo em extensao, contendo a maior floresta tropical, extensas planicies e areas montanhosas. Possui
uma grande diversidade de flora e fauna, devido & existéncia de habitats muito diferentes e peculiarestl. E
0 pais com a maior diversidade genética vegetal do planeta, com 115.333 espécies de animais e 47.754
espécies de plantas e fungos, sendo 32.292 angiospermas!2. A biodiversidade brasileira foi a responsavel
por descobertas de substancias que conduziram a inovagdes no tratamento de doengas no Brasil e no

mundo, mas apesar disso, seus recursos biolégicos ainda nao foram muito exploradost.

A bioprospecgéo é a busca sistematica por organismos, genes, enzimas, substancias, processos e partes
provenientes de seres vivos em geral, sendo uma das formas de extrair um valor econémico da
biodiversidade. Essa estratégia, eventualmente, pode levar ao desenvolvimento de um produto com
importante significado para a humanidade. A bioprospec¢éo abrange muitos setores como a agricultura, a
biotecnologia, a industria farmacéutica e de cosméticos e a saude, entre outrosE!. A industria farmacéutica,
relacionada a saude e ao bem-estar, se destaca movimentando U$1,3 trilhdo em 2019, e devendo
ultrapassar U$1,5 trilhdo até 20234, Neste setor, produtos naturais constituem 51,15% das moléculas
aprovadas como farmacos, no periodo de 01/01/1981 a 30/09/2020, considerando-se sob essa
classificagdo também os derivados de produtos naturais. Portanto, estes continuam a ser uma fonte de
grande importancia, apesar do numero muito reduzido de programas da industria farmacéutica para a

descoberta de medicamentost.

Entre as varias doencas existentes, o cancer é considerado uma das principais causas de mortalidade. Em
2018, foram descritos 17 milhdes de novos casos e 9,5 milhdes de mortes causadas por cancer no mundo.
Estima-se que a incidéncia de cancer crescera até alcangar 27,5 milhdes de novos casos e 16,3 milhdes
de mortes até 2040, devido ao crescimento e envelhecimento da populagdo. Dessa forma, o cancer continua

sendo um grave e critico problema de satde publica mundiall.,

As pesquisas realizadas, na area de agentes anticancer, mostraram uma grande contribuicdo de
substancias de origem natural. De 1946 a 1980 foram aprovadas 74 substancias com atividade anticancer
e de janeiro de 1981 até setembro de 2019 foram aprovadas 185. Do total de 259 substancias, 168 (64,9%)

s3o originarias ou derivadas de produtos naturais I,
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Perfil fitoquimico de Clusiaceae — géneros Garcinia e Clusia

A familia Clusiaceae € uma fonte importante de metabdlitos secundarios, tais como: antraquinonas,
antronas, benzofenonas, cumarinas, flavonoides, xantomas e triterpenos de diversos tipos. Varias
espécies desta familia possuem atividades: anti-inflamatéria, antiinfecgdo e anticancer, antinociceptivos,

antioxidantes, antidiabética, antimicrobial, hepatoprotetora entre outras atividades farmacolégicas®1,

Esta familia possui aproximadamente 15 géneros e 800 espécies, distribuidas nas regides tropicais, de
acordo com o mapa (FIGURA 1)1, sendo representadas por arbustos, arvores e algumas espécies s&o

hemiepifitas. No Brasil ocorrem 12 géneros e 147 espécies de Clusiaceael'3l.

FIGURA 1: Mapa de distribuicdo mundial da familia Clusiaceae.

Fonte: Stevens PF, 2001 (121,

O género Garcinia possui aproximadamente 240 espéciesli213 distribuidas no sudeste da Asia (Ex: G.
cambogia, G. dulcis e G. mangostana), na india (Ex: G. indica), na Africa (Ex: G. kola) e na América do Sul
(Ex: G. humilis e G. brasiliensis)!4. Em geral, os frutos das espécies deste género sdo comestiveis e usados
na agricultura. As suas sementes sao utilizadas na produgéo de corantes ou 6leos, como antioxidantes ou

no tratamento de varias doengas como hiperglicemia, diabetes e cancer'5-18],

Existem varias classes de substancias nas espécies de Garcinia, tais como: xantonas!'¥, procianidinas2%,
bisflavondides2l e floroglucinois22. As espécies desse género apresentam uma grande variedade de

atividades farmacoldgicas, destacando-se a atividade anticancer®11.18.22],

Na China, a resina gamboge, extraida de espécies de Garcinia é rica em xantonas, e usada em formulacées
orais e injetaveis para o tratamento de carcinoma de mama e linfoma maligno23l. Estas xantonas tém
despertado muito interesse por sua atividade citotdxica, em varias linhagens de células tumorais, mesmo
em baixas concentragdes. Além disso, frequentemente estas substancias ndo possuem resisténcia a
multiplas drogas (MDR), uma propriedade importante para os quimioterapicos(24l. Por estes motivos, estas

substancias sdo consideradas promissores agentes anticancer, sendo citados alguns exemplos abaixo.

Dez xantonas foram isoladas dos caules de Garcinia schomburgkiana. Trés destas xantonas mostraram
citotoxicidade contra quatro linhagens tumorais (KB, HeLa S3, MCF-7 e Hep G2), com valores de I1Cs0 na
faixa de 0,18-9,95 yM23],
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O garcinol, uma benzofenona poliisoprenilada, é isolado dos frutos de Garcinia indica e possui propriedades
anticancer, envolvendo diferentes alvos, demonstrada por muitos estudos in vitro e in vivol28l. Estudos
recentes indicam o garcinol € um inibidor de histona acetiltransferases (HAT) e desregulador de microRNA
(miRNA), que atuam no desenvolvimento e progressao de varios tipos de cancer. Esta agdo moduladora

de HAT e miRNA indica um potencial epigenéticol2Z,

QOutro género da familia Clusiaceae, que também é muito estudado, é o género Clusia, que compreende
cerca de 300 a 400 espécies, com distribuicdo neotropical e altamente diversificada na América Central e
do Sull2l. A distribuigdo total deste género estende-se ao norte e ao sul dos tropicos e o Brasil possui

aproximadamente cerca de 70 espécies(28.

O perfil quimico das espécies de Clusia é representado pela presenga de benzofenonas polipreniladas2®
311, xantonas®3, bifenilas2®, flavonoides43 e triterpenoides®tl. Este género é considerado uma das
principais fontes de benzofenonas em Angiospermas2¥, sendo considerado marcador quimico do género
Clusial®%. A atividade anticancer em Clusia rosa foi atribuida a presenca destas benzofenonas
polipreniladas, tendo como alvo a enzima topoisomerasel?”l. Outros estudos sobre a atividade anticancer

das espécies de Clusia ja foram descritos2842 e serdo detalhados e mostrados nesta reviséo.

Os estudos descritos na literatura sobre a ag&o anticancer das espécies dos géneros Clusia e Garcinia,
realizados em modelos experimentais in vitro e in vivo, validam a importancia da realizagdo de pesquisas
sobre metabdlitos secundarios bioativos nestas espécies, visando o desenvolvimento de medicamentos

com atividade anticancer.

O objetivo deste trabalho foi realizar uma breve revisdo da atividade anticAncer dos géneros Clusia e

Garcinia, pertencentes a familia Clusiaceae.

Material e Método

A pesquisa bibliografica foi realizada, no periodo de 2000 até 2021, nas bases de dados Scifinder, PubMed,
Scopus e Web of Science. Foram selecionados os estudos sobre a atividade anticancer in vitro e in vivo de
algumas das substancias mais representativas destes géneros e os mecanismos envolvidos. Foram

excluidas as duplicatas ou os dados que foram considerados questionaveis ou insuficientes.

Resultados e Discussao

Atividade anticancer do género Garcinia

Os frutos de G. mangostana (mangostédo), G. xanthochymus e G. cambogia sao utilizados pelos povos do
leste asiatico como alimento ou controle da obesidade. Na india, os extratos de G. xanthochymus e G.
cambogia séo usados para intensificar o sabor do curry e o extrato de G. cambogia é também usado como

antisséptico para preservar os alimentos!43-43],

O principal constituinte do mangostao € a a-mangostin, que possui agdo anticancer e quimiopreventiva, agindo

nos trés diferentes estagios da carcinogénese, que s&o denominados como iniciag&o, promog&o e progressaoldl,
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A acgdo quimiopreventiva de substancias esta ligada a etapa de iniciagdo do cancer que envolve a inibigdo
das enzimas da fase | (pertencentes ao citocromo P450/superfamilia CYP), responsaveis pela ativagdo dos
carcinégenos e posteriormente a indugdo das enzimas da fase Il (Ex: glutationa-S-transferase), que
conjugam os carcindgenos com ligantes endogenos, para promover a sua eliminagdoZ. De fato, foi
observado que a-mangostin inibiu o surgimento de lesdes pré-neoplasicas, induzidas por 7,12
dimetilbenzantraceno (DMBA), em ensaio de cultura ex vivo de células de mama de camundongo. Uma vez
que a ativagdo por DMBA requer a presenga das enzimas da fase | (CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1),

possivelmente este fato deve estar ligado a inibigdo destas enzimas na fase de iniciagdo do cancert8l,

Corroborando esta hipétese, o tratamento realizado com a a-mangostina em células de cancer de mama,
do tipo SK-BR-3, provocou a inibigdo da aromatase (CYP-19) nestas células, de forma dose-dependente.
A linhagem SK-BR-3 possui altos niveis de aromatase (CYP-19), que é uma enzima limitante da taxa na
biossintese de estrogénio. Como o estrogénio desempenha um papel vital no desenvolvimento e
progressao do cancer de mama responsivo a horménios, o efeito supressor de a-mangostina na aromatase

indica seu potencial como agente quimiopreventivo na carcinogénese mamarial49,

A geracéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de espécies reativas de nitrogénio (ERN) pode ocorrer
por vias enddgenas e exdgenas tais como: os processos inflamatérios, a irradiagéo UV, a cadeia respiratoria
mitocondrial, a peroxidagao lipidica, e os poluentes ambientais®d. Em condigdes normais, as células
mantém o balangco de ERO/ERN em niveis adequados, pela agao de antioxidantes enzimaticos como SOD,
CAT e GPx, assim como através de antioxidantes ndo enzimaticos, como GSH e acido uricol®l. Quando
ocorrem perturbagdes neste equilibrio, as defesas celulares ficam sobrecarregadas e a célula sofre
modificagbes oxidativas de carboidratos e proteinas, cortes de fita de DNA e peroxidagao lipidica, podendo
gerar o cancer. Comprovou-se que a-mangostin apresentou um efeito de protecdo em processos que
envolviam estresse oxidativo®2-5%, e que os mecanismos envolvidos incluiam a eliminag&o de radicais livres,
a modulagéo de enzimas ligadas ao estresse oxidativo e a atenuagéo do processo inflamatério, bloqueando

o cancer, ainda na sua etapa iniciall“®l,

Na fase de promogado do cancer, as células com disfungdo no controle de proliferagdo celular e das
proteinas reguladoras de apoptose podem originar um nucleo de células pré-neoplasicas. Estudos
realizados com a-mangostin mostraram que esta substancia foi capaz de atuar, em concentracdes
micromolares, nesta fase do cancer. O mecanismo de atuagdo desta substancia ocorre através da
modulag&o dos principais mediadores do ciclo celular, gerando apoptose, por bloqueio na transi¢gdo G1/S,
resultando na interrupg&o no ciclo celular na fase G1 em: cancer de préstatal®8l, melanomal®d, cancer de
mamal®8 e cancer pancreatico®. No cancer de prostata, sua atividade antiproliferativa envolveu ainda a
regulagdo negativa das ciclinas D1 e D3, Rb fosforilado e ciclina EE8l. Esta substancia induz a apoptose de
varias linhagens de células tumorais in vitro, assim como também em modelos de implante de tumor em
animais, através de modulagédo das moléculas de sinalizagdo pro e antiapoptoticos8281], de forma seletiva,

com baixa toxicidade para as células normais(624],

Posteriormente, as células pré-neoplasicas transformam-se em neoplasicas quando passam a ter
propriedades angiogénicas, promovendo a invasido de células e tecidos, gerando metastases e entrando
no estagio de progressao do cancer. A supressado da angiogénese envolve principalmente a modulagao da
expressao do factor de crescimento endotelial vascular (VEGF), que estimula a proliferagcdo das células

endoteliais, a migracao e a diferenciagdo para formar novos vasos sanguineos. O VEGF liga-se aos seus
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receptores, gerando mudangas conformacionais nos receptores, dimerizagdo e autofosforilagdo dos
residuos de tirosina, ativando assim a cascata de sinalizagdo como MAPK e via PI3K/Aktl5, A substancia
a-mangostin reduziu a expressdo de VEGF, em células de cancer de mama T47D8 inibindo assim a sua
progressao. Além disso, esta xantona mostrou ser capaz de prevenir a progressdo do cancer pancreatico

induzido por hipoxia, que também esta associada a angiogéneseltZl,

Além da invasdo de células tumorais que ocorre através do estroma associado ao tumor, as subsequentes
metastases sdo os eventos centrais que ocorrem na progressao neoplasica. Uma das marcas da invasao
tumoral e migragcédo é a degradacdo excessiva da matriz extracelular mediada por enzimas proteoliticas,
principalmente MMP-2 e MMP-9. A xantona a-mangostina é capaz de regular negativamente a expressao
de MMP-2 e MMP-9, de maneira dose-dependente, bloqueando assim a invasao e a metastase de varios
tipos de cancer como o carcinoma de pele®®, de células escamosas de cabega e pescogol®d, o

adenocarcinoma de pulmaolY, o carcinoma de préstatal”!l e o cancer pancreaticol’2,

Além de ser capaz de bloquear, reverter ou retardar a carcinogénese, agindo em todas as suas etapas por
diferentes mecanismos, a a-mangostina também inibe a atividade do transportador ABC, que é uma

interessante caracteristica para a quimioterapia, pois previne a resisténcia a multiplas drogas (MDR)Z3],

Além dos artigos descritos, ha outro artigo de revisao sobre o a-mangostin, que mostra suas propriedades
quimiopreventivas, antiproliferativas, pré-apoptoticas, antiangiogénicas e antimetastaticas contra uma

ampla gama de tipos de células tumoraisZ4l.

A substancia garcinona E, outra xantona presente no mangostdo, mostrou citotoxicidade em varias
linhagens de células de carcinoma hepatocelular (HCC)Z3, e inibiu a proliferagdo de células de
feocromocitoma (PC12) e de glioma (U87), com dependéncia da dose, sendo esta atividade mais intensa
nas células de gliomal’8l. Sua atividade anticancer também foi avaliada em células de cancer colorectal
(HCT-116), hepatocelular (HepG2) e mama (MCF-7). Sua atividade antiproliferativa contra HCT-116 e
HepG2 ocorre devido a interrupgéo do ciclo celular na fase G0/G1 e indugéo de apoptose e necrosel*3l. O
tratamento realizado com esta xantona em células de cancer oral (HSC-4) inibiu a sua proliferagdo destas
células e o seu potencial de formacao de colbnias. Este estudo mostrou que o efeito antiproliferativo desta
substéncia ocorre devido a apoptose, ocorrendo também a supressao da migragéo e invaséo celular, por
inibicdo da expressdao de MMP-2 e MMP-9. Além destes resultados, foi observado ainda uma redugao no
nivel de IL-6, que contribuiu para a inibicdo da metastase e um nivel elevado de IL-2, sugerindo que a
Garcinona E possui uma atividade anti-inflamatéria e imunoestimulante, que contribui diretamente para o
seu potencial antimetastaticol”Z. O crescimento de dois outros tipos de linhagens cancerigenas de ovario
(HEY e A2780) também foi inibido pelo tratamento com garcinona E, através da modulagdo do estresse
induzido pelo reticulo endoplasmatico (RE) que ativou a via de sinalizagdo (IRE) -1a, induzindo assim a
apoptose. O mecanismo apoptdtico baseou-se na interrupgdo no ciclo celular na fase G2/M. O processo de
invasdo celular, baseado nas modificagdes nas MMPs e, diretamente relacionado a metastase foi
bloqueadol”8. Um estudo mais recente apresentou resultados semelhantes, pois esta xantona também
mostrou uma potente atividade citotéxica em células de cancer cervical (HeLa), com mecanismos de agao
que envolvem também a apoptose por interrupgéo do ciclo celular na fase G2/M. Além disso, esta xantona

também foi capaz de suprimir a migracgao, a invasao e a ades&o celular’
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Além da garcinona E, varias outras xantonas preniladas, também foram isoladas do mangostédo (Ex: 8-
desoxigartanina, gartanina, 9-hidroxicalabaxantona e tovofillina A). Todas mostraram atividade
antiproliferativa sobre células de cancer gastrico (SGC 7901), cervical (HeLa) e hepatoma (HepG2), sendo
que a garcinona-E possui o efeito citotdxico mais intenso. A substituicao por unidades isoprénicas nos anéis
A e B em combinagdo com uma substituicdo 4-oxo sdo determinantes para a atividade antiproliferativa,

enguanto que a ciclizagéo da unidade isoprénica ocasiona um decréscimo desta atividadel®Y,

A garciniaxantona | e mais cinco substéncias conhecidas foram isoladas da casca de G. xanthochymus e
testadas em quatro linhagens de células tumorais: hepatoma (HepG2), adenocarcinoma de pulméo (A549),
cancer gastrico (SGC7901) e cancer de mama (MCF-7). Os resultados obtidos neste estudo permitiram
concluir que a garciniaxantona | promove apoptose nas células de hepatoma (HepG2) pela via mitocondrial,
mediada pelas caspases 3/7/9, através do aumento da expressdo do gene Bax (pro-apoptético), com
reducdo da expressao dos genes supressores de apoptose (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1). O tratamento com esta
substancia inibe também a expressao das metaloproteinases de matriz (MMP-7 e MMP-9), que sdo enzimas

de degradag&o da matriz celular, ligadas a migragéo celular e a metastasell],

Pela primeira vez foram isoladas, dos frutos de G. xanthochymus, as garcinoxantocinas A e B e um
fenilpropanoide glicosilado, além de sete substancias ja conhecidas, spiritona, 14-desoxigarcinol,
xantochimol, garcicovina C, isogarcinol, cicloxantochimol e garcinialiptona (FIGURA 2). A atividade
anticancer destas substancias foi avaliada contra células de glioblastoma (U251MG) e cancer de mama
(MDA-MB-231). Entre as substancias, a 14-desoxigarcinol mostrou a maior inibicdo na proliferagdo de
células de U251MG, com ICso de 1,3 uM. As substancias garcinoxantocinas A e B, xantochimol, garcicovina,
isogarcinol e cicloxantochimol também mostraram uma boa atividade antiproliferativa, mostrando valores
de ICso 1,8-6,0 uM, enquanto que a garcinialiptona foi inativa. Nenhuma destas substancias mostrou efeito
na viabilidade celular de MDA-MB-231. Ainda neste estudo, o tratamento das células de glioma com
xantochimol inibiu a fosfo-tirosina STAT3, sugerindo que a atividade antiproliferativa desta substancia
poderia estar ligada a inibicdo desta proteina, uma vez que STAT-3 é um importante alvo que controla a
proliferagao e sobrevivéncia celular. A garcicovina C inibiu a migragdo das células do glioma e a atividade
de ligacdo do STAT-3 ao DNA. Dessa forma, xantochimol e garcicovina C possuem um efeito inibidor do

tumor, relacionado a inibigdo de STAT-3 em células tumorais2,

A substancia 7-epiclusianona (FIGURA 3), isolada de G. brasiliensis, apresentou efeito citotéxico com
concentragdo-dependente para células A-549, promovendo a interrupgao do ciclo celular na transigao
G1/S&. Em outro estudo, as substancias garciniafenona e 7-epiclusianona foram testadas em diferentes
células: melanoma (UACC-62), cancer de mama (MCF-7) e mama resistente a medicamentos (NCI-ADR),
cancer de pulméo de ndo pequenas células (NCIH460), cancer de ovario (OVCAR 03), cancer de prostata
(PCO03), cancer de rim (786-0) e cancer de lingua (CRL-1624 e CRL-1623). As duas benzofenonas
mostraram efeito citotoxico em todas as linhagens, mas apenas a 7-clusianona teve um efeito dose-
dependente, possuindo ainda uma maior citotoxicidade na maioria das linhagens tumorais. O mecanismo
antiproliferativo envolvido esta relacionado a inibicdo das catepsinas B e G. Estas duas enzimas sao
secretadas pelas células cancerosas e promovem a hidrélise da matriz celular do tumor primario, rompendo
assim o limite com os tecidos da vizinhanca deste, provocando a invasdo e metastasel®4l. A viabilidade de
duas linhagens celulares de glioblastoma (U251MG e U138MG) foi drasticamente inibida, quando ambas
foram tratadas com 7-epiclusianona. A capacidade de formagdo de colbnias, dos dois tipos de células,

também foi significativamente reduzida, demonstrando efeitos em longo prazo, mesmo apds a remogao do
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tratamento. Em baixas concentragdes, o tratamento das células de glioblastoma com a 7-epiclusianona (10
pUM) mostrou alteragdes na progresséo do ciclo celular, causando diminuicao na populacdo da fase G2/M.
Em culturas de U251S houve redugdo da populagdo na fase S e na fase G2/M e em maiores concentragdes
de 7-epiclusianona (40 uM) houve um significante aumento na populagdo Sub-G1 para as duas linhagens.
Os resultados sdo compativeis com a ocorréncia de apoptose, mas os mecanismos envolvidos sao

diferentes e necessitam de um aprofundamento em estudos posteriores(&3,

FIGURA 2: Substancias isoladas de G. xanthochymus: garcinoxantocinas A e B (1 e 2), fenilpropanoide glicosilado (3),
spiritona (4), 14-desoxigarcinol (5), xantochimol (6), garcicovina C (7), isogarcinol (8), cicloxantochimol (9) e
garcinialiptona (10).

Em 2019, um estudo realizado por Taylor e colaboradores!®, mostrou que a 7-epiclusianona também inibiu
o crescimento de 60 linhagens de células cancerosas e induziu morte celular significativa em apenas alguns
tipos de céncer, particularmente para o cancer renal, melanoma, tumores do SNC, cancer de cdlon e cancer

de pulmé&o de nado pequenas células (NSCLC). Entre as linhagens de NSCLC, a mais suscetivel a 7-
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epiclusianona foi a linhagem NCIH460, que é originaria do fluido pleural, sendo a escolhida para realizagédo
de estudos sobre os mecanismos envolvidos. A andlise do ciclo celular revelou que a morte celular foi
precedida por uma interrup¢do na fase G1/S, semelhante ao ocorrido em células de cancer de pulmao
A5491831 sygerindo que o mesmo mecanismo de agdo pode estar envolvido, envolvendo apoptose de
maneira dose-dependente. Ainda neste estudo, em concentragdes menores que 200 nM, foi observada
uma significativa inibicdo da invas&o celular. Além disso, a 7-epi-clusianona, a uma concentragdo de 20
UM, mostrou reduzir significativamente a formagao dos tubos de células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC). Esta etapa é critica para o processo de angiogénese, sendo utilizada tanto pelo processo
de cicatrizagao de feridas, quanto na alimentacao do tumor. Dessa forma, a 7-epi-clusianona possivelmente
atua para inibir o crescimento continuo do tumor e as metastases da linhagem NCIH460. Além disso, esta
substancia possui uma boa capacidade imunomoduladora, que torna possivel a combinagdo dos dois

tratamentos, a quimioterapia citotéxica e a terapia imunoldgica, resultando em uma maior eficacia.

Em um estudo mais recente, a 7-epiclusianona apresentou atividade antiproliferativa contra células de
cancer de mama (MCF-7 e Hs 578T), sendo mais responsivo na primeira. Este efeito foi relacionado a
parada no ciclo celular na fase G1/S, nas duas linhagens, por modulagéo de reguladores do ciclo celular e
sua atividade pro-apoptética foi associada a sua capacidade de aumentar a razdo BAX (proteina apoptética)

/ BCL-2(proteina anti-apoptotica)i&d,

FIGURA 3: Formas tautoméricas da 7-epiclusianona isolada de Garcinia brasiliensis.

Atividade anticancer do género Clusia

A clusianona (FIGURA 4) é uma benzofenona poliisoprenilada, isdbmera da nemorosona, que foi isolada

pela primeira vez das raizes de Clusia congestifloral®,

FIGURA 4: Estruturas quimicas da clusianona (A) e seu isbmero nemorosona (B).
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Os enantibmeros nemorosona e clusianona, assim como outros pares de enantidbmeros de acilfloroglucinol
policiclicos poliprenilado (PPAP), foram obtidos por via sintética, para a realizagdo dos testes de
citotoxicidade de cada enantidbmero puro contra diferentes linhagens tumorais. Os resultados obtidos para
os tratamentos com os enantidbmeros da nemorosona, da clusianona, sdo similares para as linhagens de
carcinoma cervical (HelLa), carcinoma pancreatico (MIA-PaCa2) e céncer de mama (MCF7). Os
enanciémeros da nemorosona possuem atividades muito semelhantes aos da clusianonal®d. Em estudos
realizados anteriormente foi observado que a nemorosona atua por dissipagao no potencial da membrana
mitocondrial e liberagdo de Ca*2e niveis elevados de estresse celularl?), Desta forma, a similaridade entre
os isOmeros clusianona e nemorosona deve-se as acgdes fisico-quimicas comparaveis membrana
mitocondrial®Y, Esta ag&o nas mitocdndrias foi demostrada em um estudo posterior, realizado em células
isoladas de figado de rato (HepG2). Neste estudo, o tratamento com a clusianona e a nemorosona
promovem o desacoplamento mitocondrial protonoférico, pela dissociagao dos prétons fendlicos na matriz
mitocondrial. Isso foi evidenciado pela dissipagdo do potencial de membrana mitocondrial e pela inibigao
de influxo de Ca*?, pela promogao do efluxo em mitocondrias carregadas com Ca*? e por uma diminuig&o
nos niveis de ATP e NAD (P) H e geracédo de ROS. A acgédo citotdxica e o desacoplamento da clusianona
foram, consideravelmente, menores do que as da nemorosona, provavelmente devido a presenga de uma

ligagdo de hidrogénio intramolecular, que diminui a interagdo com os receptoresl,

A substancia nemorosona, isolada de resinas florais de Clusia rosea, mostrou atividade citotéxica em
células de carcinoma epitelial (HelLa), epidermdide (Hep-2), prostaticos (PC-3) e do sistema nervoso central
(U-251)#2, Esta substancia também mostrou citotoxicidade in vitro contra células de mama, colon, ovario,
figado e pulmaol®l. Em células leucémicas do tipo Jurkat e K-562 esta substancia mostrou atividade
antiproliferativa e apoptética, através da inibicdo da enzima Akt/PKB promovendo a interrup¢do do ciclo
celular. Ainda neste trabalho, foram realizadas avaliagbes in vivo que sugerem que a nemorosona afeta

significativamente a hematopoiese em camundongos!®4,

A nemorosona mostrou atividade citotoxica em linhas de células de neuroblastoma do tipo NB69, Kelly, SK-
N-AS e LAN-1, assim como nas células LAN-1 quimioresistentes a cisplatina, etoposideo, adriamicina e 5-
fluoruracil. Nas células LAN-1, esta benzofenona, apresentou um aumento de células na fase GO/G1 e uma
diminuicdo da percentagem de células na fase S, com aumento dos niveis de proteina p21Cip1, uma das
principais reguladoras interrupgéo do ciclo celular na fase G1/S, evidenciando a presenga de um mecanismo
apoptético. Os danos causados ao DNA, caracteristicos de ‘apoptose tardia’, foram avaliados
semiquantitativamente e considerados significativos. Houve também um aumento significativo de caspases-
3, de maneira dose-dependente. A atividade enzimatica do imunoprecipitado Akt/PKB foi fortemente inibida
in vitro, sugerindo que, seu efeito antiproliferativo, pelo menos em parte, esta relacionado ao alvo Akt/PKB,

nas linhagens de células estudadas!®3l.

Sua agdo nas células pancreaticas (Capan-1, AsPC-1 e MIA-PaCa-2) difere do mecanismo de agao em células
leucémicas ja descrito anteriormentel®d, envolvendo a liberagdo do citocromo C das mitocondrias e
subsequente apoptose dependente de caspase. Os resultados mostraram ainda que o potencial da membrana
mitocondrial foi abolido e houve um aumento dos niveis de calcio citosélico. O perfil de expressdo génica
revelou 336 genes afetados pela nemorosona. Um total de 75 genes foi alterado, em todas as trés linhagens
celulares, e muitos destes estavam dentro da rede de resposta de proteina desdobrada (UPR). A UPR é
desencadeada pelo acumulo de proteinas desdobradas ou mal dobradas no reticulo endotelial (RE) e tem

como objetivo restabelecer a homeostase celular, desencadeando, porém, a apoptose caso esta ndo seja
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alcancada. Em resumo, o mecanismo anticancer da nemorosona nas células pancreaticas mostrou uma
rapida elevacéo do nivel de calcio citosolico, despolarizagdo da membrana mitocondrial, seguido por ativagéo

da apoptose, por meio de uma via de resposta ao estresse denominada UPRES],

A nemorosona também mostrou atividade antiproliferativa em células de carcinoma de mama (MCF-7), com
receptor de estrogénio positivo pela interrupgao do ciclo celular na fase G0/G1. Este efeito antiproliferativo
parece envolver a interagdo da nemorosona com os receptores de estrogénio, pois, foi significativamente
reduzido por adigdo de 17B-estradiol e intensificado por adicdo de um antagonista de receptor de
estrogénio. N&o houve citotoxicidade em células tumorais de MDA-MD-231, uma linhagem de células de
cancer de mama com receptor de estrogénio negativo e em uma linhagem celular de carcinoma de préstata
(LNCaP), confirmando a interagdo da nemorosona com os receptores de estrogénio®Z. Em um estudo
posterior, seguindo-se diferentes metodologias, a nemorosona inibiu a agdo do 17-B3-estradiol em células
de cancer de mama dependente de estrogénio (MCF-7 BUS), confirmando sua ag&o antiestrogénical®l,
Maiores investigagdes sobre os mecanismos anticancer envolvidos nestas células de adenocarcinoma de
mama (MCF-7 BUS) mostraram que, além da parada discreta do ciclo celular na fase G0/G1, a nemorosona
causa deplecdo significativa na fase G2/M. Além disso, ocorreu a alteragdo da expressao de 19 genes

relacionados a diferentes vias, especialmente o ciclo celular, a apoptose e receptores hormonaisd,

Ja foi mencionado neste trabalho que o efeito citotdxico da nemorosona contra células de carcinoma hepatico
(HepG2) atua por um mecanismo que promove a dissipagdo do potencial de membrana de mitocdndrias,
através de desacoplamento protonofdrico e ativagio de deflexdo de adenosina trifosfato (ATP)2Y, Em outro
estudo realizado em células HepG2, o tratamento com nemorosona inibiu significativamente a proliferagdo
celular, tanto na presenga quanto na auséncia dos fatores sollveis secretados pelos macréfagos associados

ao tumor (TAMs), com redug&o do nimero de coldnias e da migrag&o celular’®d,

Em outro trabalho, foi mostrado que o efeito citotdxico da nemorosona, em células de carcinoma de colo
LoVo WT e LoVo Dox (resistentes a doxorrubicina), foi dose e tempo-dependente, inclusive restaurando a
sensibilidade da linhagem resistente a doxorrubicina. Ocorreu apoptose por interrupgao do ciclo celular na
fase G0/G1, nas duas linhagens tumorais, tanto no tratamento realizado apenas com nemorosona como no
tratamento conjunto realizado com doxorrubicina. A producdo de ROS foi significativamente maior do que
a obtida apenas com o tratamento com doxorrubicina, especialmente em células resistentes. Isso sugere
que, na indugéo da morte celular, o efeito sinérgico de nemorosona e doxorrubicina envolveu o aumento da
produgdo de ROS. O tratamento com nemorosona ou com doxorrubicina em células LoVo WT também
diminuiu significativamente o potencial de membrana mitocondrial. Ja os tratamentos combinados
aumentaram o potencial de membrana. O efeito sinérgico das combinagdes destes tratamentos na apoptose
é mediado pela produgdo de ROS, podendo estar em estreita associagdo com a concentragdo de
nemorosona. Os co-tratamentos também induziram a parada do ciclo celular, resultando em apoptose por
uma maior produgdo de ROS e alteragdo drastica do potencial de membranal™l, O mesmo grupo de
pesquisa estudou a acdo anticancer de nemorosona sobre células de céncer coloretal (CRC), sendo
observado que a sua viabilidade celular e a sua capacidade clonogénica foram reduzidas significativamente
por este tratamento, de maneira dose-dependente, induzindo apoptose com interrupgéo do ciclo celular na
fase GO/G1. Além disso, a nemorosona reduziu a expressado do gene BCL2 (antiapoptoético) e intensificou
a expressao dos genes TP53 e BAX (pré-apoptoticos), resultando na ativagdo das caspases 3/7. Esta
benzofenona poliisoprenilada atenuou a migragao celular e a invasao tumoral pela inibicao da atividade de

MMP9, pelo aumento da E-caderina (envolvida na adesdo celular), assim como pela diminuigdo da
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expressao de B-catenina e vimentina, que sdo proteinas que estdo envolvidas na transicdo epitelial-

mesenquimal (EMT), diminuindo assim o potencial metastico das células CRC!1%2,

Em estudo recente, a citotoxicidade de vinte e cinco substancias, isoladas de extratos de Clusia criuva,
foram testadas em células de glioblastoma humano (GL-15). O acido betulinico ndo esterificado, o acido
betulinico esterificado pelo feruloil em C-28, as propolonas B, C e D e a hiperisampsina E apresentaram um
potencial citotdxico superior a temozolomida. Esta substancia é o principal agente quimioterapico usado

para combater a proliferagdo de células de glioma (grau 1V), sendo utilizado como controlel1%3,

Foi avaliada a citotoxicidade dos extratos em hexano, acetato de etila e metanol de Clusia latipes em células
de cancer de prostata humano (PC-3), células de cancer de célon (RKO), células de astrocitoma (D-384) e
células de cancer de mama (MCF-7). O extrato em acetato de etila apresentou citotoxicidade mais relevante
e o0 hexanico mostrou atividade genotodxica in vitro, avaliada através de ensaio Cometa. Friedelina, friedolan-
3-ol e hesperidina, isoladas do extrato hexanico sdo substancias citotdxicas, assim como (-amirina, isolada
do extrato em acetato de etila (FIGURA 5)[1041,

FIGURA 5: Triterpenos pentaciclicos isolados de Clusia latipes com atividade anticancer: friedelina (1), friedolan-3(3 -ol
(2), hesperidina (3) e B-amirina (4).

As aplicacdes medicinais de espécies de Clusiaceae ja sdo conhecidas ha muito tempo, destacando-se sua
atividade antineoplasica. Por esse motivo, nosso grupo desenvolve pesquisas da familia Clusiaceae que se
iniciou com a espécie Clusia studartiana, inédita do ponto de vista quimico e farmacolégico, registrada no
Patrimbnio Genético (SISGEN), sob o numero AB5D582. O projeto denomina-se “Bioprospeccado e
isolamento de produtos naturais com potencial atividade antitumoral de Clusiaceae” (FIOCRUZ/UERJ) e é
realizado em colaboragado com o Laboratério de Farmacologia Molecular/FIOCRUZ. Como resultado deste

trabalho, dois triterpenos pentaciclicos friedolan-33-ol (FIGURA 5) e o acido 3-oxo-olean-12-en-28-oico
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(FIGURA 6) foram isolados do extrato hexanico das partes aéreas de Clusia studartiana e mostraram
inibicéo na proliferagcao de células de leucemia mieldide (K562). Contudo, apenas o &cido 3-oxo-olean-12-
en-28-oico foi capaz de aumentar a percentagem de Anexina (V)/lodeto de propideo (Pl) nas células
(p<0,05), com 40% de aumento de caspase 3/7, mostrando ainda inibicdo na atividade do P-gp. Dessa
forma, o acido 3-oxo-olean-12-en-28-oico mostrou-se como um promissor agente anticancer, inclusive

prevenindo a resisténcia a multiplas drogas (MDR) 1951,

FIGURA 6: Acido 3-oxo-olean-12-en-28-oico isolado de Clusia studartiana com atividade anticancer.
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A citotoxicidade dos triterpenos ja é bem descrita na literatura. Estas substancias inibem a proliferagéo
celular e induzem a morte celular através de alvos especificos para cancer como proteassomas, Bcl-2, NF-
kB, TNF, STAT-3, TLR, PI3K/Akt/mTOR e angiogénsel'®l Basicamente, seu mecanismo anticancer
consiste em inibigdo da inflamagéo e do estresse oxidativo, na regulagao do ciclo celular e na indugao de
apoptose e na redugdo da proliferacdo celular. Os triterpenos destacam-se na pesquisa e no
desenvolvimento de novas terapias anticancer naturais/ semissintéticas, em particular para tratamento de
canceres dependentes de hormdnio sexual (mama, ovario, endométrio, prostata e testiculo), que estédo
relacionados a alta incidéncia de mortes em todo o mundo. Nestes tipos de cancer, os hormdnios sexuais
mantém altas taxas mitéticas e aumentam a proliferagéo celular, aumentando a probabilidade de incidéncia

de erros genéticos, divisdo celular desordenada e fendtipos malignos!'%71,

Conclusao

No cenario brasileiro, onde a biodiversidade de seus biomas ainda permanece pouco explorada, a
bioprospecgédo de substancias anticancer na familia Clusiaceae pode contribuir para a descoberta de
fitofarmacos que poderiam ser associados a um desenvolvimento tecnolégico moderno e sustentavel.
Nossa perspectiva é realizar um estudo mais profundo com Clusia studartiana, para a valorizagao da nossa

biodiversidade através da sua possivel utilizagao terapéutica e econdmica.
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Resumo

Doengas negligenciadas impdem um fardo humano, social e econdmico devastador a mais de 1 bilhdo de
pessoas em todo o mundo. Embora existam ferramentas para controlar e até mesmo eliminar muitas dessas
doengas, novos produtos terapéuticos precisam urgentemente ser desenvolvidos. Produtos derivados da
biodiversidade s&o uma alternativa a busca de novos medicamentos. Este estudo buscou apresentar por
meio de uma analise bibliométrica o cenario global de desenvolvimento de novos derivados de plantas
medicinais destinadas ao tratamento de doengas negligenciadas, destacando a experiéncia da Fundagéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz). A base de dados Scopus foi utilizada para investigar a pesquisa relacionada ao
tema nas Ultimas décadas. Observou-se aumento na produgdo de conhecimento sobre o tema, com
relevante participagdo de autores, instituigdes e financiamentos publicos brasileiros, incluindo a contribui¢cao
da Fiocruz. Sugere-se a implementagdo de estratégias futuras de pesquisa e de financiamento que
promovam maior produgéo cientifica e que propiciem a tradugéo da pesquisa basica para a pratica clinica.

Palavras-chave: Desenvolvimento de medicamentos. Doengas negligenciadas. Bibliometria. Biodiversidade.

Abstract

Neglected diseases impose a devastating human, social and economic burden on more than 1 billion people
worldwide. Although tools exist to control and even eliminate many of those diseases, new therapeutic
products urgently need to be developed. Products derived from biodiversity are an alternative to the search
for new drugs. This study presents, through a bibliometric analysis, the global scenario of development of
new medicinal plant derivatives for the treatment of neglected diseases, highlighting the experience of the
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Desenvolvimento de novos derivados de plantas medicinais para doengas Ferreira Neto, Santos e Tellis
negligenciadas: uma analise bibliométrica

Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz). The Scopus database was used to investigate research related to the
topic over the last decade. There was an increase in the production of knowledge on the subject, with
relevant participation of Brazilian authors, institutions and public funding, including the contribution of
Fiocruz. It is suggested to implement future research strategies and funding that promoter greater scientific

production and facilitate the conversion of basic research into clinical practice.

Keywords: Drug development. Neglected diseases. Bibliometrics. Biodiversity.

Introducgao

As doencas negligenciadas persistem como um problema de saude global atingindo,
desproporcionalmente, as populagdes mais vulneraveis e impondo um fardo humano, social e econdémico,

devastador a mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundol!l,

A eliminagéo das epidemias de: AIDS, tuberculose, malaria e outras doencas tropicais negligenciadas, esta
refletida entre os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030 para o
Desenvolvimento Sustentavel da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU). O avango em pesquisa e
desenvolvimento (P&D) de novos medicamentos esta entre as agbes necessarias para o alcance do ODSIZ,
Outro compromisso global relevante é o roteiro da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) que estabeleceu

planos de agédo para controlar, eliminar ou erradicar 20 doengas negligenciadas até 20301,

O combate a doengas negligenciadas envolve questdes geograficas, ambientais, econdmicas e sociaist,
contudo a falta de medicamentos seguros, eficazes e acessiveis € considerado um fator limitante para
eliminagdo dessas doengas. Para muitas doengas negligenciadas, os medicamentos disponiveis tém uso
limitado devido a toxicidade, falta de eficacia, alto custo e/ou dificuldade de uso, e, portanto, novas
tecnologias precisam urgentemente ser desenvolvidos para melhoria do controle da doenga e
potencialmente alcance da eliminagdo. Pesquisa, desenvolvimento e inovagdo s&o facilitadores

fundamentais para o progresso contra todas as doengas negligenciadas!!!,

Como alternativa a busca e ao desenvolvimento de novos medicamentos destacam-se os produtos
derivados da biodiversidade. Estes representam ndo apenas uma alternativa a ampliagdo de opgodes
terapéuticas eficazes, seguras e a pregos acessiveis, como também uma janela de oportunidade para a
P&D de produtos com variadas indicagbes terapéuticas, devido ao alto potencial para inovagdes radicais e

incrementais e capacidade de geragio de riqueza®8l,

Biodiversidade ou diversidade bioldgica corresponde a variabilidade de organismos vivos de todas as
origens, incluindo os ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquaticos, contemplando a

diversidade dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemasld.

O uso da biodiversidade para obtengdo de substancias com propriedades terapéuticas € antigo, e o
emprego de plantas medicinais, ou seja, espécies vegetais utilizadas com propésitos terapéuticos, € uma
pratica comum, até os dias de hoje, em diversos paises. No Brasil, uma das iniciativas governamentais
voltadas para o sistema de saude nacional foi a criagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF)E!, aprovada em 2006, com o objetivo garantir & populacao brasileira o acesso seguro

e o uso sustentavel de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo assim o desenvolvimento da cadeia
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produtiva e da industria nacional com base na biodiversidade. Dentre as diretrizes dessa Politica destacam-
se: o incentivo a capacitagdo de recursos humanos para o desenvolvimento de pesquisas, tecnologias e
inovagdo em plantas medicinais e fitoterapicos; fomento em pesquisa, desenvolvimento tecnolégico e
inovagdo com base na biodiversidade brasileira. Dessa forma, a produgao de inovagéo utilizando as plantas
medicinais e fitoterapicos surge como oportunidade para o desenvolvimento tecnoldgico e para a integracéo

da producéo cientifica e da industria, além de atender a demanda socioeconémica da populagéol2.

Nesse contexto, a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) surge como ator relevante no desenvolvimento de
novos medicamentos derivados de plantas medicinais. Ja centenaria, é considerada umas das instituicbes
publicas de ciéncia e tecnologia em salde mais importantes da América Latinal'% Emblematica no
desenvolvimento e produgao de medicamentos estratégicos para a saude brasileira, é sede da criagdo do
Nucleo Gestdo em Biodiversidade e Saude (NGBS) do Instituto de Tecnologia em Farmacos
(Farmanguinhos), nucleo que participou ativamente da concepgéo e elaboracdo da PNPMF. Entre os
objetivos do NGBS esta a inovagdo em medicamentos da biodiversidade como forma de intervengéo na
saude publica brasileirall!l, e o nucleo associado a proposta de desenvolvimento na area de P&D através
das Rede de Implementagéo da Cadeia Produtiva de Fitoterapico (RedesFito), um sistema nacional de

redes do conhecimento voltado para a inovagdo em medicamentos da biodiversidadel'2,

O objetivo deste trabalho foi apresentar por meio de uma analise bibliométrica o cenario global de
desenvolvimento de novos derivados de plantas medicinais destinadas ao tratamento de doencgas

negligenciadas, destacando a experiéncia da Fiocruz.

Avaliagbes bibliométricas tém sido comumente utilizadas por fornecer uma visdo abrangente e precisa de

esforgos de pesquisa ao longo do tempo e seu impacto futurol3141,

Material e Método

Para esta analise bibliométrica foi selecionada a base de dados Scopus desenvolvida pela editora Elsevier
e disponivel no Portal da Capes (www.periodicos.capes.gov.br), por se tratar de uma fonte de natureza
multidisciplinar, apresentar um maior volume de periddicos indexados, quando comparado a outras fontes
de informagédo, além de dispor de funcionalidades de apoio a analise de resultados. Em 2020, a base de
dados indexava mais de 23.452 periddicos revisados por pares, incluindo 5.500 classificados como de

acesso abertol2],

Os termos selecionados para estratégia de busca estédo descritos no QUADRO 1. Além dos Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) e suas sinonimias, termos adicionais relacionados ao tema foram incluidos, a

fim de ampliar a busca das publicagdes relevantes relacionadas ao tema.

QUADRO 1: Termos selecionados, descritores e sinonimias para estratégia de busca.

Descritores e sinonimias em portugués Descritores e sinonimias em inglés
Doengas negligenciadas Neglected Diseases
Medicina Tropical Tropical Medicine
Doencas Transmissiveis Emergentes Communicable Diseases, Emerging
Ulcera de buruli Buruli Ulcer
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Doenca de Chagas

Chagas Disease

Dengue

Dengue

Chikungunya

Chikungunya

Dracunculiase; Infecgéo pelo Verme da Guiné

Dracunculiasis; Guinea-worm disease

Equinococose; Infecgéo por Echinococcus

Echinococcosis; Echinococcoses; Echinococcus Infection

Infecgbes por Trematddeos

Trematode Infections

Tripanossomiase Africana; Doenga Africana do Sono

Trypanosomiasis, African; African Sleeping Sickness

Leishmaniose; Infecgéo por Leishmania

Leishmaniasis; Leishmania Infection

Hanseniase; Lepra

Leprosy; Hansen's Disease

Filariose linfatica; Elefantiase Filarial

Elephantiasis, Filarial

Micetoma

Mycetoma

Cromoblastomicose

Chromoblastomycosis

Paracoccidioidomicose

Paracoccidioidomycosis

Histoplasmose Histoplasmosis
Esporotricose Sporotrichosis
Criptococose Cryptococcosis
Oncocercose Onchocerciasis

Raiva; Hidrofobia

Rabies; Hydrophobia

Escabiose

Scabies

Ectoparasitoses

Ectoparasitic Infestations

Esquistossomose; Infecgédo por Schistosoma

Schistosomiasis; Schistosoma infection

Helmintiase; Infecgbes por Helmintos; verminose

Helminthiasis; Helminth Infestation; worm

Envenenamento por picada de cobra

Snake Bites

Teniase; Infecgdes por Taenia

Taeniasis; Taenia Infections

Cisticercose

Cysticercosis

Tracoma; Oftalmia Egipcia

Trachoma; Egyptian Ophthalmia

Bouba; Framboesia

Yaws; Framboesia

Desenvolvimento de Medicamentos

Drug Development

Avaliacdo de Medicamentos

Drug Evaluation

Desenho de Farmacos

Drug Design

Cromatografia

Chromatography

Analise Espectral; Espectrometria; Espectroscopia

Spectrum Analysis; Spectrometry; Spectroscopy

Avaliacado Pré-Clinica de Medicamentos

Drug Evaluation, Preclinical

Estudo Clinico

Clinical Study

Reposicionamento de Medicamentos

Drug Repositioning

Plantas Medicinais

Medicinal Plants

Extratos Vegetais

Plant Extracts

Oleos essenciais

Essential Oils

Fitoquimicos

Phytochemicals

Terpenos; Terpenoides

Terpenes; Terpenoids

Compostos Fendlicos

Phenolic Compound

Polifendis Polyphenols
Flavonoides Flavonoids
Alcaloides Alkaloids
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Antocianinas

Anthocyanins

Antraquinonas Anthraquinones
Cumarinicos Coumarins
Glicosideos Glycosides
Lignanas Lignans
Saponinas Saponins
Taninos Tannins

Termos adicionais relacionados ao tema

Portugués Inglés
Mycobacterium Mycobacterium
Trypanosoma Trypanosoma
Leishmania Leishmania
Wuchereria Wuchereria
Paracoccidioides Paracoccidioides
Histoplasma Histoplasma
Sporothrix Sporothrix
Cryptococcus Cryptococcus
In vitro In vitro
In vivo In vivo
Produtos Naturais Natural products
Antocianidinas anthocyanidins

Fonte: autores.

A busca foi realizada em maio de 2021, utilizando os campos titulo, resumo e palavra-chave para obter a
producao de pesquisa relacionada ao desenvolvimento de novos derivados de plantas medicinais para

doengas negligenciadas, em nivel global, no periodo de 2000 a 2021.

Foram encontrados inicialmente 7.450 documentos e apés delimitagcao temporal (2000 a 2021), obteve-se
6.822 referéncias distribuidas nas diferentes tipologias documentais: Article (6.028), Review (598),
Conference Paper (69), Book Chapter (49), Editorial (24), Short Survey (19), Letter (14), Note (5),
Conference Review (4), Erratum (4), Retracted (4), Book (2) e Data Paper (1).

Foram selecionadas para analise somente aqueles documentos classificados como artigo (6.028), dado as
caracteristicas de originalidade e o processo de peer review de avaliagdo. Os indicadores bibliométricos
referentes aos artigos identificados incluiram ano de publicacédo, distribuicdo de publicagdes por

paises/territorios, instituicdo dos autores, patrocinadores e principais periddicos.

As publica¢des que continham pelo menos um autor filiado a Fiocruz, foram migradas da base Scopus para
uma planilha eletrénica e, quando aplicavel, os derivados de plantas medicinais em desenvolvimento foram
classificados quanto a fonte natural de obtengc&o, a doenga negligenciada e o resultado observado no
experimento. Publicagdes que ndo abordem derivados de plantas medicinais, destinadas ao tratamento de

doengas negligenciadas em seres humanos, foram desconsideradas.
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Resultados e Discussao

Cenario global da produgédo cientifica sobre desenvolvimento de novos derivados de plantas
medicinais para doengas negligenciadas

Os 6.028 artigos encontrados apos os procedimentos metodolégicos descritos no item anterior estdo
distribuidos ao longo do tempo conforme FIGURA 1.

FIGURA 1: Evolug&o global das publicagbes sobre o desenvolvimento de novos derivados de plantas medicinais (2000-2020).
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Fonte: autores, a partir da Scopus.

Os dados apontam para um aumento significativo na produgdo de conhecimento sobre a tematica. Tal
resultado pode estar relacionado aos esfor¢gos da comunidade internacional voltados ao estimulo de P&D
de novos medicamentos para as doencgas negligenciadas nos ultimos anos.

Ao analisar a contribuicdo dos paises na divulgacdo dos resultados de pesquisa, identificaram-se 142
paises cujos autores contribuiram com ao menos uma produgéo. Os paises que mais contribuiram com a
producéo cientifica global sobre a tematica foram india (1.190; 20%) e Brasil (1183; 20%), seguidos de
Estados Unidos da América (EUA) (705; 12%), China (361; 6%) e Alemanha (293; 5%), dentre outros,
conforme FIGURA 2.

FIGURA 2: Principais paises que contribuiram com a produgéo cientifica sobre o desenvolvimento de novos derivados
de plantas medicinais (2000-2021).

Brasil e 1183
Estados Unidos da América meeesssssssssssssssssssssss 705
China meesssssss———— 361
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Reino Unido meeee——— 271
Franca == 279
Iri me——— )08
Suica — 203
Egito w189
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Numero de publicagdes

Fonte: autores, a partir da Scopus.
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Observa-se na FIGURA 2 que paises em desenvolvimento inovadores como India, Brasil e China e paises
desenvolvidos como EUA, Alemanha e Reino Unido desempenham um papel relevante em P&D para
doencgas negligenciadas e a quantidade de literatura produzida parece estar relacionada aos investimentos

em pesquisa.

india e Brasil vém ampliando os gastos publicos com financiamento de pesquisas sobre doengas negligenciadas
nas Ultimas décadas!'® e segundo dados do G-Finder!™, projeto que rastreia o investimento anual em P&D para
novas tecnologias para enfrentar os desafios de saude globais prioritarios, 0 EUA é o maior financiador publico

de P&D em doencas negligenciadas, seguido pelo Reino Unido e a Comissao Europeia.

Acrescenta-se que a india é um dos 17 paises com megabiodiversidade do planeta, sendo responsével por
8% da biodiversidade global. Seu destaque, como pais cujos autores mais contribuiram com a produgao
cientifica sobre novos derivados de plantas medicinais, pode estar relacionado aos seus sistemas
medicinais tradicionais, como Ayurveda, Unani, Siddha ou homeopatia que desempenham um papel
milenar significativo na saude do pais 8. Dada sua relevancia, a validag&o cientifica da eficacia terapéutica

dos derivados de plantas medicinais ayurvédicas vem se expandindo no pais9.

Ja o Brasil, é o pais com a maior biodiversidade do mundo, e a sua producgéo cientifica vém ganhando
progressiva importancia mundial2d. A partir dos anos 2000 houve avangos nas politicas publicas de
estimulo a inovacgdo na industria farmacéutica e na pesquisa brasileira com plantas medicinais. Destaca-
se, além da PNPMF, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude (SUS), ambas criadas com objetivo de incorporar discussdes sobre a oportunidade,
importancia, dificuldades, facilidades e vantagens da implementagéo da Fitoterapia nos servigos publicos
de saudel2!l, QOutras iniciativas de estimulo a inovagdo em medicamentos da biodiversidade incluiram a
criagdo do NGBS em 2006 e da RedesFito em 2009, passos relevantes no sentido de promover a inovagao

em medicamentos da biodiversidadel'2.

As principais instituicdes responsaveis pela produgdo de conhecimento sobre o desenvolvimento de novos

derivados de plantas medicinais, baseado na afiliagdo dos autores, sdo mostradas na FIGURA 3.

As instituicdes mostradas na FIGURA 3 sao principalmente universidades publicas (8) e institutos publicos
de pesquisa (2), reforcando a proeminéncia dessas instituicdes na produgao cientifica global e a relevancia

do Estado na P&D de medicamentos para doencas negligenciadas.

Destaca-se que, entre as instituigdes que mais contribuiram na produgao cientifica sobre o desenvolvimento
de novos derivados de plantas medicinais no periodo analisado, 5 s&o instituicbes publicas brasileiras. O
destaque das universidades na producéo cientifica brasileira ja € conhecido, em geral, as universidades

publicas realizam a maior parte das pesquisas no Brasil22,

As informagbes mostradas na FIGURA 4 podem ser Uteis no direcionamento estratégico de parceiros para
construcdo de cooperagbes na area de pesquisa de novos produtos derivados de plantas medicinais para

combate as doencgas negligenciadas.
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FIGURA 3: Principais instituicdes que contribuiram na produgao cientifica sobre o desenvolvimento de novos derivados
de plantas medicinais para doengas negligenciadas (2000-2021).
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Fonte: elaborado pelos autores, a partir da Scopus.

FIGURA 4: Principais patrocinadores das pesquisas publicadas sobre o desenvolvimento de novos derivados de plantas
medicinais para doengas negligenciadas (2000-2021).

Conselho Nacional de Desenv. Cientifico e... I 468
Coordenacdo de Aperf. de Pessoal de Nivel Superior IS 386
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo NI 295
National Institutes of Health IEEEEEE———— 177
Fundagdo de Amparo a Pesq. Estado de Sdo Paulo I 169
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Fonte: autores, a partir da Scopus.

As instituicbes mostradas na FIGURA 4 s&o organizagdes governamentais localizadas no Brasil (5), EUA
(3), China (1) e Europa (1), e enfatizam o financiamento publico como imprescindivel no desenvolvimento
de novas tecnologias de combate as doencas negligenciadas. De fato, o setor publico tem sido a fonte mais
significativa de financiamento em P&D para doengas negligenciadas nos ultimos anosl'4,

Os 3 principais patrocinadores mostrados na FIGURA 4 sdo organizagbes governamentais federais
brasileiras: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagbes (MCTI) e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPES). E possivel observar, ainda, o destaque das agéncias de fomento estaduais, principalmente nos
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estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. A relevancia das agéncias de fomento, federais e estaduais no

financiamento de pesquisas no Brasil, se expande além da area da saudel22.

Os principais periddicos utilizados para veiculagdo da produgdo de conhecimento sobre o desenvolvimento

de novos derivados de plantas medicinais para doengas negligenciadas sao mostrados na FIGURA 5.

FIGURA 5: Principais periodicos utilizados para veiculagdo da produgdo de conhecimento sobre novos derivados de
plantas medicinais para doengas negligenciadas (2000-2021).
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Fonte: autores, a partir da Scopus.

No que tange ao tipo de acesso, 2.447 (41%) das publicagbes foram divulgadas em periddicos de acesso
aberto, ou seja, periddicos nos quais todos os artigos académicos revisados por pares estdo online e

disponiveis sem restri¢coes.

Periédicos médicos de acesso aberto ampliam a disseminagdo do conhecimento e possuem métricas de citagao
mais altas. Nas ultimas décadas, houve um aumento no niumero de periddicos de acesso aberto em quase todas
as disciplinas?d, inclusive na area de doengas infecciosas 4. A comunicagio aberta dos resultados das

pesquisas voltadas para doengas negligenciadas é primordial para o progresso cientifico global.

Producao cientifica sobre desenvolvimento de novos derivados de plantas medicinais para doengas

negligenciadas da Fiocruz

Dentre os 6.028 artigos encontrados neste estudo foram identificadas 179 publicagbes sobre novos
derivados de plantas medicinais para doengas negligenciadas, com, pelo menos, um autor filiado a Fiocruz,

que estao distribuidas ao longo do tempo conforme FIGURA 6.

As doengas negligenciadas com maior indice de aparigdo nas publicagdes que descrevem novos derivados
de plantas medicinais em desenvolvimento foram leishmaniose (71; 57%) e doenga de Chagas (33; 26%),
seguidas de esquistossomose (8; 1%) e tuberculose (8; 1%), entre outras, conforme FIGURA 7.
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FIGURA 6: Evolugao temporal das publicagdes cientificas sobre o desenvolvimento de novos derivados de plantas
medicinais com autores da Fiocruz (2000-2020).
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Fonte: autores, a partir da Scopus.

FIGURA 7: Doengas negligenciadas com maior indice de aparicdo na produgdo cientifica da Fiocruz sobre o
desenvolvimento de novos derivados de plantas medicinais (2000-2021).
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Fonte: autores.

Entre as publicagdes da Fiocruz com pelo menos um autor filiado a Fiocruz, 88% (157) delas receberam
pelo menos uma citagdo na literatura cientifica. O artigo intitulado “Phenolic compounds from Brazilian
propolis with pharmacological activities” publicado no periddico Journal of Ethnopharmacology em 2001 foi
o artigo com maior numero de citagbes segundo a Scopus, com 304 citagdes.

No que tange ao tipo de acesso, 103 (58%) das publicacbes foram divulgadas em periddicos de acesso

aberto. E quanto ao idioma utilizado, 174 (97%) foram publicados em inglés.

Os principais periodicos utilizados para publicacdo dos novos derivados de plantas medicinais em
desenvolvimento na Fiocruz para doengas negligenciadas sdo mostrados na FIGURA 8.
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FIGURA 8: Principais periddicos utilizados para publicagdo dos estudos da Fiocruz sobre novos derivados de plantas

medicinais em desenvolvimento para doencas negligenciadas (2000-2021).
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Fonte: elaborado pelos autores, a partir da Scopus.

As principais instituigdes responsaveis pelo financiamento das pesquisas de desenvolvimento de novos
derivados de plantas medicinais para doengas negligenciadas, com participagédo da Fiocruz, sdo mostradas
na FIGURA 9. Todas s&o organizacdes governamentais brasileiras e enfatizam o financiamento publico
como imprescindivel no desenvolvimento de novas tecnologias de combate as doencas negligenciadas. E
de fato, o setor publico tem sido a fonte mais significativa de financiamento em P&D para doencas
negligenciadas nos ultimos anost.

FIGURA 9: Principais patrocinadores das pesquisas de desenvolvimento de novos derivados de plantas medicinais para
doencas negligenciadas com participagéo da Fiocruz (2000-2021).

Conselho Nacional de Desenv. Cientifico e... I 76
Coordenacdo de Aperf. de Pessoal de Nivel Superior IS 65
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo IS 51
Fundagdo CCF de Amparo a Pesq. do Estado do R) s 30

Fundacdo Oswaldo Cruz I 26

Instituigdes

Fundagdo de Amparo a Pesq. do Estado de MG 15
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Ndmero de publicagdes

Fonte: elaborado pelos autores, a partir da Scopus.

Apos analise das publicagbes com participacdo de autores da Fiocruz, foram identificadas 120 (67%)
publicagbes descrevendo novos derivados de plantas medicinais em desenvolvimento. A fonte natural de
obtencao, a doenca negligenciada e o resultado observado no experimento sdo mostrados no QUADRO 2.
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Foram desconsideradas publicagbes que abordavam produtos derivados da biodiversidade de origem nao

vegetal; produtos que embora disponiveis na natureza, haviam sido obtidos por sintese quimica; artigos

sobre doengas ndo negligenciadas; produtos em desenvolvimento sem finalidade de tratamento em seres

humanos; publicagdes sobre métodos de trabalho, um artigo com acesso indisponivel e em duplicidade.

QUADRO 2: Artigos sobre novos derivados de plantas medicinais em desenvolvimento para doengas negligenciadas,
incluindo ao menos um autor da Fiocruz (2000-2021).

Fonte natural

Doencga

Resultado

Plinia cauliflora (Mart.) Kausel
(Myrtaceae Juss)

Doenca de Chagas

O extrato de folhas de P. cauliflora € uma fonte
potencial de compostos bioativos antiparasitarios,
porém apresenta efeitos citotéxicos em linhagens de
células hepaticas.

Piper cabralanum C.DC.
(Piperaceae Giseke)

Leishmaniose

Os extratos das folhas de P. cabralanum (fragdes em
metanol, hexano e diclorometano) apresentaram
atividade contra Leishmania amazonensis com baixa
citotoxicidade para macréfagos murinos e diminuigao
da infectividade pelo parasita.

Camellia sinensis (L.) Kuntze
(Theaceae Mirb. ex Ker Gawl.)

Leishmaniose

Sugerem que o (-)-Epigallocatechin 3-O-gallate
(EGCQG) é eficaz para o tratamento da leishmaniose
visceral.

Piper diospyrifolium Kunth
(Piperaceae Giseke) e Piper
mikanianum (Kunth) Steud.

(Piperaceae Giseke)

Leishmaniose e doenca
de Chagas

A analise fitoquimica de 6leos essenciais mostrou
que as duas espécies de Piper apresentam
composicao heterogénea. O 6leo essencial de P.
diospyrifolium apresentou 21 compostos volateis,
incluindo o fenilpropanoide (Z) -carpacina como
componente majoritario. O 6leo essencial de P.
mikanianum apresentou um total de 19 compostos,
sendo o safrol fenilpropandide majoritario. Os 6leos
essenciais exibiram baixa citotoxicidade quando
comparados aos antiparasitarios padrdes, indicando
que sao fontes promissoras de novos compostos
com atividade antiparasitaria.

Syzygium aromaticum (L.) Merr. &
L.M.Perry (Myrtaceae Juss.)

Doenca de Chagas

O ¢leo essencial de S. aromaticum e o eugenol
(composto principal) exibiram atividade inibitoria
do Trypanosoma cruzi e apresentaram baixa
citotoxicidade.

Lychnophora trichocarpha
(Spreng.) Spreng. (Asteraceae
Bercht. & J.Presl) e Lychnophora
passerina (Mart. ex DC.) Gardner
(Asteraceae Bercht. & J.Presl)

Doenca de Chagas

As lactonas sesquiterpénicas nanoencapsuladas
lychnopholide e goiazensolide mostraram excelente
eficacia contra diferentes cepas de T. cruzi com
sensibilidade variavel ao benzinidazol.

Caryocar coriaceum Wittm.
(Caryocaraceae Szyszyt.)

Leishmaniose

Flavonoides presentes nos extratos da casca e da
polpa de C. coriaceum podem atuar como inibidores
de Leishmania.

Aniba rosiodora Ducke (Lauraceae
Juss.)

Doenga de Chagas

O dleo essencial de A. rosaeodora e o linalol
(composto majoritario) apresentam a atividade
antitripanossémica, sem efeito citotoxico em
macrofagos.

Vernonia brasiliana (L.) Druce
(Asteraceae Bercht. & J.Presl)

Leishmaniose

A associagdo do 6leo essencial de V. brasiliana com
miltefosina exibiu um efeito antagdnico contra
promastigotas de Leishmania infantum.
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Aniba panurensis (Meisn.) Mez
(Lauraceae Juss.), Aniba parviflora
(Meisn.) Mez (Lauraceae Juss.) e
Aniba rosiodora Ducke (Lauraceae

Juss.)

Doenca de Chagas,
leishmaniose e malaria | isoladas dos extratos demonstraram atividade contra

Extratos de A. panurensis apresentaram atividades in
vitro contra T. cruzi e L. amazonenses. Estirilpironas

Plasmodium falciparum.

Protium altsonii Sandwith
(Burseraceae Kunth) e Protium
hebetatum Daly (Burseraceae
Kunth)

Leishmaniose

Os resultados indicam que as oleorresinas
do género Protium s&o potentes contra Leishmania.
Além disso, os trés monoterpenos (a-
pineno, p- cimeno e 1,8-cineol) constituintes dessas
oleorresinas
possuem propriedades anti- Leishmania que podem
ser exploradas em ensaios sinérgicos para o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos.

Croton velutinus Baill.
(Euphorbiaceae Juss.)

Doenga de Chagas

Derivados fenilpropandides de C. velutinus podem
ser candidatos promissores com atividade citotoxica,
tripanocida e antiinflamatoria.

Arrabidaea chica (Bonpl.) Verl.
(Bignoniaceae Juss.)

Leishmaniose

A carajurina, uma das antocianidinas identificadas
nos extratos de A. chica, apresentou atividade
contra L. amazonensis.

Mentha hirsuta Huds. (Lamiaceae
Martinov)

Esquistossomose

O ¢leo essencial de M. hirsuta e rotundifolona
demonstrou atividade esquistossomicida in vivo
(camundongos) contra Schistosoma mansoni.

Origanum vulgare L. (Lamiaceae
Martinov)

Leishmaniose

Formulagdes parenterais de carvacrol com
carreadores de lipidios nanoestruturados se
mostraram promissoras para o tratamento da

leishmaniose.

Ocotea pulchella (Nees & Mart.)
Mez (Lauraceae Juss.)

Esquistossomose

A nanoemulséo de dleos essenciais das folhas de O.
pulchella causou mortalidade de B. glabrata adulta,
seus embrides de ovo e S. mansoni. Miristicina,
biciclogermacreno e a-Pineno foram as principais
substancias do 6leo. Esses resultados sugerem o
uso desta nanoemuls&o como alternativa no controle

do ciclo da esquistossomose.

Bocageopsis multiflora (Mart.)
R.E.Fr. (Annonaceae
Juss.), Duguetia quitarensis Benth
(Annonaceae Juss.), Fusaea
longifolia ( Aubl. ) Saff .
(Annonaceae Juss.) e Guatteria
punctata ( Aubl .) RA Howard
(Annonaceae Juss.)

Doenca de Chagas

Os dleos essenciais das quatro espécies mostraram

atividade tripanocida nas concentragdes

testadas, sendo o dleo essencial de G. punctata 34

vezes mais ativo do que o medicamento de
referéncia benznidazol.

Quassia amara L. (Simaroubaceae . .
DC) Leishmaniose

Os resultados sugerem que o alcaléide do acido -
carbolina-1-propidnico tem potencial como agente
antileishmania.

Camellia sinensis (L.) Kuntze

(Theaceae Mirb. ex Ker Gawl.) Leishmaniose

O (-) - epigalocatequina 3- O- galato se demonstrou
in vitro e in vivo (camundongos) como um novo
composto para o tratamento da leishmaniose
visceral.

Geissospermum vellosii Alleméao

(Apocynaceae Juss.) Leishmaniose

A flavopereirina mostrou-se uma molécula
promissora por sua atividade antileishmania.
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Platanus acerifolia L. (Platanaceae
T.Lestib.) e Malus domestica
(Suckow) Borkh. (Rosaceae Juss.)

Tricomoniase e
leishmaniose

Derivados modificados por semisintese nao exibiram
atividade pronunciada contra T. vaginalis e L.
amazonensis mostrando que os triterpenos podem
ser uma fonte de novos derivados se consideradas
modificagdes semissintéticas adicionais,
especialmente incluindo grupos polares, como
grupos hidroxila.

Myrciaria plinioides D.Legrand
(Myrtaceae Juss.)

Leishmaniose

Oleo essencial derivado das folhas de M.
plinioides apresentou atividade in vitro significativa
contra L. amazonensis.

Trixis vauthieri DC (Asteraceae
Bercht. & J.Presl)

Doenga de Chagas

Dois novos trixikingolideos de T. vauthieri
apresentaram notavel atividade tripanocida in vitro.

Endlicheria bracteolata (Meisn.)
C.K.Allen (Lauraceae Juss.)

Leishmaniose

O dleo essencial de E. bracteolata demonstrou ter
atividade antileishmania in vitro.

Cinnamomum zeylanicum Blume
(Lauraceae Juss.), Origanum
vulgare Linn. (Lamiaceae Martinov)
e Curcuma longa L.
(Zingiberaceae)

Leishmaniose

Atividade antileishmania contra formas promastigotas
de L. amazonensis foi observada em 6leo essencial
de C. longa, mas nédo em o6leo essencial de C.
zeylanicum e O. vulgare. A atividade do 6leo
essencial de C. longa contra amastigota intracelular
evidencia potencial antileishmania.

Arrabidaea brachypoda (DC.)
Bureau (Bignoniaceae Juss.)

Leishmaniose

Com base na alta atividade in vitro, os flavonéides
diméricos podem ser usados como uma estrutura
lider para o desenvolvimento de novas moléculas
que podem ser Uteis para estudos de estrutura ativa
contra Leishmania .

Moringa oleifera Lam.
(Moringaceae Lam.)

Doenga de Chagas

O extrato de flor de M. oleifera e um inibidor de
tripsina isolado dele mostraram in vitro atividade
antiprotozoaria contra Trypanosoma cruzi .

Citrus aurantium L. (Rutaceae
A.Juss.)

Leishmaniose

O flavondide 2'-hidroxiflavanona encontrado nas
cascas de frutos citricos, em especial a C. aurantium
demonstrou atividade sobre o L. amazonensis
resistente ao antimoniato in vitro e in vivo
(murinos) por via oral.

Extrato de propolis

Leishmaniose

Os resultados identificaram diferencas
significativas entre os extratos, variando de acordo
com seu método de extragdo, bem como com o
tipo e origem botanica das amostras. Os melhores
resultados foram apresentados para os extratos
(trés tipos de propolis: vermelha, verde e marrom),
obtidos pelo método de extragdo convencional
(etandlico), indicando uma maior seletividade para
a extragdo de compostos antioxidantes. A
variedade vermelha apresentou o maior potencial
biolégico.

Zanthoxylum tingoassuiba A.St.-Hil
( Rutaceae A.Juss.)

Doenca de Chagas e
leishmaniose

Todos os produtos testados apresentaram
atividade antiparasitaria semelhante a dos
controles positivos (benznidazol e anfotericina B).

Ocimum canum Sims (Lamiaceae
Martinov)

Leishmaniose

Os resultados evidenciaram a rica composigao
quimica do 6leo essencial de O. canum , bem
como sua atividade antileishmania e alto indice de
seletividade para esses parasitas, embora ndo
para células, revelando seu potencial para
futuros estudos in vivo.
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Tetradenia riparia (Hochst.) Codd
(Lamiaceae)

Tuberculose

O oleo essencial de folhas de T. riparia e o isolado
puro de 6,7-desidroroileanona apresentou boa
atividade contra isolados clinicos de M.
tuberculosis, incluindo isolados resistentes a
multiplos medicamentos, com baixa citotoxicidade
para macréfagos murinos.

Morinda citrifolia Linn. (Rubiaceae
Juss.)

Leishmaniose

O suco de frutas de M. citrifolia (apresenta
antraquinonas, flavondides, alcaloides,
terpendides, esterdides, saponinas, cumarinas,
compostos fendlicos, taninos, antocianidinas e
chalconas) exibiu atividade antileishmania.

Piper tuberculatum Jacq
(Piperaceae Giseke)

Leishmaniose

Os resultados apresentados indicam que a
piperlongumina (alcaldide amida) € um potencial
candidato leishmanicida e apoia a abordagem
biomimética para o desenvolvimento de novos
derivados antileishmania.

Croton linearis Jacq
(Euphorbiaceae)

Doenga de Chagas e
leishmaniose

O dleo essencial da folha de C. linearis apresentou
notavel atividade contra L. amazonensis, atividade
moderada contra T. cruzi e atividade fraca contra
P. aureginosa.

Inula chritmoides L. (Asteraceae) e
Spergularia rubra (L.) J. Presl & C.
Presl| (Caryophyllaceae) e outras

Leishmaniose

Os extratos em acetona e diclorometano de I.
chritmoides e S. rubra apresentaram atividade anti
L. infantum in vitro e propriedades antiinflamatérias

importantes.

Psidium guineense Sw. (Myrtaceae
Juss.)

Tuberculose

O ¢leo essencial de P. guineense e o espatulenol
(constituinte majoritario) apresentaram atividade
antimicobacteriana moderada.

Aloysia gratissima (Gillies & Hook.)
Tronc. (Verbenaceae J.St.-Hil.)

Leishmaniose

O ¢leo essencial de A. gratissima (AgEO) e o
guaiol, o principal sesquiterpeno constituinte do
6leo, podem ser candidatos promissores para o

desenvolvimento de drogas antileishmania.

Carapa guianensis
Aubl. (Meliaceae A.Juss.)

Leishmaniose

O o¢leo da semente de C. guianensis ndo
apresentou atividade antileishmania e trés fragdes
de dleo ricas em limondides demonstraram
atividade contra promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis. A atividade anti-
Leishmania das fragdes ricas em limondides de C.
guianensis pode ser atribuida aos limondides 113-
hidroxiedunina e 6a, 11B-diacetoxedunina
detectados na analise quimica.

Excoecaria lucida Sw
(Euphorbiaceae)

Doenca de Chagas

Acido elégico, estigmasterol-3-O--D-
glucopiranosideo e sitosterol-3-O-3-D-
glucopiranosideo séo relatados pela primeira vez
em folhas de E. lucida Sw., bem como seus
estudos de atividade bioldgica, apoiando novas
investigagdes para o tratamento da doenca de
Chagas.

Orbignya phalerata Mart.
(Arecaceae Schultz Sch.)

Leishmaniose

Microparticulas carregadas com extrato aquoso do
mesocarpo de babagu podem ser Uteis para o
direcionamento de drogas no tratamento da
leishmaniose, devido ao efeito imunomodulador na
polarizagao de macréfagos e ao aumento da
eficacia como produto anti-Leishmania apos a
microencapsulagao.
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Manilkara subsericea (Mart.)
Dubard (Sapotaceae Juss.),
Neomitranthes obscura (DC.)
N.Silveira (Myrtaceae Juss.) e
Eugenia sulcata Spring ex Mart.
(Myrtaceae Juss.)

Doenca de chagas

Trés (entre 6 extratos vegetais brutos) de M.
subsericea e N. obscura inibiram a proliferagédo de
T. cruzi . Trés substancias isoladas (quercetina,
miricetina e acido ursolico) desses 3 extratos
brutos inibiram a proliferagéo de epimastigotas e
causaram baixa toxicidade as células de
mamiferos. A quercetina foi a substancia isolada
com melhor atividade antiprotozoaria.

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.)
L.P.Queiroz (Fabaceae Lindl.)

Leishmaniose

A analise quimica demonstrou que o extrato
metandlico dos frutos contém altos niveis de
compostos fendlicos. Os resultados apontam para
uma possivel terapia alternativa para leishmaniose
cutanea utilizando fitoterapicos.

Norantea brasiliensis Choisy
(Marcgraviaceae Bercht. & J.Presl)

Dengue

O extrato bruto de etanol das folhas apresentou o
melhor efeito antiviral e uma fragao derivada em
diclorometano apresentou efeito imunomodulador
nas citocinas inflamatérias e antiinflamatérias.

Eugenia pitanga (O.Berg) Nied.(
Myrtaceae Juss.)

Leishmaniose

Apresentou dados preliminares sobre a atividade

antileishmania in vitro do 6leo essencial de folhas

frescas de E. pitanga contra formas promastigotas
de Leishmania amazonensis.

Extrato de prépolis

Leishmaniose

Os extratos de propolis exibiram efeito
leishmanicida contra os dois estagios de
L. braziliensis. A baixa toxicidade celular e o
eficiente efeito microbicida dos extratos alcoolicos
ou glicdlicos de prépolis os tornam candidatos a
um tratamento aditivo para a leishmaniose
tegumentar.

Uncaria guianensis (Aubl.)
J.F.Gmel. (Rubiaceae Juss.)

Dengue

Os extratos hidroalcodlicos de folhas e casca de U.
guianensis apresentaram efeitos antivirais e
imunomoduladores para dengue e possivelmente
uma atividade protetora de hepatdcitos, sendo
potenciais candidatos para o desenvolvimento
futuro de um tratamento da dengue.

Mentha hirsuta Huds. (Lamiaceae
Martinov)

Esquistossomose

As analises demonstram a eficacia da
Rotundifolona, como um composto candidato
com efeitos in vitro significativos contra vermes
adultos de S. mansoni.

Luehea ochrophylla Mart.
(Malvaceae Juss.)

Doenca de chagas

Constituintes das cascas do caule de L.
ochrophylla (friedelina, B-friedelinol, lupeol,
pseudotaraxasterol, 3-sitosterol, acido betulinico,
taraxasterol, (-) - epicatequina, B-sitosterol-3-O-3-d
-glucopiranosideo e (+) - epicatequina- (48 — 8) -
epicatequina): As fragdes extrato hexanico (HE) e
diclorometano (DF) e acetato de etila (AF) exibiram
atividade antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi.

Piper diospyrifolium Kunth
(Piperaceae Giseke) e Piper
aduncum L. (Piperaceae Giseke)

Leishmaniose e
tuberculose

Oleos essenciais de P. diospyrifolium e P.
aduncum apresentaram atividade antileishmania. e
de P. rivinoides, P. cernuum e P.
diospyrifolium exibiu atividade moderada contra
o Mycobacterium tuberculosis. Esses resultados
séo relevantes e sugerem seu potencial para fins
terapéuticos.

Allophylus edulis (A. St.-Hil., A.
Juss. & Cambess.) Radlk.
(Sapindaceae)

Tuberculose (e outras
doengas)

O dleo essencial de folhas frescas de A. edulis e o
seu principal constituinte, viridiflorol, exibiram
atividades bioldgicas, como antimicobacteriana
(Mycobacterium tuberculosis), antiinflamatoria e
antioxidante.
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Juncus acutus L. (Juncaceae Juss.)

Doenca de Chagas

O extrato de diclorometano da raiz de J. acutus
mostrou atividade anti-Trypanosoma cruzi. Uma
fracad deste extrato, contendo apenas um
composto puro (juncunol), apresentou atividade
antiparasitaria.

Aniba riparia (Ness) Mez
(Lauraceae Juss.)

Leishmaniose

A riparina A, estruturalmente representada como o
nucleo fundamental de todas as riparinas da
Amazbnia, revelou promissora atividade biologica
e notavel agao leishmanicida in vitro.

Piper rivinoides Kunth (Piperaceae
Giseke)

Leishmaniose

Os resultados biolégicos mostraram o conocarpan
(compostos isolados puros das folhas) como o
composto mais ativo e com menor citotoxicidade
dentre todos os compostos testados.

Matricaria recutita L. (Asteraceae
Bercht & J.Presl), entre outras

Leishmaniose

A apigenina, presente em varias fontes vegetais,
incluindo a M. recutita demonstrou eficacia in vitro
e in vivo (camundongos) contra Leishmania
amazonensis, mostrando biodisponibilidade oral e
reduzindo significativamente o tamanho das lesées
e a carga parasitaria sem alterar os marcadores de
toxicidade soroldgica.

Cissampelos sympodialis Eichler
(Menispermaceae A.Juss.)

Dengue

O extrato hidroalcodlico da folha pode atenuar a
infecgdo do virus da dengue ao inibir o aumento de
mediadores pré-inflamatérios e a produgao de
proteina 1 nao estrutural induzida pelo virus da
dengue.

Morinda citrifolia Linn. (Rubiaceae
Juss.)

Leishmaniose

O suco de fruta de M. citrifolia foi ativo contra L.
infantum no modelo in vitro e tem um futuro
potencial para o tratamento contra a leishmaniose.

Mentha hirsuta Huds. (Lamiaceae
Martinov)

Esquistossomose

O dleo essencial M. hirsuta causou extenso dano
ultraestrutural a vermes adultos de S. mansoni.

Combretum leprosum Mart.
(Combretaceae R.Br.)

Leishmaniose

O composto 3 3, 6 B, 16 B - trihidroxilup-20 (29) -
eno foi isolado e do extrato etandlico
de flores de C. leprosum possui a atividade
antiinflamatéria e pode servir como uma
ferramenta para o tratamento da leishmaniose no
futuro.

Croton cajucara Benth
(Euphorbiaceae Juss.)

Leishmaniose

Os diterpenos clerodano, trans-desidrocrotonina
(DCTN), trans-crotonina (CTN) e acido
acetilaleuritélico (AAA) obtidos da casca em p6 de
C. cajucara mostraram efeitos antileishmania in
vitro promissores contra L. amazonensis,
especialmente o DCTN sem toxicidade
macrofagica até a concentragdo testada. Além
disso, a agéo sobre a enzima tripanotiona redutase
revelou um possivel mecanismo de agao.

Physalis angulata L. (Solanaceae
A.Juss.)

Doenga de Chagas

O extrato etandlico concentrado de P. angulata
apresenta composigao rica em Fisalinas. Neste
estudo, o extrato etandlico apresentou atividade
antiparasitaria contra o T. cruzi, causando morte

celular por necrose e apresentando atividade
sinérgica com o benznidazol. Esses achados
foram reforgados pela eficacia observada do
extrato etandlico concentrado de P. angulata na
redugéo da carga parasitaria em camundongos T.
cruzi. Portanto, isso representa uma importante
fonte de produtos naturais antiparasitarios.
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Garcinia brasiliensis Mart.
(Clusiaceae Lindl.)

Esquistossomose

O composto isolado 7-epiclusianona mostrou-se
como um composto esquistossomicida promissor.

Croton lechleri Mull. Arg.
(Euphorbiaceae Juss.)

Leishmaniose

O extrato do latex de C. lechleri (sangue de
dragéo) apresentou eficacia in vitro em todas as
concentragdes testadas para L. amazonensis e

para L. guyanensis.

Aspidosperma ramiflorum Mull.Arg.

(Apocynaceae Juss.)

Malaria

Seis dos sete extratos vegetais de A. ramiflorum
testados foram ativos em baixas doses in vitro
contra o Plasmodium falciparum. Os extratos
vegetais de A. ramiflorum e os compostos
purificados apresentaram baixa toxicidade in vitro.
E provavel que esta espécie de planta seja util no
desenvolvimento de um medicamento antimalarico.

Annona vepretorum Mart.
(Annonaceae Juss) e Annona
squamosa L. (Annonaceae Juss.)

Doenga de Chagas e
malaria

Os 6leos essenciais demonstraram potente
atividade tripanocida e antimalarica.

Matricaria chamomilla L.
(Asteraceae Bercht. & J.Presl)

Leishmaniose

O (-) a-bisabolol, oriundo de varias fontes vegetais,
incluindo a M. chamomiilla, possui propriedades
antileishmania promissoras, pois pode atuar contra
as formas promastigotas e penetrar na célula,
sendo também ativo contra as formas amastigotas.

Baccharis platypoda DC.
(Asteraceae Bercht. & J.Presl)

Leishmaniose

O extrato etandlico bruto das folhas de B. platypoda
possui atividade leishmanicida. Os diterpenos do
tipo clerodano sédo onipresentes no género
Baccharis.

Arrabidaea brachypoda (DC.)
Bureau (Bignoniaceae Juss.)

Doenca de Chagas

O estudo revelou que dois flavonoides diméricos
representam potenciais compostos lideres anti- T.
cruzi para o desenvolvimento de drogas.

Lippia pedunculosa Hayek
(Verbenaceae J.St.-Hil.)

Doenca de Chagas

Os monoterpenos rotundifolona e (R) -limoneno
compostos majoritarios do 6leo essencial das
folhas de L. pedunculosa, e o constituinte menor
piperitenona, apresentaram resultados
significativos ccontra T. cruzi, sendo o
Rotundifolona o composto mais ativo dentre todos.

Mangifera indica L. (Anacardiaceae
R.Br.)

Leishmaniose

Os resultados demonstraram que os 6leos
essenciais de M. indica podem destruir L.
amazonensis e inibir o crescimento de células
tumorais.

Pilocarpus spicatus A.St.-Hil. (
Rutaceae A.Juss.)

Doenga de Chagas

Os extratos hexanico e metandlico de folhas e
raizes apresentaram atividade tripanomicida in
vitro.

Myrcia rotundifolia (O.Berg)
Kiaersk. (Myrtaceae Juss.)

Doenga de Chagas

O triterpeno acido arjundlico reduziu a proliferagéo
in vitro do epimastigota do T. cruzi. Os derivados
éster metilico e tri-acetilados tiveram atividade
tripanocida potencializada indicando que produtos
naturais modificados sinteticamente constituem
ferramentas valiosas na quimioterapia
antiparasitaria.

Bocageopsis multiflora (Mart.)
R.E.Fr. (Annonaceae Juss.)

Leishmaniose

O oleo essencial de B. multiflora apresentou
atividade significativa contra formas promastigotas
de L. amazonensis.

Mitracarpus frigidus (Willd. ex
Roem. & Schult.) K.Schum.

(Rubiaceae Juss.)

Esquistossomose

O extrato metanolico da parte aérea de M. frigidus
mostrou atividade esquistossomicida in vitro. In vivo

reduziu significativamente a contagem total de
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vermes, mostrando uma diminui¢gdo no peso do
figado e do bago. Além disso, foi observada uma
reducéo significativa na densidade do granuloma e
nao houve alteragdes na fungao hepatica de
camundongos.

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton
& P.Wilson (Verbenaceae J.St.-Hil.)

Criptococose (e
Candida)

A fragéo butanol do extrato de L. alba apresentou
atividade contra C. glabrata, mas n&o para outras
espécies de Candida ou Cryptococcus.

Physalis angulata L. (Solanaceae
A.Juss.)

Leishmaniose

O extrato etandlico concentrado de P. angulata
permitiu isolar quatro tipos de fisalinas. Além disso,
verifiou que o extrato etandlico concentrado de P.
angulata é ndo mutagénico e apresentou um efeito
farmacolégico promissor contra parasitas
Leishmania.

Uncaria tomentosa (Willd. ex
Roem. & Schult.) DC. (Rubiaceae
Juss.)

Dengue

Uma fragéo alcaléide da casca de U. tomentosa
apresentou atividades antiviral e imunomoduladora e
pode ser potencialmente util no tratamento
preventivo da dengue grave.

Croton cajucara Benth.
(Euphorbiaceae Juss.)

Leishmaniose

O ¢leo essencial de C. cajucara (sacaca vermelha),
rico em seu constituinte principal 7-
hidroxicalameneno é uma fonte promissora de
compostos leishmanicidas.

Mentha hirsuta Huds. (Lamiaceae
Martinov)

Esquistossomose

Os resultados sugerem que o 6leo essencial de
M.hirsuta apresenta eficacia esquistossomicida.

Vanillosmopsis arborea (Gardner)
Baker (Asteraceae Bercht. &
J.Presl)

Leishmaniose

O 6leo essencial de V. arborea e seu principal
composto a -bisabolol, mostraram atividade
leishmanicida in vitro contra Leishmania
amazonensis. Nenhum dos produtos mostrou
qualquer citotoxicidade nos macréfagos tratados.

Copaifera spp. (Fabaceae Lindl.)

Leishmaniose

O estudo apontou o B-cariofileno como um composto
antileishmania eficaz e também seu papel como
potencial marcador quimico em dleos de copaiba ou
fracdes deles derivadas, visando maior
desenvolvimento desta matéria-prima florestal para
o tratamento da leishmaniose.

Cecropia pachystachya Trécul
(Urticaceae Juss.)

Leishmaniose

O extrato etandlico de C. pachystachya contém
compostos bioativos que reduzem o crescimento de
promastigotas de L. amazonensis.

Xylopia frutescens Aubl.
(Annonaceae Juss.) e Xylopia
laevigata (Mart.) R.E.Fr.
(Annonaceae Juss.)

Doenca de Chagas

Oleos essenciais obtidos de folhas de X. frutescens
e X. laevigata -apresentaram atividade tripanocida
significativa contra diferentes formas de T. cruzi que
podem ser atribuidas a alta concentragao cariofileno
e germacreno D, confirmando as espécies de
Annonaceae como fonte natural de compostos
biologicamente
ativos com propriedades antiprotozoarias.

Mitracarpus frigidus (Willd. ex
Roem. & Schult.) K.Schum.
(Rubiaceae Juss.)

Leishmaniose e
Criptococose (e outras
doengas)

Oleo essencial de M. frigidus mostrou um forte efeito
antifungico contra Cryptoccocus neoformans e
Candida albicans e atividade expressiva contra as
formas promastigotas de L. major e L. amazonensis.
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Eremanthus erythropappus (DC.)
MacLeish (Asteraceae Bercht. &
J.Presl)

Esquistossomose

Os resultados sugerem que os extratos de
diclorometano e hexano de E. erythropappus
apresentaram atividade esquistossomicida e podem
ser Uteis no desenvolvimento de novas drogas
esquistossomicidas.

Baccharis dracunculifolia DC.
(Asteraceae Bercht. & J.Presl)

Paracoccidioidomicose

Quatro compostos isolados (acido ursélico,
linolenato de metila, éxido de cariofileno e trans-
nerolidol) mostraram as atividades bioldgicas, e

esses compostos podem afetar a superficie celular e
o crescimento de isolados de P. brasiliensis).

Lippia sidoides Cham.
(Verbenaceae J.St.-Hil.), Lippia
origanoides Kunth (Verbenaceae
J.St.-Hil.), Chenopodium
ambrosioides L. (Amaranthaceae
A.Juss.), Ocimum gratissimum L.
(Lamiaceae Martinov), Justicia
pectorales Jacq
(Acanthaceae) e Vitex agnus-
castus L. (Lamiaceae Martinov)

Doenga de Chagas

Todos os 6leos essenciais testados demonstraram
efeito inibitério no crescimento e sobrevivéncia do
parasita. Os dleos essenciais de L. sidoides e L.
origanoides foram os mais eficazes contra as formas
tripomastigota e amastigota,
respectivamente. Nenhum efeito citotdxico
significativo foi observado em macréfagos
peritoneais de camundongos.

Aspidosperma ramiflorum Mull.Arg.
(Apocynaceae Juss.)

Leishmaniose

Os compostos isolados das folhas, ramiflorinas A e
B (sdo alcaldides diméricos corinantoides),
apresentaram atividade anti-leishmania. Este estudo
demonstrou a utilidade do extrato alcaldide das
folhas como alternativa promissora ao uso da casca
do caule de A. ramiflorum, para a obtencao dos
compostos bioativos.

Piper duckei C.DC. (Piperaceae
Giseke) e Piper demeraranum
(Mig.) C.DC. (Piperaceae Giseke)

Leishmaniose

Os principais constituintes encontrados no 6leo
essencial de P. demeraranum foram limoneno e 3-
elemeno e no 6leo de P. duckei os principais
componentes encontrados foram germacreno D e
trans- cariofileno. Os 6leos de P. demeraranum e P.
duckei exibiram atividade biolégica contra duas
espécies de Leishmania, sendo o 6leo essencial de
P. duckei o mais ativo.

Annona mucosa Jacq.
(Annonaceae Juss.)

Leishmaniose

A investigagao fitoquimica do extrato de
diclorometano revelou a presenga dos alcaldides
oxoaporfinas: arterospermidina e da liriodenina. O

extrato de diclorometano das folhas foi o mais ativo
contra Leishmania spp.

Kielmeyera variabilis Mart. & Zucc.
(Calophyllaceae J.Agardh)

Leishmaniose

Foram isoaldos seis flavondides e um triterpeno de

tremogo. Destes, apenas a quercitrina foi capaz de

inibir o crescimento da forma amastigota-like de L.
amazonensis.

Unonopsis guatterioides (A.DC.)
R.E.Fr. (Unonopsis guatterioides) e
Unonopsis duckei R.E.Fr.
(Annonaceae Juss.)

Leishmaniose

Tanto U. duckei como U. guatterioides tém uma
atividade leishmanicida significativa. Todas as
fracdes alcaldides de galhos, cascas e folhas de U.
guatterioides foram classificadas como altamente
ativas. O conhecimento prévio da quimica da
espécie U. guatterioides reforga a ideia da
potencialidade dos alcaldides aporfinicos no
combate & leishmaniose.

Cissampelos sympodialis Eichler
(Menispermaceae A.Juss.)

Leishmaniose

A warifteina, um alcaloide bisbenzilisoquinolina,
isolada de C. sympodialis. inibiu o crescimento
de promastigotas de L. chagasi in vitro.

286

Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2022; Supl.(2): 267-292 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


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

Desenvolvimento de novos derivados de plantas medicinais para doencas

negligenciadas: uma analise bibliométrica

Ferreira Neto, Santos e Tellis

Piper carniconnectivum C.DC.
(Piperaceae Giseke)

Leishmaniose

O derivado da ciclopentenediona (2- [1-hidroxi-3-
fenil- (Z, 2 E ) -2-propenilideno] -4-metil-4-
ciclopenteno-1,3-diona) isolado das raizes de P.
carniconnectivum inibiu o crescimento
de promastigotas de L. amazonensis e nédo afetou a
viabilidade dos macréfagos.

Caesalpinia echinata Lam.
(Fabaceae Lindl.)

Leishmaniose

A investigagéo levou ao isolamento de cinco novos
diterpenos de cassana junto com o conhecido acido
lambertianico. Trés dos compostos isolados inibiram
o crescimento de formas semelhantes a amastigotas
de Leishmania amazonensis sem afetar as células
mononucleares obtidas do sangue periférico
humano.

Lippia sidoides Cham.
(Verbenaceae J.St.-Hil.)

Leishmaniose

O monoterpeno timol oxigenado foi o principal
constituinte encontrado no 6leo essencial de L.
sidoides. O ¢leo essencial bruto e timol mostraram
atividades significativas contra as formas
promastigotas de L. amazonensis.

Lippia lacunosa Mart. & Schauer
(Verbenaceae J.St.-Hil.)

Tuberculose

Sete metoxiflavonas e um triterpeno foram isolados
do extrato de diclorometano das folhas de L.
lacunosa e avaliados contra M. tuberculosis. O
composto mais ativo foi 3'- O -metil-eupatorina
seguido por cirsimaritina, eupatilina e eupatorina.

‘Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
0O.Berg (Myrtaceae Juss.)

Leishmaniose/
Paracoccidioidomicose

O extrato etandlico das folhas rendeu dezesseis
fragdes. Cinco compostos foram isolados e
ensaiados. As chalconas tiveram atividade para
todos os ensaios biologicos. Quercitrina e a
guaijaverina exibiram apenas atividade
leishmanicida.

Ocotea duckei Vattimo-Gil
(Lauraceae Juss.)

Leishmaniose

A yangambina (furofurano lignano) produz efeitos
citotdxicos e citostaticos contra Leishmania in vitro,
desencadeando o processo de morte celular
programada caracteristico de eventos apoptoticos e
autofagicos.

Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae R.Br.)

Paracoccidioidomicose

As partes aéreas de S. terebinthifolius forneceram
dois compostos antifungicos ativos sobre P.
brasiliensis: schinol e novo bifenil identificado como
4'-etil-4-metil-2,2 ', 6,6' -tetra-hidroxi [1,1'-bifenil] -
4,4'-dicarboxilato.

Inga spp. Mill. (Leguminosae
Juss.), Schinus terebinthifolius
Raddi (Anacardiaceae R.Br.),
Punica granatum L. (Lythraceae
J.St.-Hil.), Alternanthera brasiliana
(L.) Kuntze (Amaranthaceae
A.Juss.), Piper regnellii (Miq.)
C.DC. (Piperaceae Giseke), Piper
abutiloides Kunth (Piperaceae
Giseke), Herissantia crispa (L.)
Brizicky (Malvaceae Juss.), Rubus
urticaefolius Poir (Rosaceae Juss.),
Rumex acetosa L. (Polygonaceae
A. Juss.) e Baccharis
dracunculifolia DC. (Asteraceae
Bercht. & J.Presl)

Paracoccidioidomicose

As fragdes de hexano de extratos hidroalcodlicos
de P. regnellii foram os mais ativos contra o P.
brasiliensis. Os principais componentes de B.
dracunculifolia foram hidrocinamato de etila e

espatulenol, enquanto os principais componentes da
fragdo hexanica de P. regnellii foram 1-metoxi-4- (1-
propenil) benzeno e apiol.

Piper tuberculatum Jacq.
(Piperaceae Giseke)

Leishmaniose

O acido 3,4,5-trimetoxi-dihidrocinamico (TMPP)
apresentou efeito leishmanicida dose dependente
para as formas promastigotas de L. amazonensis.
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Piper claussenianum (Mig.) C.DC.
(Piperaceae Giseke)

Leishmaniose

Os sesquiterpenos foram os principais constituintes
da fracao volatil das folhas secas. Porém,
monoterpenos foram identificados em maior
quantidade nas inflorescéncias secas. O 6leo
essencial das folhas frescas de P. claussenianum,
rico em (E)-nerolidol, apresentou inibigao efetiva do
crescimento de L. amazonensis.

Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
O. Berg (Myrtaceae Juss.)

Leishmaniose

Observou-se que oito fragdes do extrato bruto foram

ativas contra L. amazonensis. As fracdes F11 e F12

dos extratos etandlicos de B. salicifolius foram ativas
contra células amastigotas de L. amazonensis.

Lantana trifolia L. (Verbenaceae

J.St.-Hil.) e
Lantana fucata Lindl. (Verbenaceae
J.St.-Hil.)

Tuberculose

L. trifolia e L. fucata renderam 6leos essenciais ricos
em sesquiterpenos e exibiram atividade
antimicobacteriana in vitro.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf.
(Poaceae Barnhart),
Lippia sidoides Cham
(Verbenaceae J.St.-Hil.) e
Ocimum gratissimum L.
(Lamiaceae Martinov)

Leishmaniose

O ¢dleo essencial de C. citratus , L. sidoides e O.
gratissimum inibiu o crescimento de L.
chagasi (promastigotas), sendo o 6leo do C.
citratus mais eficaz entre os trés 6leos testados. O
dleo de C. citratus contém geranial e neral como
constituintes principais. Eugenol e 1,8-cineol foram
prevalentes no 6leo de O. gratissimum. O dleo
essencial obtido das folhas de L. sidoides
apresentou timol como principal constituinte.

Anemia tomentosa var.
anthriscifolia (Schrad.) Mickel
(Anemiaceae)

Tuberculose

Foram identificados em grandes quantidades
diferentes tipos de sesquiterpenos de triquinano. O
Oleo essencial de A. tomentosa var.
anthriscifolia apresentou atividade contra M.
tuberculosis.

Propolis brasileira

Doenga de Chagas

O estudo reforga a relevancia do acido cumarinico e
derivados, especialmente os prenilados e também
dos acidos cafeoliquinicos sobre a atividade
bioldgica da propolis brasileira.

Uncaria tomentosa (Willd. ex
Roem. & Schult.) DC. (Rubiaceae
Juss.)

Dengue

Os efeitos antivirais e imunomoduladores in vitro
dos alcaloides oxindol pentaciclicos de U.
tomentosa exibiram novas propriedades em relagao
aos procedimentos terapéuticos na dengue e podem
ser investigados como um candidato promissor para
aplicagao clinica.

Cabralea canjerana (Vell.) Mart.
subsp. canjerana (Meliaceae
A.Juss.)

Tuberculose

O extrato diclorometano de folhas de C.
canjerana apresentou atividade contra M.
tuberculosis.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf
(Poaceae Barnhart)

Doenca de Chagas

O o6leo essencial de capim-limao € eficaz contra T.
cruzi (tripomastigotas e amastigotas), sendo que seu
principal componente, o citral, é responsavel pela
atividade tripanocida.

Achillea millefolium L.
(Anthemideae Cass.),
Syzygium aromaticum (L.) Merr. &
L.M.Perry (Myrtaceae Juss.) e
Ocimum basilicum L. (Lamiaceae
Martinov)

Doenga de Chagas

O tratamento com 6leos e constituintes demonstrou
inibir o crescimento do parasita, sendo o 6leo
essencial de cravo (seu principal constituinte é o
eugenol) o mais eficaz.

Aspidosperma ramiflorum Mull.Arg.
(Asclepiadaceae Turcz.)

Leishmaniose

A fragéo alcaldide basica apresentou boa atividade
contra a forma extracelular (promastigotas)
de L. amazonensis. A analise quimica o extrato
alcaloide identificou os alcaldides ramifloro A e
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ramifloro B que também mostraram atividade
significativa contra L. amazonensis.

Propolis brasileira e Propolis da
Bulgaria

Leishmaniose

Considerando as diferengas quimicas entre os
extratos de propolis e o comportamento dos
parasitas, foram observadas diferencgas significativas
nas atividades leishmanicidas. Uma andlise geral
mostrou que, para todas as espécies avaliadas, os
extratos bulgaros (predominancia de flavonoides)
foram mais ativos do que o extrato brasileiro em
etanol.

Annona foetida Mart. (Annonaceae
Juss.)

Leishmaniose

Foram isolados e identificados quatro alcaléides, a
saber, dois alcaldides pirimidina-B-carbolina (1e 2)
e dois alcaldides oxoaporfina ( 3 e 4 ). Todos os
compostos exibiram atividade antileishmania in vitro
contra formas promastigotas de L. braziliensis.

Aspidosperma ramiflorum Mull.Arg.
(Apocynaceae Juss.)

Leishmaniose

O extrato alcaloide de A. ramiflorum foi muito mais
eficaz contra L. (L.) amazonensis (DL50 <47 pg/ ml)
do que L. (V.) braziliensis.

Propolis brasileira e Propolis da
Bulgaria

Doenca de Chagas

Apesar da diferenga na composigao dos extratos
etandlicos de prépolis do Brasil, os principais
compostos bioativos sdo acidos fendlicos,
terpendides especificos e derivados prenilados e da
Bulgaria (rico em flavonoides e derivados do acido
caféico), os dois extratos foram ativos contra T.
cruzi.

Prépolis de Burgas (sudeste da
Bulgaria) e de Lovetech (oeste da
Bulgaria)

Doenga de Chagas

Os extratos etandlicos do propdlis coletados do
sudeste e oeste da Bulgaria apresentaram
composic¢do semelhante, com alto teor de

flavonéides, e forte atividade inibitéria contra
os epimastigotas proliferativos do T. cruzi.

Kielmeyera albopunctata Saddi
(Calophyllaceae J.Agardh)

Doenca de Chagas

Tanto o extrato de CH2CI2 da casca do caule de K.
albopunctata, quanto dois compostos cumarinicos
isolados (1 e 3) mostraram atividade tripanocida
significativa quando testados a 500 pg / mL,
matando 99, 100 e 98% dos parasitas,
respectivamente.

Proépolis

Doenca de Chagas

Os compostos fendlicos isolados foram ativos contra
T. cruzi, contra quatro espécies de bactérias e
induziram efeito relaxante em traquéias isoladas de
cobaias. Mais investigacdes séo necessarias,
incluindo estudos fitoquimicos e biolégicos, a fim de
esclarecer a origem da propolis brasileira (fontes
vegetais) e suas atividades farmacolégicas.

Fonte: autores.

Apesar da estratégia de busca utilizada nesta pesquisa, estar limitada aos termos descritos no QUADRO 1

da metodologia deste trabalho, os resultados encontrados apontam para crescimento da producao cientifica

do tema. Todavia, vale destacar que ainda existem muitos desafios impostos as instituicdes brasileiras que

atuam em P&D de novos derivados de plantas medicinais para doengas negligenciadas. Nos ultimos anos,

convive-se no Brasil com um declinio do investimento publico nacional em ciéncia e tecnologia23. Em P&D

voltadas para doengas negligenciadas, um estudo recente revelou a falta de correlagdo entre o nimero de

publicagdes, o financiamento e a carga de doengas para doencas negligenciadas prioritarias no Brasill2],
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E, especificamente, na area de desenvolvimento de medicamentos derivados da biodiversidade brasileira,
ha um reconhecido atraso tecnoldgico nacional®l. Questdes relacionadas a regulamentagdo do acesso e
da reparticdo de beneficios advindos dos recursos da biodiversidade tém sido apontadas como

desencorajadoras para a P&D de novos produtos da biodiversidade brasileiralf!

Conclusao

Nas ultimas duas décadas houve um aumento na produgdo de conhecimento sobre desenvolvimento de
novos derivados de plantas medicinais para doencgas negligenciadas, com relevante participagao de

autores, instituicdes e financiamentos publicos brasileiros, incluindo a contribuicdo da Fiocruz.

Embora os resultados apontem para crescimento da produgéo cientifica do tema, é relevante observar que
a despeito da concentragao de esforgos em P&D de novos medicamentos para doengas negligenciadas, a
lacuna entre a carga dessas doengas no mundo e o desenvolvimento de novos medicamentos persiste, e

poucos novos agentes terapéuticos tornaram-se de fato disponiveis nos ultimos anos.

E imperativo a implementacdo de estratégias futuras de pesquisa e de financiamento que promovam maior
producéo cientifica e que propiciem a tradugéo da pesquisa basica para a pratica clinica. Sugere-se, entre
outras agdes, a promogao das politicas de acesso aberto e compartilhamento irrestrito de informagdes em
pesquisa, o fortalecimento do financiamento global da P&D para doengas negligenciadas e o fomento a
parcerias entre instituicdes de pesquisa, universidades e empresas privadas como partes da construgéo de
uma solucdo rumo ao desenvolvimento de novos medicamentos para doengas negligenciadas.
Especificamente no Brasil, € urgente a reversao do declinio do investimento publico nacional em ciéncia e

tecnologia e a construgcdo de um ambiente regulatério capaz de estimular P&D de derivados da biodiversidade.

Os novos derivados de plantas medicinais mostrados neste estudo possuem potencial para compor um
novo arsenal terapéutico no combate as doengas negligenciadas e, embora exista a possibilidade de
nenhuma delas de fato se tornar um medicamento, o investimento em P&D de derivados da biodiversidade
pode impulsionar o desenvolvimento das capacidades tecnoldgicas e aumentar a possibilidade de se

encontrar farmacos inovadores no futuro.

Sabemos que o desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas € apenas um dos desafios a serem
enfrentados para eliminacdo de doencgas negligenciadas no mundo, contudo a pesquisa de descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos para doengas negligenciadas possibilita encontrar solugbes que

no futuro evitardo a dor de tantos brasileiros que sofrem e morrem devido a essas doengas.
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Resumo

A utilizagao de produtos naturais no desenvolvimento de novos farmacos tem sido amplamente discutida
nos ultimos 50 anos. Nesse sentido, a biodiversidade de diversos paises influencia de maneira significativa
na descoberta de novas moléculas bioativas, como os quimioterapicos de origem natural vimblastina e taxol.
A bioprospecgéo, que se refere a coleta de novas espécies vegetais para serem testadas em modelos de
screening e, posteriormente, em técnicas analiticas, gera diversas moléculas cujas atividades podem
configurar potenciais agdes biolégicas no tratamento de diferentes enfermidades, como o cancer. Sob essa
perspectiva, o presente trabalho tem como objetivo relacionar os modelos de screening, como o High
Content Screening, o High Throughput Screening e a Triagem Virtual, na descoberta de novas moléculas.
Além de analisar comparativamente instituicbes, legislagdes e os investimentos financeiros de diferentes
paises, no estudo e no desenvolvimento de novos compostos de origem naturais. Desse modo, foi possivel
concluir que, apesar de existirem esforgcos consideraveis para o aproveitamento da biodiversidade no
avancgo da ciéncia, estes ainda apresentam diversas dificuldades, principalmente no Brasil, o qual nunca
estabeleceu um programa expressivo, em nivel nacional ou contrato para implantar uma rede nacional de

bioprospecc¢éo no pais, conforme ocorreu em outras nagdes citadas.

Palavras-chave: Anticancer. Screening. Biodiversidade. Bioativos. Bioprospecgéo.

Abstract

The use of natural products in the development of new drugs has been widely discussed in the last 50 years.
In this sense, the biodiversity of several countries significantly influences the discovery of new bioactive
molecules, such as the chemotherapeutic agents of natural origin vinblastine and Taxol. Bioprospecting,
which refers to the collection of new plant species to be tested in screening models and subsequently in
analytical techniques, generates several molecules whose activities may configure potential biological

actions in the treatment of different diseases, such as cancer. Under this perspective, the present work aims
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to relate the screening models High Content Screening, High Throughput Screening and Virtual Screening,
in the discovery of new molecules. In addition, comparatively analyzing institutions, legislations and financial
investments in the study and development of natural’s products according to their biodiversity. It was
concluded that, although there are efforts for the use of biodiversity in the advancement of science, they still
have several difficulties, especially Brazil, which has not presented an expressive program or contract in

bioprospecting as the other nations mentioned.

Keywords: Anticancer. Screening. Biodiversity. Bioactive. Bioprospecting.

Introducgao

Desde o inicio da civilizagao, os recursos naturais sdo usados como o objetivo de melhorar o nivel de vida
do ser humano. Porém, quando o propdsito e o resultado sdo de natureza comercial, a expressao
introduzida em 1989, atribuida pelo quimico economista Thomas Eisner através do artigo Prospecting for
Nature’s Chemical Riches, a prospeccao quimica foi redefinida em 1993 como prospecgdo da

biodiversidade™, podendo ser considerada uma atividade recente.

Desta forma, o termo Bioprospecgéo é definido como a busca sistematica, classificacdo e investigagdo de novas
fontes de compostos quimicos, genes, proteinas e outros produtos que possam ter potencial e/ou valor econdémico

e levar ao desenvolvimento de um produto onde se encontram os componentes da biodiversidade24l,
A importancia dos recursos naturais como inspiragido para o desenvolvimento de novas moléculas

De acordo com Newman e Cragg®, os produtos naturais continuam sendo grande fonte de inspiragdo para
a descoberta de novas drogas. Na terapia anticancer, 41% das drogas antitumorais aprovadas foram
inspiradas na natureza. Assim, os produtos naturais continuam sendo importante fonte de origem de novas
estruturas e poderdo ser fonte de inspiragdo de novas moléculas ou de novos mecanismos de agol®. E
possivel destacar quimioterapicos usados no tratamento do cancer oriundos da natureza como a

vimblastina, vincristina, etoposide e o paclitaxell2.

A partir desses, novos analogos, assim como drogas conjugadas com anticorpos, vém sendo desenvolvidos para
melhorar a solubilidade e a especificidade. Desse modo, a descoberta de novas moléculas bioativas permanece

importante para identificar novos templates de moléculas candidatas a novas drogas terapéuticast.

Nesse contexto, existem 17 paises que concentram 70% da biodiversidade do planeta, sendo reconhecido
pelo Centro Mundial de Conservagao e Monitoramento como paises megadiversos, os quais sdo: Australia,
Brasil, China, Coldmbia, Republica Democratica do Congo (RDC) (ex-Zaire), Equador, India, Indonésia,
Madagascar, Malasia, México, Papua Nova Guiné, Peru, Filipinas, Africa do Sul, Estados Unidos da
América e Venezuela. Essa megabiodiversidade determina a diversidade e o endemismo de espécies de

plantas superiores nos diferentes paises (FIGURA 1).

A criagdo do conceito de paises megadiversos teve como base quatro premissas, nas quais o critério foi o
principio do endemismo, primeiro no nivel de espécie e depois em niveis taxondmicos superiores, tais como
género e familia. Em relagéo a isso, para se qualificar como pais megadiverso um pais deve ter ao menos

5.000 plantas endémicas.
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O Brasil € o principal dentre os paises megabiodiversos que apresentam em seus territérios entre 15 e 20%
da biodiversidade do planeta distribuidos em um enorme patrimdnio natural. A maior diversidade de flora do
mundo esta no Brasil, com ndmero superior a 55 mil espécies descritas (22% do total no mundo), assim como

alguns dos mais ricos ecossistemas em nimero de espécies vegetais (Amazonia; Mata Atlantica e o Cerrado).

FIGURA 1: Diversidade e endemismo de espécies de plantas superiores.

60.000

@ Mede plantas EMNZde espéciesendémicas

Fonte: Elaboragéo propria a partir de dados MMA

De fato, muitas drogas em uso recorrente na terapia do cancer foram descobertas de forma racional,
baseadas nos desenhos de suas estruturas, e muitas outras foram descobertas por processos empiricos,
avaliando a atividade antineoplasica. Os primeiros programas de screening tiveram inicio a partir de uma
mostarda nitrogenada em 1940, e hoje existem acima de 50 drogas anticancer sendo utilizadas em clinicas,
em diferentes tipos de tumores®l. Ainda, &€ importante ressaltar que a maioria (60%) dos farmacos anticancer
introduzidos na terapéutica nas ultimas décadas tem sua origem nos produtos naturais. Dentre estes,
destacam-se a vimblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®); os analogos vindesina (Eldisine®) e vinorelbina
(Navelbine®); o paclitaxel (Taxol®) e o analogo docetaxel (Taxotere®); a podofilotoxina e os analogos
etoposideo (Etopophos®) e teniposideo (Vumon®); e a camptotecina e os analogos topotecano (Hycamtin®)
e irinotecano (Camptosar®). O sucesso na terapéutica anticancer ¢é refletido pelo aumento na expectativa
de vida e o movimento biocomercial de 60 bilhdes de ddélares anualmentel®. Além disso, centenas de
compostos derivados de produtos naturais estdo em fase de testes clinicos, principalmente para doengas
como o cancer e doengas infecciosas. Durante o final do ano de 2020, existiam aproximadamente 127
ensaios clinicos sendo realizados, tendo como base moléculas derivadas de plantas, sendo possivel citar
I-selenomethionine (Fase Il e 1), napabuscasin (fase /11, Il e lii), genistein (fases |, Il e I/11)), idronoxil (fases
I, Il'e I/ll) e gossypol (I/Il e Il) em diferentes tipos de cancer, de acordo com a pesquisa no Clarivate Analytics
Integrity database. O sucesso terapéutico dessas substancias estimula a procura de novos agentes

quimioterapicos derivados de produtos naturais.
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E importante ressaltar o Taxol, 0 mais emblematico exemplo de farmaco descoberto no inicio dos anos 70 e
que levou mais de 25 anos para chegar ao mercado, tendo sido aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) apenas em 1992 para o tratamento de cancer metastatico do ovario. Posteriormente, os ensaios clinicos
também demonstraram resultados encorajadores para outros tipos de cancer, como o de cabega, pescogo,
pulméo e de mama. Este medicamento contra o cancer € produzido atualmente de maneira semissintética, e
esta listado dentre os 20 medicamentos mais vendidos com cifra de US$ 1 bilhdo anual no ano de 1999 e de
USS$ 1,6 bilhdo em 2000, antes de os medicamentos genéricos aparecerem no mercadol®. Em 2002, as vendas
de Taxol e Camptotecina, um inibidor da topoisomerase |, atingiram US$ 2,75 bilhdes, o que corresponde a
um terco do mercado de drogas anticancer. Ainda, Docetaxel (Taxotere), analégo do Taxol, teve vendas de
US$ 3 bilhdes em 200919, Nesse contexto, o sucesso do Taxol é encorajador para a descoberta de novas

moléculas derivadas de substancias vegetais com vistas ao mercado.

Vale destacar que a diversidade estrutural, no entanto, ndo é a Unica raz&o pela qual os produtos naturais séo
de interesse para o desenvolvimento de novas drogas. Outra caracteristica importante é o fato deles, muitas
vezes, possuirem seletiva atividade bioldgica especifica, com base em mecanismos de acdo. Dois exemplos
excelentes s&o a inibigdo da HMG-CoA redutase (estatinas), como é o caso da lovastatina, e a promocao na
atividade da estabilizagdo da tubulina, presente no paclitaxel. Entretanto, nenhum dos exemplos citados foi

descoberto sem o produto natural conduzir a investigagdo de seus mecanismos de agao.

Desse modo, a exploragcao dos metabdlitos secundarios de organismos vivos &, certamente, um aspecto
de incontestavel valor para a ciéncia pelas suas aplicagdes farmacolégicas diretas, como protétipos de
novos farmacos ou como instrumentagédo cientifica. A importancia dos recursos naturais na medicina
moderna tem sido discutida em 3 critérios bem definidos:! a elevada introdugdo de novas entidades
quimicas, em decorréncia da larga diversidade estrutural, servindo como composto lider para semi-sintese
ou sintese total;@ o nimero de doengas tratadas ou prevenidas por estas substancias el¥; a frequéncia

dessas substancias no tratamento de doengas!l,
Visao geral dos modelos de screening para descoberta de novas moléculas

O processo de bioprospecgao gera como produto muitas moléculas com possivel agdo bioldgica para
diferentes doencas. Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos capazes de avaliar
estes produtos da bioprospeccéo de forma rapida e precisa. Por isso, os primeiros programas de triagem
de moléculas foram estabelecidos inicialmente no Sloan Kettering Institute, nos Estados Unidos, em seguida
no Chester Beatty Institute, na Inglaterra, e na Universidade de Téquio, no Japao. Posteriormente, estas
analises seguiram para a United Kingdom's Cancer Research Campaign (CRC), European Organisation for
Research on Treatment of Cancer (EORTC) e para a Japanese Foundation for Cancer Research (JFCR),

as quais tém cooperado internacionalmente na pesquisa e no desenvolvimento de novas drogas®1:12],

Desde os meados da década 50, o National Cancer Institute (NCI), localizado nos Estados Unidos, vem
coordenando o maior programa de screening e financiando o desenvolvimento de novas drogas anticancer,
com suporte do Cancer Chemotherapy National Service Center (CCNSC), com o intuito de descobrir novas
moléculas no tratamento do cancer. O principal modelo, usado nos anos iniciais deste programa do NCI,
era baseado nas linhagens leucémicas de camundongos L1210 in vivo, seguidas pela andlise em outros
tipos de tumores de roedores. A partir de 1975, o screening baseado nas células L1210 foi substituido por

um painel de tumores soélidos, que eram implantados em camundongos geneticamente imunodeprimidos
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(nude mice) para simular os tumores que eram desenvolvidos por seres humanos. Entre 1975 e 1984 ja
haviam sido testados mais de 250000 compostos, em testes de pre-screening com a linhagem P388 e em
um painel de tumores humanos, porém o resultado foi desapontador, em virtude de as moléculas

selecionadas néo terem evoluido para os estudos clinicos!3l,

Em 1985, o programa de screening no NCI mudou, sendo entado estabelecido o drug-screening programme,

que se baseia nos testes in vitro ao invés de in vivo. Esse novo programa apresentou 4 pontos importantes:
a) Abordagem em 6rgaos especificos;
b) Uso de linhagens de tumores sélidos humano;
¢) Uso de uma reduzida quantidade da molécula;

d) Foco na avaliagdo de atividade bioldgica de produtos naturais de diversas origens (plantas, organismos

marinhos e micrébios).

Em 1990, no NCI, em virtude do avango e do conhecimento da biologia do céncer, surgiram novas
abordagens de screening in vitro e foi estabelecido um novo programa de triagem de moléculas. Este novo
programa foi estruturado com um painel de 60 linhagens derivadas de 7 tipos de tumores malignos, como
o de colon retal, melanoma, cérebro, rim, pulmao, ovario e a leucemial, Como forma de avaliar as
moléculas advindas de fontes naturais frente a este painel de linhagens tumorais, estabeleceu-se que as
moléculas seriam diluidas de forma seriada em cinco diferentes concentragdes, a fim de obter-se uma curva
de concentragao-resposta. O principal método utilizado, para avaliar a citotoxicidade das moléculas
testadas, foi o SRB (Sulforodamina B), o qual realiza uma andlise de proteinas. O método do SRB foi
desenvolvido por Skehan e colaboradorest™ para avaliar o potencial citotoxico de novas moléculas em
screening de larga escala. Este método se baseia na capacidade da proteina Sulforodamina B de ligar-se
de forma eletrostatica a proteinas presentes nas células, assim podendo relacionar a intensidade de

marcagao a quantidade de células presentes!'Sl,

O resultado era baseado na determinacao da concentragéo que inibe 50% do crescimento celular (ICso), 0
qual era obtido in vitro utilizando diferentes linhagens celulares, cujo resultado era inserido no programa
COMPARE. Desse modo, o resultado obtido com essas novas moléculas era comparado com as drogas
padrdes, relacionando a responsividade celular e a estrutura molecular, tornando possivel a sugestédo de

um provavel mecanismo de ag&o destas moléculas!'€l.

A utilizagdo de métodos de Screening, com o avango das técnicas analiticas, impulsionou pesquisa em
produtos naturais e sintéticos em busca de novas drogas com potencial terapéutico. Em conjunto com estes
avancgos, tinha-se um objetivo de acelerar o conhecimento biolégico e quimico, atrelado a uma viséo
bioeconémica e social. Desde os anos 90, o desenvolvimento tecnoldgico resultou no aumento do
throughput (volume de dados processados em um determinado espago de tempo) de 10 mil ensaios/ano
para os niveis atuais, podendo chegar, em sistemas de UHTS (Ultra-high Throughput Screening), a mais
de 100 mil ensaios/dia. A evolugdo de HTS (High Throughput Screening) expandiu-se, no sentido da
identificagéo e da validagédo dos alvos e da conversao das moléculas hits dos ensaios em leads qualificados
e validados, por meio de informagbes geradas por ensaios ADME (absorgao, distribuicdo, metabolismo e

excregao) e testes de toxicidade. Além disso, o conhecimento de alvos moleculares permitiu o
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desenvolvimento de screenings direcionados para alvos especificos, como checkpoints, entre as fases G1-
G2 do ciclo celular: MDR-1, K-RAS, BCL-2, SKC, P53, MDM2 e timidilato sintetasel'. Além disso, o
aumento do nimero e da disponibilidade de linhagens celulares humanas e animais, que passaram a ser
comercializadas pelo banco de células American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD, USA),

permitiu uma maior abrangéncia nos screenings de novas moléculastgl,

Entretanto, apesar dos sucessos alcangados com o emprego desta técnica, algumas limitagées tornaram-
se aparentes, como a elevada porcentagem de falso-positivos identificada na triagem de inibidores
enzimaticos. O processo de HTS, invariavelmente, leva a identificagdo de um nimero muito grande de hits,
sendo que apenas uma pequena fragdo corresponde a ligantes verdadeiros da enzima alvo. Neste caso, o
resultado encontrado para uma porgédo expressiva de hits ndo corresponde a inibicdo da enzima por
mecanismos especificos (e.g., inibicao reversivel do tipo competitiva), mas pode estar associado a fatores
como agregacgao, inibigdo promiscua ou artefatos decorrentes do ensaio utilizado (e.g., alta fluorescéncia,
absorbancia dos compostos testados)!!l. E importante ressaltar que a triagem inicial representa o primeiro
passo de um processo de HTS. Apds a identificagdo dos hits, faz-se necessaria a realizagdo de ensaios

secundarios para a confirmagéo e validagédo dos resultados, permitindo a priorizagdo de compostos.

Neste processo de evolugéo e de desenvolvimento de novas tecnologias, o advento da tecnologia do High
Content Screening (HCS) tem se expandido ao longo de todos os diferentes estagios de processo de
desenvolvimento de droga, e este é atualmente considerado como a principal tecnologia da industria
farmacéutica. O HCS combina a eficiéncia da técnica high-throughput com a habilidade de conseguir uma
imagem celular para a obtengao de dados quantitativos e qualitativos a partir do complexo sistema biolégico.
O HCS esta integrado em todos os aspectos da descoberta de drogas no modelo contemporaneo em drug
discovery, incluindo a triagem primaria de compostos, seguida da triagem capaz de dar suporte na relagéo
estrutura-atividade e a avaliagdo do ADME (absorgdo, distribuicdo, metabolismo e excregdo) e das

propriedades de toxicidade e do complexo multivariado do perfil da drogal’?.

A tecnologia HCS continua a desenvolver aplicagdes adicionais na pesquisa oncolégica, como o estudo da
angiogénese, que permite rotineiramente analisar células endoteliais na indugdo do processo angiogénico em
microplacast'™. O fenétipo de formagao dos vasos é surpreendente na medida em que as varias células recebem
sinais umas das outras, e unem-se criando uma estrutura multicelular especifica, envolvida em varias implicacées
de diversas doengas, particularmente no cancer. Dessa forma, ha a estimulagdo da neovascularizagéo de 6rgao
lesado, que podera ser benéfica, enquanto a inibicdo da neovascularizagdo do tumor sdlido ou da retina
(degenerescéncia da macula) é um indicativo de acgdo terapéutica. Esse sistema é capaz de capturar com
precisdo, medir e informar sobre os fenétipos individualmente, avaliando varios parametros. Outra area de
interesse na oncologia que utiliza o HCS ¢é a avaliagdo de compostos anticancer pela andlise da quantificacdo do

rearranjo do citoesqueleto, especificamente analisando a distribuigido dos microtibulos22,

A capacidade de analisar multiplos parametros em Unica célula de interesse € uma das caracteristicas mais
notaveis do HCS. De fato, o nivel de complexidade que compreende as altera¢cdes na morfologia celular e
a localizagdo subcelular torna o HCS notavel entre as atuais abordagens utilizadas para o rastreio de
drogas2:22. No processo de descoberta de drogas, a compreens&o de como as cascatas dos processos
biolégicos ocorre é a chave para o controle terapéutico. A sinalizagéo celular, por conseguinte, esta na raiz
da maior parte dos alvos especificos para o desenvolvimento de compostos anticancer e a utilizagdo de

sistema HCS esta ajudando a acelerar os estudos pré-clinicos.
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Mesmo que o HCS n&o venha a substituir completamente estudos toxicoldgicos classicos in vivo, este ir estreitar
o grupo de candidatos terapéuticos e proporcionar orientagdes em relagdo a dose a ser utilizadal'l, Diferentes
modelos celulares in vitro vém sendo desenvolvidos para avaliar os efeitos toxicoldgicos destes novos
compostos, como células tronco embrionarias de camundongo e embrides de rato2!], Outro modelo bastante
utilizado e que pode ser combinado ao HCS é o ensaio com embrides de zebrafish, no qual Lantz-McPeak
desenvolveu um método de avaliar a toxicidade de alguns compostos por meio de modificagbes no comprimento
dos embrides2!l. E importante salientar que o método de HCS vem sendo associado para analisar, de forma

especifica, moléculas com efeitos genotoxicos, neurotdxicos, hepatotdxicos, nefrotdxicos e cardiotoxicosZ!-24,

Desse modo, o numero de screenings ira aumentar em 50% nos préximos anos, e a analise de sinais pode
ser vista como uma das mais relevantes triagens, usando a aplicagéo do High Content Screening (HCS). O
maior interesse no uso de HCS tem sido em grupos de pesquisa em Oncologia (67%), com grandes avangos
de novas drogas, reagentes, probes e marcadores, embora haja também interesse em outras areas como
a neurologia (43%), toxicologia in vitro (35%), imunologia (35%) e biologia cardiovascular (23%)2. Em um
futuro proximo, com ajuda do HCS, havera crescimento de pesquisas para um maior entendimento das
doencas, bem como a elaboragdo de novas terapéuticas, as quais irdo crescer acompanhadas do
desenvolvimento tecnolégico. A habilidade de eleger moléculas lideres usando HCS tem ocorrido no NIH,
Molecular Library Screening Center (http://mli.nih.gov/miscn/description.php), The National Cancer Institute
(NCI), iniciativa na quimiogenética (www.Broad.Harvard.edu/chembiol/icg/), e o Genomics Institute, da

Fundagao Novartis (www.gnf.org/collaborations/academic-screening-program)23,

O HCS pode ser associado a diferentes tecnologias visando um resultado mais robusto e fidedigno para os
screening de Drug Discovery. A partir disso, é possivel citar a cultura 3D, que permite mimetizar o
microambiente tumoral, possibilitando, entdo, uma melhor predigdo dos resultados in vivol28. Em estudo
realizado por Wenzel e colaboradoes?], foi realizada a associagédo entre HCS e cultura de células 3D
(esferoide) para a descoberta de novas moléculas que atuassem especificamente em células tumorais
dormentes (parte mais interna do esferoide) em um modelo de cancer de mama, as quais poderiam ser
responsaveis pelo relapso do cancer em tratamentos que tém como base quimioterapicos citostaticos. No
screening, foram testadas 1120 moléculas, das quais 9 moléculas (hits) foram capazes de induzir morte
somente nas células que se encontravam em estado de dorméncia. Dessa forma, os 9 hits foram testados
nas mesmas células, mas em uma cultura 2D, na qual nenhuma foi capaz de induzir morte celular. Este
estudo reforga a importancia do modelo de cultura 3D e do sistema HCS como ferramentas para um melhor
programa de Drug Discovery. Outra técnica associada ao HCS é o CRISPR/Cas9, que permite a edigdo de
genes, promovendo modificagdes génicas em linhagens celulares para estudar uma determinada via
relevante para a doenga em estudo2ll, As aplicagdes das andlises do HCS podem abranger caracterizagbes

em nivel de membrana, citoplasma ou nucleo, como destacado na FIGURA 2.

Neste paralelo dos modelos Throughput, o HCS apresenta maiores vantagens, pois, como ja discutido,
permite uma maior obtencao de dados, como também o desenvolvimento de ensaios alvos dirigidos através
da associagdo com diferentes tecnologias. Para ilustrar essa transi¢do do HTS para o HCS, um estudo
realizado em 2013 mostrou que, em 2012, 61% dos laboratérios que utilizavam somente o sistema HTS
adotaram o uso de HCS em suas operagdes. Além disso, naquele periodo do estudo, 81% dos laboratérios
que estavam sendo avaliados usavam o HCS como um método secundario de screens ou validagao de hits,

enquanto 41% destes laboratérios ja usavam o HCS como um método primario de screens!28l,
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Além disso, considerando o expressivo numero de alvos biolégicos (proteinas alvo) promissores para o
planejamento de farmacos, as técnicas de triagem biolégica automatizada em alta escala (HTS e HCS) e
de triagem virtual (VS - virtual screening) tém ocupado papel de destaque entre as estratégias modernas

exploradas na identificagdo de novas substancias bioativas.

FIGURA 2: Aplicagédo do HCS na bioprospec¢ao de novas moléculas.

Aplicagao do HCS na bioprospecgao de novas moléculas
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Triagem virtual

A triagem virtual (TV) € um dos métodos mais utilizados no processo de descobrimento de drogas e tem
como base a busca em bancos de dados de estruturas quimicas, além de avaliar a possivel interagao entre
droga e o receptor2d. A TV vem sendo bastante utilizada na ciéncia para avaliar a bioprospecgdo de
moléculas com atividade antitumoral e antimicrobiana, por exemplo. Essa utilidade é aplicada na
Descoberta de Drogas Auxiliadas por Computador (DDAC), que consegue exercer a Triagem virtual (TV)EY,
A TV é um processo de analise de interagcdo computadorizada que avalia a interagdo da molécula com o
seu alvo e que surgiu em 1980, quando o programa ALDDIN foi utilizado com banco de dados do laboratério
ABBOTTY, Desde 1994, vem se utilizando dessas ferramentas?¥ e obtendo sucesso na bioprospecgéo

de novas moléculas em diferentes doencgas, além de facilitar o processo de busca por novas patentes®Y,

O processo de desenhar uma nova molécula demanda muito tempo e requer um alto investimento
monetario, podendo custar bilhdes de doélares em um intervalo de 10 anos para os testes pré-clinicos e
clinicos. Com o surgimento do DDAC, as simulacdes virtuais estao sendo utilizadas para reduzir o tempo e
o dinheiro gastos no processo de desenvolvimento de novas moléculas. O uso de bancos de dados facilita
a triagem de demasiadas moléculas que poderao ser sintetizadas e analisadas com o alvo farmacoldgico

que foi selecionadol21l,

A técnica de TV é classificada em duas categorias: Baseada na estrutura (BETV) ou Baseada no ligante

(BLTV). O BETV ¢ utilizado para procurar alvos moleculares para as substancias utilizadas em um método
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3D, no qual o alvo proteico € caracterizado experimentalmente e utilizado em buscas de impressao digital e
mineragéo de estruturas. Em casos em que o alvo molecular é escolhido, é utilizada a predicdo BLTV e a
busca ¢ feita por ancoragem molecular®!l, Na BLTV, usa-se uma aproximag&o por similaridades e estruturas,

podendo assim analisar as relagdes quantitativas de estrutura-atividade e no grupo farmacoférico22,

A ancoragem molecular é uma das técnicas de TV que surgiram na metade de 1970 com a finalidade de
entender como os compostos quimicos interagem com os seus alvos, visando descobrir e desenvolver
novas moléculas. A sua aplicabilidade ocorre na identificagdo de estruturas necessarias para a eficiéncia
da interagao ligante-receptor e no desenvolvimento de novos compostos. A ancoragem molecular pode ser
utilizada de forma bem diversificada, como na predi¢do de alvos para compostos, predicdo de reagdes
adversas, triagem virtual, polifarmacologia, grupos farmacoféricos e no estudo de resposta a drogal2. Além
disso, por meio desta técnica é possivel identificar a melhor conformacdo explorando a gama de
conformacgdes espaciais pela variagdo de ligacdo entre os dois compostos e a interagdo energética, que &
resultado das ligagdes quimicas entre eles. Logo, o0 modelo selecionado sera aquele que contém a menor

energia de ligagao possivel entre ligante-receptort3l,

Em um estudo desenvolvido por Miles e Ross4, os pesquisadores realizaram uma revisdo bibliografica
analisando artigos de 2015 a 2020 que utilizaram a triagem virtual para descobrir novos inibidores de
colinesterase na aplicagdo em pessoas com Alzheimer. Dessa forma, foram analisados estudos que
estudaram as atividades in silico por atividades de BETV e BLTV das drogas referenciadas. Foram incluidas
e analisadas 20 substancias para a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, o que resultou em 2 amostras
com alta afinidade em seu suposto alvo molecular e na melhoria da qualidade de pessoas com essa doenga.
Portanto, os estudos de Triagens Virtuais sdo formas que permitem a reducédo de custo e de tempo no

processo de desenvolvimento de novos compostos, visando a produgao de farmacos em escala industrial.
Programas de bioprospecgao estabelecidos no mundo

Os produtos naturais, com suas notaveis diversidades quimicas, sdo considerados ricos reservatorios de
compostos bioativos com potenciais terapéuticos, seja de origem microbiana, vegetal ou de outros
organismos vivos. Eles tém sido investigados pelos seus potenciais farmacolégicos por mais de meio
século, e o desenvolvimento de drogas a partir de bioativos naturais continua sendo um desafio, parte

devido a dificuldade de isolamento em grande escala, manufatura e desenvolvimento farmacéuticol23,

Em consequéncia aos desafios a serem superados, as principais empresas farmacéuticas em todo o mundo
tém reduzido, ou até mesmo eliminado, seus objetivos para essa area e passaram a se basear em grandes
bibliotecas de compostos quimicos ou biologicamente sintetizados®8l. Por essa razdo, os esforgos
cientificos para os avangos tecnoldgicos devem ser incentivados a trazer os produtos naturais para uso
clinico e fomentados a descobrir novas oportunidades terapéuticas, sejam novos compostos, sejam

propostas de novas estruturas moleculares para serem utilizadas como modelos para novos farmacos2%:36],

Considerando esses aspectos, é importante revisitar as etapas de pesquisa e compreender como os
produtos da natureza podem ser explorados para obter a confirmacgéo de sua utilidade medicinal, com o

objetivo de gerar de um bioproduto!33],

Em geral, a cadeia de desenvolvimento de bioproduto, que envolve as etapas de pesquisa da biodiversidade,

ou seja, a bioprospecgado de um composto bioativo, percorre um longo e dispendioso caminho que envolve a
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descoberta do principio ativo (composto lider), a otimizagdo do composto lider, fase de testes pré-clinicos

seguida de testes clinicos (fases |, Il e llI), e por fim, o registro e o langamento do produtotZ],

O advento das ferramentas de anadlise espectroscopica, em conjunto com métodos estatisticos e/ou
computacionais, favoreceu o isolamento e a identificagdo de compostos bioativos oriundos dos organismos
vivos (microbiano, vegetal ou animal), e facilitou o processo de descobertas de séries de substancias ativas
que podem ser otimizadas, derivando os compostos lideres. Além disso, o surgimento das ferramentas de
biologia molecular entre o fim dos anos 1980 e inicio dos anos 1990 permitiu elucidar o processo de regulagédo

genética e o0 maquinario enzimatico envolvidos na biossintese e na expressao do metabolismo secundariol28l,

Outros pontos importantes a serem destacados na evolugdo dos processos de descobertas de novas
drogas séo os avangos recentes das tecnologias e os protocolos de analises baseados em design auxiliados
por computadores, bibliotecas in silico e software de docking molecular, combinados com o aumento de
plataformas baseadas em células, que evoluiram em resposta a necessidade de melhorar a eficiéncia de
triagem com maior previsibilidade e aplicabilidade clinical®8l. As técnicas que favorecem esses dados s&o
classificadas como sistemas eficientes de triagem de alto rendimento (High-Throughput Screening - HTS),
que podem favorecer a investigagéo de centenas de milhares de compostos por dia e facilitar o progresso

para as etapas seguintes de obteng&do de um bioprodutol28l,

Quanto a fase pré-clinica, que consiste na obtencdo de dados extensos sobre eficacia preliminar,
toxicidade, farmacocinética e seguranca em animais, € uma etapa que ajuda a decidir se uma molécula
deve ser levada aos ensaios clinicos, nos quais sdo avaliadas: a seguranga, a tolerabilidade, a
biodisponibilidade e a ndo toxicidade em humanos ao longo de trés fases e, geralmente, ao final da fase

clinica lll, é solicitado o licenciamento junto ao 6rgao competentel,
Estruturas Internacionais de Modelos de Bioprospeccao: Estudos de Casos

Apesar de ndo existir uma referéncia internacional para o ranqueamento dos paises com maior
biodiversidade, sites que reunem informacgdes oriundas de organizagdes ndo governamentais (ONGs)
apontam o Brasil como o pais com maior biodiversidade do mundo. De acordo com o site
rainforests.mongabay.com, os paises com maiores diversidades biolégicos sdo o Brasil, em primeiro lugar;
seguido de Africa do Sul, Madagascar, Equador, México, Estados Unidos, China, Filipinas, e a Australia,
em nono lugar. Quanto aos continentes, América € o continente com mais paises ricos em biodiversidade:
Brasil, Colémbia, Equador, México, Peru, Venezuela e Estados Unidos; seguido por Asia, Africa, e
finalmente, a Oceania, representado pela Australia e Papua Nova Guiné. E importante destacar que os
paises desses continentes abrigam mais de 70% da biodiversidade do planeta, com territério de apenas

10% da superficie da terral4d,

Considerando a importancia do desenvolvimento tecnoldgico, sendo possivel apenas por intermédio de
recursos, muitas vezes esgotaveis, surge a necessidade da busca por formas sustentaveis de
desenvolvimento e de aprimoramento da biodiversidade ainda existente. Dessa forma, na bioprospecgao a

natureza é vista como fonte para geragao de novos produtos ou processos com alto valor econémico e social.

O conhecimento da biodiversidade é reconhecido como uma area de grande importancia para a pesquisa
cientifica nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, principalmente no Brasil, que abriga cerca de

20% das espécies mundiais. Portanto, € imprescindivel o estabelecimento de modelos de bioprospecgao
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coordenados a fim de promover o desenvolvimento cientifico e tecnolégico, a formagao de profissionais
qualificados e a transferéncia de conhecimento para instituicbes publicas para o aprimoramento de politicas

de conservagédo, manejo e uso sustentavel da biodiversidade de forma socialmente justalt!l,

Antes de descrever programas de bioprospecgao no Brasil, é Util descrever experiéncias de outros paises

nos quais muitas das estruturas bioprospectivas foram desenvolvidas em resposta as suas biodiversidades.

1) Australia

A Australia € um dos 17 paises megadiversos do mundo e, a proporgado significativa de sua grande
biodiversidade esta no ecossistema marinho, onde muitas espécies ainda estdo por serem identificadas. A
Australia também é rica em recursos genéticos para potencial uso em pesquisa e desenvolvimento de novos
produtos. O pais enxerga grandes oportunidades e busca a lideranga em bioprospecgéo em colaboragdo com

povos indigenas, empresas de biotecnologia, cientistas, pesquisadores e gerentes da biodiversidadel*2.

As principais instituicdes na Australia que estdo conduzindo as ag¢des envolvendo bioprospecgéo séo: o
Departamento de Meio Ambiente, o Departamento de Agricultura e a Autoridade de Propriedade Intelectual
no nivel Federal (Commonwealth). Em nivel estadual, os envolvidos sdo do governo de Queensland e do setor
académico e de pesquisa da Giriffith University (Eskitis Institute), do Australian Institute of Marine Science

(AIMS), o Tropical Herbarium of Cairns, o James Cook University e a Universidade das Nagdes Unidasl2.

A Australia tem uma legislagdo que visa regular a biodescoberta (bioprospecgao) e atividades de atores
externos dentro de suas fronteiras, o que significa que a sua legislacdo € de um pais provedor, e ainda n&o
ha medidas para regular as atividades australianas no exterior. O sistema federal baseia-se no pressuposto
de que a pesquisa e o desenvolvimento de recursos genéticos sdo um servigo ecossistémico significativo
para produzir resultados econémicos que valorizem a biodiversidade e contribuam para sua conservagao.
A base para regular o acesso em nivel federal ao sistema biolodgico da Australia é a Lei de 1999 de Protegéo

do Meio Ambiente e Conservagdo da Biodiversidade.

Quando o acesso a recursos bioldgicos é aplicado em terras de povos indigenas, exige-se um
consentimento prévio informado do proprietario da terra indigena ou do titular nativo da terra de acordo com
suas leis e costumes tradicionais, como ocorre nos casos para acesso a recursos bioldgicos nos parques
nacionais Kakadu e Uluru-Kata Tjuta. Ambos os parques estao localizados em terras indigenas no Northern
Territory (NT) e sdo co-administrados pelos proprietarios indigenas e pela Autoridade de Parques Nacionais
da Comunidade Britanica. No pais, existe o Banco de Dados de Informagdes de Recursos Genéticos

(GRID), além de legislacdes especificas para cada estado.

No ambito estadual, ha a deliberacdo exclusiva sobre definicbes de acesso e a exploragdo da
biodiversidade, respeitando sempre a lei federal. Queensland em 2004, por exemplo, promulgou o
Biodiscovery Act, como uma resposta a extensa parceria para descoberta de produtos naturais estabelecida
no final dos anos 90 entre a Griffith University sediada em Queensland e a empresa farmacéutica
AstraZeneca. Ja no NT, o acesso aos recursos biolégicos e a reparticdo de beneficios é regulado pela Lei
de Recursos Bioldgicos de 2006. A diferenga € que tanto a Lei do NT quanto a Lei de Queensland nao
classificam as licengas como: 1 - uso ndo comercial e 2 - comercial / potencialmente comercial. Outra

diferenca notavel da Lei de Queensland é que a Lei do NT cobre terras controladas por aborigenes
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classificadas em trés tipos de terras: terras indigenas, area de convivéncia da comunidade aborigene e;

terra sujeita a titulo nativol42l,

A demanda por biodescoberta persiste, pois, colaboragbes de pesquisa entre industria e instituigcbes
académicas, como o Eskitis Institute da Griffith University e o Australian Institute of Marine Science (AIMS),
se mantém. Contudo, apesar de as leis serem bastante avancadas, ainda existem impasses quanto aos

acordos de reparticdo de beneficios obrigatérios para biodescoberta com intengdo comercial.
2) Africa do Sul

A estratégia de desenvolvimento nacional da Africa do Sul, em utilizar sua biodiversidade Unica para o
desenvolvimento de produtos naturais e biofarmacéuticos, foi antecipada pelo governo para ajudar a

superar os principais desafios do pais, tais como: o desemprego, a pobreza e a desigualdade.

A politica de bioeconomia da Africa do Sul descreve a utilizagdo econémica de sua biodiversidade como uma
estratégia de desenvolvimento nacional, a Economia da Biodiversidade®ll. Como um dos poucos
megadiversos paises com grupos tradicionais de conhecimento etnobotanico relacionado a medicina de
plantas, a biodiversidade da Africa do Sul é uma promessa econémica consideravel344, A economia da
biodiversidade da Africa do Sul tem dois componentes principais: a Economia Wildlife, a qual relaciona-se com
a criagdo e a venda de animais; e a Economia de Bioprospecgao, que diz respeito a exploragdo econdémica
de recursos biolégicos e ndo animais, incluindo recursos genéticos no cultivo, coleta, processamento,
fabricacéo e na exportacdo de produtos naturais em setores de mercado e varejo, como cremes, pomadas e
suplementos nutricionais, por exemplo, o que demonstra que a Economia de Bioprospeccéo da Africa do Sul

pode ser considerada parte dos setores relacionados a saude e ao comércio do pais.

A regulamentacdo setorial foi fortalecida por meio da Gestado Ambiental Nacional e Lei de Biodiversidade
(NEMBA) e por meio dos regulamentos de Acesso a Bioprospecgao e Reparticdo de Beneficios (BABS),
que norteiam os projetos de bioprospecgéo e de biocomércio com uma fase de descoberta e uma fase de
comercializagdo. Empresas ativas na fase de descoberta de identificacdo de espécies de plantas
adequadas e de conhecimento relacionado tém que notificar o DEA (Departamento de Assuntos
Ambientais) utilizando o formulario oficial. Apds a identificagdo de um recurso biolégico ou genético
descoberto nesta etapa, um consentimento prévio informado (PIC) de todos os proprietarios de terras e de
recursos bioldgicos e detentores de conhecimentos tradicionais relacionados (TK), devem ser obtidos pelas
empresas (ou qualquer ator). Os acordos de reparticdo de beneficios (BSAs) devem ser assinados com as
comunidades relevantes antes de quaisquer atividades relacionadas a fase de comercializagdo de um
projeto. Esses documentos devem ser anexados a pedido de licenga de bioprospeccéo e enviados ao
Ministro da DEA, acompanhados de uma taxa ndo reembolsavel. As receitas potenciais geradas e
compartilhadas entre empresas ou provedores de recursos bioldgicos e titulares de TK devem ser pagas

em uma Bioprospecgao Fundo fiduciaria administrada pela DEA nacionalt2l,

O governo estabeleceu o Conselho de Pesquisa Cientifica e Industrial (CSIR) para ajudar individuos,
incluindo grupos indigenas, a obter patentes, contribuindo, assim, para o desenvolvimento do ingrediente
ativo do Hoodlia cactus. No entanto, o CSIR vendeu as informagdes da patente para um farmacéutico
britanico (empresa), deixando as pessoas envolvidas com o projeto incapazes de receberem lucros de

beneficios compartilhados“2,
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Todo esse processo condicionado a autorizagdo dos proprietarios das terras, que muitas vezes ja ndo
moram na mesma area, expde a limitada capacidade organizacional-operacional, o que prejudica as
praticas do empreendedorismo em relagdo a operagéo de bionegdcios, tornando o processo burocratico e

com vieses para agdes judiciais de posse e reivindicagao de beneficios.
3) Estados Unidos da América (EUA)

A bioprospeccéo tem muitas definicbes e a Convencao sobre Diversidade Biolégica (CBD), em 1993 a
definiu como “a exploragdo da biodiversidade para fins comerciais, recursos genéticos e bioquimicos”. A
participacdo dos EUA relacionou-se principalmente aos Aspectos Relacionados ao Comércio dos Direitos
de Propriedade Intelectual (TRIPS) e ndo abordou as preocupac¢des com a diversidade biolégica para ndo
interferir nos direitos dos proprietarios de terras, especificamente fazendeiros. Considerando que nao ha
necessidade de autorizagdo prévia dos proprietarios, as empresas podem envolver-se em biopirataria e
patentear qualquer invencdo. Assim, os bioprospectores individuais podem agir independentemente do
contrato, sem a permissdo do proprietario e sem explicar totalmente o que o bioprospector fara na terra.
Isso permite legalmente que as empresas extraiam materiais da natureza sem permisséo de areas, exceto

em parques nacionais, como em Utah e em certas partes de Havail43.,

Os EUA tomaram algumas medidas em relagdo a legislagdo de bioprospecgédo. A agdo mais antiga nos
EUA foi o caso do Instituto Edmonds v. Babbit, no qual o Parque Nacional de Yellowstone inicialmente
tentou implementar o primeiro acordo de bioprospecg¢do no local, em 1999. Havai e Utah também
promulgaram ou tentaram promulgar legislagdo para ajudar a regular a bioprospecgdo em areas publicas,

entretanto foram experiéncias com pouco sucesso42]

Os EUA teriam muito a ganhar com a legislacdo de bioprospeccao, pois, € uma das maiores nacdes do
mundo, com climas diversos, variando das condig¢des articas no Alasca a temperaturas tropicais no Havai
e na Fldrida, além de possuir altos investimentos comerciais, porém a falta de regulamentagao so prejudica

a biodiversidade e as pessoas em longo prazo.

4) Brasil

O Brasil é o pais do mundo que detém maior biodiversidade, distribuida nos biomas da Amazénia, Mata
Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal, e representa um terco da América Latina em territério
nacional. Contudo, apesar dessa diversidade, nenhum programa expressivo ou contrato em bioprospeccao

comparavel com os anteriores foi realizado.

As primeiras iniciativas brasileiras para regulamentar a bioprospecc¢ao ocorreram em 1995, com o PL n.
306/1995, substituido em 1998 pelo PL no 4.842/1998, quando outros dois PLs (n. 4.579/1998 e

4.751/1998) foram apresentados sobre o assunto“®),

Na época, um contrato entre a Organizacdo Social Bioamazénia e a empresa farmacéutica Novartis foi
duramente criticado pela imprensa, devido a inexisténcia de legislagdo que protegesse adequadamente os
recursos genéticos existentes em territério nacional. Essa critica acelerou a edigdo da Medida Provisoéria (MP)
n°® 2.052, de 29 de junho de 2000, a qual determinou que o acesso ao conhecimento tradicional associado e
ao patrimdnio genético existente no pais, bem como sua remessa para o exterior, somente fossem efetivados

mediante autorizag&o da Uni&o, por meio do Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN )46,
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Na pratica, muitos interessados permaneceram com processos de autorizagdes pendentes no CGEN e
passaram a entrar com pedido de patente no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI), sem
autorizagdo do CGEN, por medo de perderem a prioridade sobre a invengéo. Para solucionar o problema,
o Instituto publicou as Resolugdes n° 207 e 208/2009, desobrigando o solicitante de informar, no ato do
depdsito, a data e o nimero da autorizagio fornecido pelo CGENX!. Além disso, pesquisadores, indignados
com a demora, criaram, em 2007, o SisBio (Sistema de Autorizacéo e de Informacao em Biodiversidade),
elaborado por representantes da comunidade cientifica, IBAMA e pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente
(Conama), com o objetivo de agilizar a tramitacdo dos projetos. No sistema, a emisséo de licenca para

coleta de material bioldgico possui o prazo maximo de 45 dias47.

A pesquisa em bioprospecgao, relacionada a descoberta de novas moléculas, tem avangado muito em
razéo das atividades de pesquisa realizadas por diversos grupos de “Quimica de Produtos Naturais” ligados
a pos-graduacao e a iniciacao cientifica nos diversos estados. Um exemplo de bioprospecg¢ao em forma de
colaboragéo ICT & Empresa na Amazonia refere-se a colaboragao iniciada em 1999 entre a Universidade
Federal do Paré e a empresa Extracta Moléculas Naturais SA (Bio Rio - Rio de Janeiro/RJ). Na Central de
Extragdo da UFPA, foi montada uma estrutura similar a da Extracta no Rio de Janeiro e, partir de coleta
randémica, foram feitos 5.000 extratos que foram submetidos a bioensaios contra Staphylococcus aureus,

Trypanosoma cruzi e diabetes tipo Il, por exemplo, mostrando varios resultados positivosZ,

Outro programa de biodescoberta bem estabelecido € o BlOprospecTA, integrante do programa BIOTA-
FAPESP. O BlOprospecTA permitiu certa organizagdo dos grupos de pesquisa em quimica de produtos
naturais no estado de Sao Paulo, e estabeleceu-se com inumeros grupos de pesquisa, além de parcerias

com a iniciativa privada para o desenvolvimento de bioprodutos!28l,

Uma iniciativa importante foi a criagdo da primeira base de dados de produtos naturais do Brasil em Nucleos
de Bioensaios, o Banco de Dados de Ecofisiologia e Biossintese de Produtos Naturais

(http://nubbe.iq.unesp.br/portal/nubbedb.html), o qual possui informacdes detalhadas de muitos compostos

ja isolados. Trata-se de um sistema atualizado com informagdes sobre dados biolégicos, quimicos e
farmacoldgicos da biodiversidade brasileira, construido com a finalidade de contribuir com politicas publicas

e atrair interesse de parceiros industriais1.,

A empresa farmacéutica Aché, com objetivo de descobrir e de desenvolver medicamentos inovadores a
partir de fontes naturais, em especial da biodiversidade brasileira, criou a plataforma Bioprospera®, que se
baseia em duas abordagens para descobrir moléculas e extratos naturais ativos: Etnofarmacologia e
Bioprospecgéo. Um exemplo € o medicamento anti-inflamatorio, Acheflan®, que contém o 6leo essencial de
Cordia verbenacea, conhecida como erva baleeira, nativa da Mata Atlantica. Trata-se de um medicamento
100% brasileiro, e o primeiro medicamento a base de material extraido de plantas, obtido a partir da
biodiversidade brasileira“®49l. Além dessa iniciativa, &€ possivel encontrar, em estudos clinicos em humanos
na Europa, uma terapia experimental oral, que contém um extrato vegetal para o tratamento de vitiligo, com

previsdo de langamento para 2023149,

Outra iniciativa de bioprospeccéo que teve como base principal a cidade de Manaus, no Amazonas, vincula a
Superintendéncia da Zona Franca de Manaus (SUFRAMA) com a instalagdo do Centro de Biotecnologia da
Amazodnia. Com uma estrutura fisica de 12 mil metros quadrados de area construida, a iniciativa possui 25

laboratdrios, entre eles de biologia molecular e microbiologia, ressonancia magnética nuclear, seguranca
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farmacologica e toxicoldgica, cultura de tecidos e produtos naturais. Além dos laboratérios, dispde de uma
Planta Piloto de Processos Industriais, uma Incubadora de Empresas de Base Tecnolégica, um Biotério e uma
Central de Produgéo de Extratos. O centro foi fundado dentro do Programa Brasileiro de Ecologia Molecular
para Uso Sustentavel da Amazonia (Probem), em 2002, vinculado a trés ministérios: Meio Ambiente, Ciéncia
e Tecnologia, e Industria e Comércio. O CBA foi criado para estimular a pesquisa e o desenvolvimento de
novas tecnologias a partir do aproveitamento sustentavel da biodiversidade amazénica. Atualmente, ha 23
projetos em execugdo, a um custo autorizado de cerca de R$ 1,4 bilhdo. No centro, pesquisas sobre as
vantagens do uso de fibras naturais, o desenvolvimento de novos produtos com matéria-prima da Amazdnia
e 0 uso de micro-organismos para biorremediagéo e tratamento de residuos sdo muito estudados. O centro

se destaca como uma das instituigdes promissoras para a bioeconomia da regi&o norte do paistY,

Atualmente, o conceito de rede de pesquisa esta amplamente difundido e constitui uma plataforma relevante
para a elaboracao de politicas publicas, programas e demais agées de fomento a ciéncia e a tecnologia.
No entanto, para a sua implantagéo, torna-se necessaria a definicao de areas de competéncia, identificagao
e mapeamento de grupos de exceléncia, viabilizando o estabelecimento de interagbes multidisciplinares

entre as instituigdes participantes e a cooperagéo de agdes.
Cenario tecnoldgico dos produtos naturais para novas moléculas bioativas

Nas ultimas décadas foi observado o crescimento do numero de patentes referente as atividades em
bioprospecc¢éo, no qual foi dando valor a diversidade bioldgica como insumo para as pesquisas nos diversos
setores, principalmente, o farmacéutico. Diante do exposto, o panorama global de pesquisa, desenvolvimento
e inovagdo (PD&l) para as novas moléculas bioativas, provindas da biodiversidade, surge como uma
oportunidade de parcerias e cooperagdes visando a consolidagdo das pesquisa e desenvolvimento em areas

estratégicas em nivel mundial ndo se restringindo, portanto, aos paises megadiversos!,

Este topico tem como objetivo avaliar as patentes que resultaram das pesquisas por meio da bioprospecgao,
e fornecer uma atualizagao sobre o0 panorama mundial das moléculas bioativas resultantes dos produtos
naturais. Portanto, na revisdo de patentes foram utilizados, no banco de dados do European Patent Office
(EPO), os descritores “bioactiv® molecul*” and “natural products” dos quais foram identificadas 15.744
patentes. Quando a busca foi refina além do titulo / resumo e sendo adicionadas as palavras-chave no

campo reivindicatorio o total de documentos foi para 1.042 patentes.

Os Estados Unidos (US) depositaram a maioria das patentes, com 503, em seguida pela China (CN) com
189 patentes e Australia (AU) com 162 patentes, Republica da Coréia (61), Canada (56), Franca (54) india
(42), Dinamarca (40), Espanha (35), Alemanha (29), Singapura (15), Brasil (3) (Figura 3). Esses paises
costumam estar bem representados no cenario inovativo e tecnolégico por meio do depdésito de patentes
conferindo a exclusividade na exploragdo comercial das pesquisas desenvolvidas. Neste contexto, as
patentes sdo usadas para mostrar a producéo de tecnologias e atividades inovadoras capazes de influenciar
de forma significativa uma industria, a economia e a sociedade como um todo. As patentes sdo avaliadas
como um indice tanto de desenvolvimento industrial como de pesquisa dos paises, composta por
indicadores relevantes que avaliam a capacidade do pais em transformar o conhecimento cientifico em

inovagdes tecnologicasl®2,
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FIGURA 3: Numero de pedidos de patentes nos principais paises.

- > 100

50-90

01-40

Fonte: base de dados EPO (2021).

As patentes analisadas mostraram que diferentes entidades de pesquisas cientificas, como as industrias,
os institutos de pesquisas, as universidades e os pesquisadores independentes pediram direitos de
patentes para seus inventos. Os achados demonstram que as industrias solicitaram 309 pedidos de
patentes. Dentre as industrias incluem: a Diversa Corp., Martek Bioscience Corp., Genentech Inc., Aventis
Pharma. Inc., Basilea Pharmaceutica China Ltd., Bharat Biotech Int. Ltd., Korea Res. Inst. of Bioscience,
Samchully Pharm. Co. Ltd., Imperial Cancer Research Tech. Ltd., Wuhan Geruite Tech. Co. Ltd., Bactevo

Ltd., Dana Farber Cancer Inst. Inc., Glaxo Group Ltd., Pfizer.

As universidades lideram o ranking em pedidos de patentes (450 patentes), nas quais surgem em
cooperagdo com mais outras universidades, institutos de pesquisas e/ou com industrias farmacéuticas,
como por exemplo: Univ. Barcelona Autonoma (Espanha), Univ. Mcgill (Canada) e a Univ. Ohio State (USA);
Asociacion Inst. Nac. de Biodiversidad (Costa Rica) e a Univ Michigan (USA); Basf Beauty Care Solutions
(FR) e a Université D’Avignon (FR); Univ. Singapure e a Davos Life Science Pte Ltd; Univ Taiyuan
Technology e a Hebei Green Sci & Tech Co Ltd. Os Institutos de Pesquisa depositaram 178 patentes e os
hospitais e centros de saude em menor nimero com um total de 18 patentes. Os Pesquisadores

independentes obtiveram 87 patentes em parceria com as demais entidades (FIGURA 4).

FIGURA 4: Tipos de Titulares de patentes.

Universidade

411

Inddstria

27 RN . e
60

Pesquisador
Independente

Fonte: base de dados EPO (2021).
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O alto numero de patentes por parte das universidades é esperado para este tipo de desenvolvimento de
tecnologia advindo das pesquisas cientificas. Esse crescimento pode estar relacionado as atividades de
bioprospecgdo que vém ganhando destaque nos ultimos anos e as universidades apresentam um elevado
numero de grupos de pesquisas e redes de cooperagdo em bioprospecgédol®ll. Neste contexto, as cooperagdes
em bioprospecc¢éo se apresentam como um campo do conhecimento, pesquisa e inovagdo que avangam por

meio da pesquisa basica, desenvolvimento tecnoldgico e produgéo de novos produtos(5253],

A TABELA 1 apresenta algumas das invengdes patenteadas que aborda o desafio no desenvolvimento de
novos bioativos de produtos naturais e da necessidade de rastrear e identificar de acordo com a atividade
desejada os produtos providos da biodiversidade. E certo que mais de 60% dos agentes quimioterapicos
aprovados e suas fontes, sdo derivados de compostos naturais, ainda, mais de 25% dos medicamentos
usados nas Uultimas duas décadas sao derivados diretamente de plantas, enquanto os outros 25% sao
produtos naturais alterados quimicamente. De aproximadamente 250.000 plantas superiores, apenas 5-

15% ja foram investigados para compostos bioativos!54-58],

As plantas medicinais sdo conhecidas por serem a fonte mais exclusiva de medicamentos que salvam vidas
para uma grande populacdo em todo o mundo. Eles tém sido amplamente utilizados para o tratamento de
doengas de forma tradicional por varias geragdes. Uma interagdo entre a medicina tradicional e as
ferramentas biotecnolégicas modernas deve ser estabelecida para o desenvolvimento de novos
medicamentos. As fortes evidéncias de estudos epidemioldgicos e experimentais destacam a importancia
de compostos derivados de plantas "fitoquimicos" para reduzir o risco de cancer e também inibir o
desenvolvimento e disseminagcdo de tumores em animais de experimentacdo. Cerca de 60% dos
medicamentos anticancer atualmente conhecidos sédo derivados diretamente de uma fonte natural ou sdo
produtos naturais alterados quimicamente. A vantagem de usar tais compostos para o tratamento do cancer

€ sua natureza relativamente n&o toxica e menos efeitos colaterais[2227,

TABELA 1: Patentes que descrevem inovagdes com Produtos Naturais e as técnicas High Content Screening e o High
Throughput Screening.

Titulo N° Publicagao Pais Titular Inovagao Tecr}llc a
Analitica
Composicéao
farmacéutica para
Extracts of saudi tratamento cancer;
arabian herbal plants, Método para testar a
anti-cancer method eficacia potencial de
using such extracts, Arabia King Abdullah composi¢cdes medicinais
and cytological W02018055492 . Univ of Science no tratamento contra HCS
o ) Saudita N
profiling using & Technology cancer. Planta:
automated high- Anastatica hierochuntica
content imaging (Kaff Maryam), Juniperus
technique phoenicea (Arar) e
CitruUus colocynthis
(Hanzal)
Construction and Instlt.ut.e of
application of anti- Medicinal
e ) Biotechnology Sistema de triagem para
hepatic fibrosis drug | o\ 104230588A | China Chinese modelos de células de HCS
high- . o HTS
. Academy of farmacos antifibrose.
throughput screening .
Medical
cell model )
Sciences
Screening for novel bi US6555315B1 Estados Diversa Cor Descoberta de novas HCS
oactivities Unidos P moléculas bioativas, tais HTS
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como antibidticos,
antivirais, agentes
antitumorais e proteinas
reguladoras e outros
métodos.
Métodos de utilizagdo de
polinucleotideos
associados ao cancer,
seus produtos génicos e
anticorpos especificos
para os produtos HTS
génicos, diagnostico,
prevengdo e / ou
tratamento de canceres.
Kit para detectar células
cancerosas
Fornece moléculas
hibridas que incluem uma
Screening for novel Estados Fibrin Targeted fracdo bioativa
. . US20070111947 . Therapeutics terapéutica, especifica HTS
bioactivities Unidos
para o tratamento de
tromboembolismo,
infeccdo e cancer.
Métodos triagem de alto
rendimento para

Novel Compositions

And Methods In US 88387804 Estgdos . Sagres
Cancer Unidos Discovery Inc.

Highcontent screening

. Senex
for drugs against can WO2006076470 Estgdos Biotechnology compqstos que afetam o HCS
cer and age-related Unidos Inc crescimento celular ou HTS
diseases modulam atividade
promotora.
Métodos para triagem de
células procariéticas
Methgd fo!' screening W02016092304 Reino mutantes para identificar
for bioactive natural . Bactevo Ltd produtores de agentes HTS
A1 Unido o
products citotoxicos e processos

para a produgdo de um
agente citotdxico.

Fonte: base de dados EPO (2021).

Conclusao

A Bioprospeccgao tem sido uma atividade que permite reconhecer o valor econémico da biodiversidade e
colaborou para que industrias e centros de pesquisas tivessem proveito desta riqueza, neste caso, a riqueza
dos paises megadiversos. As atividades de bioprospeccado se fundamentam em trés eixos ou elementos
(pesquisar, transformar em produtos e comercializar) onde estdo inseridos: as politicas macro; os
levantamentos da diversidade bioldgica e os sistemas de gestdo de informacgao; a transferéncia de
tecnologia e o desenvolvimento da propriedade industrial; e o desenvolvimento de negdcios. Todos esses

temas sdo normalmente desenvolvidos por meio de um plano nacional estratégico.

Tendo como referéncia estes trés elementos, pode-se dizer que a bioprospecgao é uma atividade complexa,
multidisciplinar, com um elevado grau de incerteza e que envolve grande quantidade de agentes. Portanto,
é uma atividade que demanda condigdes muito especiais para prosperar, como infraestrutura cientifica,
tecnolégica e um ambiente institucional que tenha por objetivo a redugao das incertezas e dos custos de
transacao entre os agentes, onde esta pode configurar por meio das redes de pesquisa interagindo com o

setor produtivo.
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Com isso, a bioprospecgao pode ser aplicada em diversas atividades e, portanto, pode causar impactos em
diversos setores da economia no pais. Dentre estes, destacam-se os setores farmacéuticos, cosméticos,

alimenticios, bebidas, insumos agricolas e biotecnolégicos.
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A Revista Fitos (Farmanguinhos/Fiocruz) é um periddico interdisciplinar de publicagédo trimestral que tem
por objetivo publicar artigos cientificos originais sobre Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo em

Biodiversidade e Saude.

1. A Revista Fitos aceita artigos para as seguintes secdes

1.1. 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 e até seis (6) referéncias.

1.2. Debate: Analise de temas relevantes do campo da Inovacgao, Biodiversidade e Saude. A publicagao &
acompanhada por comentarios criticos assinados por pesquisadores conceituados, convidados a critério da

editoria, seguida de resposta do autor do artigo principal, com o maximo de 6.000 palavras e 5 ilustragdes.

1.3. Artigo de pesquisa: Inclui estudos descritivos, de abordagens qualitativas e/ou quantitativas, incluindo
os de pesquisa basica com animais de laboratério, estudos controlados e randomizados, caso-controle e
transversais, outros. Texto com, no maximo, 6.000 palavras (excluindo tabelas/ figuras e referéncias) e, no
maximo, trinta (30) referéncias. Artigos que relatam ensaios clinicos (clinical trials) deverao informar adesao
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 reparacéo do manuscrito.

1.4. Revisédo: Avaliagbes criticas e ordenadas da literatura sobre temas pertinentes ao escopo da Revista
Fitos, incluindo os tipos de revisdes—narrativas, integrativas, sistematicas e meta-analises. Os autores
destes ultimos, devem incluir no corpo do manuscrito o numero do registro do protocolo da revisédo no
PROSPERO (http://www.crd.york.ac.uk/PROSPEROY/). Para a elaboragéo 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 publicagédo. Artigos de revisdo devem limitar-se a 8.000

palavras (excluindo tabelas/ figuras e referéncias) e, no maximo, quarenta (40) referéncias atuais.
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1.5. Relato de Experiéncia: Descricdo de experiéncia que contribua de forma relevante para a area de
atuacdo, contextualizado, com objetividade e aporte tedrico, incluindo resumo, introdugdo com marco
tedrico e objetivo(s), metodologia, descricdo da experéncia, discussio, agradecimento (quando houver).
Texto contendo até 6.000 palavras e, no maximo, vinte (20) referéncias e, até quatro (4) figuras. As figuras

podem ser organizadas sob a forma de prancha. Cada prancha sera considerada como uma figura.

1.6. Comunicacdo 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 e até cinco (5) referéncias.

1.7. Monografia de Planta(s) Medicinal(is): Visam agrupar, padronizar e sistematizar o conhecimento das
caracteristicas e propriedades das plantas medicinais para orientar o registro em d&rgdos de

regulamentacdo. Texto contendo até 3.500 palavras e, no maximo, vinte (20) referéncias.

1.8. Resenha: resenha critica de livro, dissertacdes, teses e outros, publicado nos ultimos dois anos com,

no maximo, 1.200 palavras.

1.9. Carta ao Editor: Comentarios com conteudo critico construtivo acerca de material previamente
publicado na Revista Fitos. Deve ser diretamente submetida aos Editores Associados. Texto com até 700
palavras e, no maximo, seis (6) referéncias bibliograficas. Sempre que possivel, uma resposta dos autores
sera publicada junto a carta. Editoriais e comentarios sdo encomendados a autoridades em areas

especificas. O Conselho Editorial também analisa propostas de comentarios submetidas espontaneamente.

2. Processo de Avaliagao/Revisao por pares (“peer review”)

2.1. O conteudo integral publicado na Revista Fitos (Farmanguinhos/Fiocruz) passa pelo processo de
revisdo por pares (Peer review). Inicialmente os manuscritos submetidos sdo direcionados aos editores
cientificos, para avaliag&o inicial quanto ao atendimento das normas requeridas para envio dos originais e
0 mérito do trabalho, decidindo assim, sobre a aprovagao de sua submissdo, com ou sem alteragées. Na
sequéncia, o artigo é enviado para um processo de avaliagédo por pares, duplo-cega, selecionados de um
cadastro de revisores de instituicdes nacionais e internacionais. Apds receber os pareceres dos avaliadores,
os Editores Cientificos/Associados decidirdo pela aceitagdo do manuscrito sem modificagbes, pela
devolucgéo aos autores com sugestdes de modificagdes ou pela rejeicdo. 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 pelos Editores Cientificos, que detém o poder da decisao final.

3. Normas para submissao e apresentacao do manuscrito

3.1. A Revista Fitos publica artigos cientificos inéditos e originais, que ndo estejam em avaliagdo simultdnea em

nenhum outro periédico, cuja identificacao fara com que o manuscrito seja desconsiderado para publicagao.

3.2. Nao ha cobranga de taxas para submissao, avaligao e publicagdo dos artigos.
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3.3. Sao aceitos manuscritos em portugués, inglés e espanhol.

3.4. Todos os artigos sé&o publicados em formato PDF e HTML.

3.5. O contetudo integral da Revista Fitos de livre acesso, esta disponibilizado no site

http://www.revistafitos.far.fiocruz.br/, com licenga de publicagédo CcC BY 4.0

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

3.6. Os manuscritos deverdo ser acompanhados pelo Termo de Cesséo de Direitos Autorais preenchido e

assinado individualmente, por todos os autores, e inserido no sistema no momento da sua submissao. Baixe

aqui o Termo.

4. Formatacao do Manuscrito

4.1. 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 ilustragoes.

4.2. O arquivo devera apresentar-se em formato digital, extens&o “doc” ou “docx”. Arquivos em Adobe® PDF

format (.pdf files) ndo serdo aceitos.

4.3. No cabegalho, antes do Titulo deve ser informado a segdo: perspectiva, debate, artigo de pesquisa, revisao,

relato de experiéncia, comunicagéo breve, monografia de planta(s) medicinal(is), resenha, carta ao editor.

4.4. A organizagcao do manuscrito deve 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). Para mais informagdes, consultar Secdes dos manuscritos.

4.5. O Titulo e os Subtitulos, em negrito, devera ter a primeira palavra escrita com a primeira letra maitscula.
4.6. N&o serdo aceitas notas de rodapé.

4.7. Siglas devem ser escritas por extenso, quando aparecem a primeira vez no texto, incluindo Resumo e Abstract.

5. Fontes de Financiamento

5.1. Os autores devem declarar todas as fontes de financiamento ou suporte, institucional ou privado de

auxilio a pesquisa.

6. Conflito de Interesses

6.1. Caso haja conflito de interesse, que envolva o manuscrito, este devera ser informado no formulario

de submisséo.
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7. Colaboradores e ORCID

7.1. Especificar as contribuigbes individuais de cada autor na elaboracado do artigo. Os critérios de autoria
devem basear-se nas deliberagcées do ICMJE, que estabelece o seguinte: o reconhecimento da autoria
deve estar baseado em contribuicdo substancial relacionada aos seguintes aspectos: 1. Concepgéo e
projeto ou andlise e interpretacdo dos dados; 2. Redacg&o do artigo ou revisdo critica relevante do conteudo
intelectual; 3. Aprovacgao final da versdo a ser publicada; 4. Ser responsavel por todos os aspectos do
trabalho na garantia da exatiddo e integridade de qualquer parte da obra. Essas quatro condi¢cdes devem

ser integralmente atendidas. (Tutorial)

Todos os autores deverdo informar o niumero de registro do ORCID no cadastro de autoria do artigo. Nao

serao aceitos autores sem registro.

7.2. Os autores mantém o direito autoral da obra, concedendo a Revista Fitos o direito de primeira publicagao.

8. Agradecimentos

8.1. Opcionais.

8.2. Devem ser breves e objetivos. Somente devem ser mencionadas as pessoas ou instituicbes que

contribuiram significativamente para o estudo, mas que nao tenham preenchido os critérios de autoria.

9. Referéncias

9.1. 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.
9.2. Devem ser formatadas no estilo Vancouver, também conhecido como o estilo Uniform Requirements.

9.3. Artigos aceitos para publicagdo, mas ainda nao publicados podem ser citados desde que seja feita a

indicacéo da revista e que o respectivo artigo esta na pré-publicacdo em “Ahead of Print”.

9.4. Os titulos dos periddicos 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 enderegco www.nlm.nih.gov/tsd/serials/Isiou.html. Para visualizar alguns exemplos do

modelo adotado pela Revista Fitos. Para mais informacdes, consulte o documento “Exemplos de Referéncias”.

10. Nomenclatura Cientifica

Para os nomes cientificos devem ser seguidas as regras de nomenclatura botéanica e zooldgica, bem como

as abreviaturas e convengdes especificas.
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10.1. Nomenclatura Botanica

Os nomes cientificos de plantas devem ser escritos de acordo com o Cddigo 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¢éo de Metodologia, de acordo com o The International
Plant Names Index (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 numero do voucher de referéncia das plantas utilizadas ou outro material examinado.

11. Etica e Integridade em Pesquisa

12.1. Os manuscritos de pesquisas envolvendo animais e/ou seres humanos deverédo ser acompanhados
do Certificado de Aprovagdo de um Comité de Etica em Pesquisa, emitidos pela instituicdo de origem do(s)

autor(es), cujo numero do protocolo devera ser citado no texto.

12.2. As autorizagdes para acesso ao patrimdnio genético e ao conhecimento tradicional associado devem

ser apresentadas e citadas no corpo do texto quando pertinente.
Antes de submeter o0 manuscrito € importante que o(a)s autore(a)s observem/verifiquem:

a) 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;

b) vocabulario técnico: a comunicagdo cientifica deve ser feita com termos comuns, que garantam a
objetividade da comunicagao. Porém, deve ser observado que cada area cientifica possui seu vocabulario

técnico préprio;

c) corregao gramatical: a observagao da corregéo do texto deve ser feita com cuidado, evitando-se o uso
excessivo de oragdes subordinadas em unico paragrafo, o excesso de paragrafos, lembrando que cada

paragrafo encerra uma pequena ideia defendida no texto, logo, encerrada a ideia, muda-se o paragrafo.

d) testar todos os hiperlinks das referéncias; passando o mouse por cima dos hiperlinks verifique se os

enderegos informados estao corretos (Tutorial);

e) realizar o checklist para fazer a verificagao final. Baixe aqui o checklist.

Finalizamos, lembrando que a submiss&o do manuscrito s6 sera aceita se 0 mesmo atender plenamente a

Instrucdo aos Autores.
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