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RESUMO

As restingas estendem-se ao longo de toda regido litoranea brasileira compondo um mosaico
de estratos de composicdo herbacea, arbustiva e arbdérea. Devido a diversidade vegetal,
extensdo territorial e constantes ameacas a biodiversidade, intensificaram-se estudos para
conhecer a riqueza, diversidade e o arranjo estrutural da vegetacdo das restingas por meio de
estudos fitossocioldgicos. A vegetacdo de restinga é constantemente submetida as condicoes
ambientais que favorecem o aumento da producdo de bioativos de importancia farmacolégica.
Por isso acredita-se que o uso do parametro de Valor de Importancia (V1) ecoldgica seja uma
estratégia interessante para a selecéo de espécies para a bioprospeccdo. A presente dissertacéo
traz um capitulo que trata sobre avaliacdo toxica e atividade tumoricida das espécies vegetais
de maior VI de uma area de restinga. Para atender as analises propostas foi realizado um
levantamento fitossocioldgico para determinacdo das espécies de maior VI, através do método
de pontos-quadrantes. Apds o ranking, com as folhas das cinco espécies selecionadas foram
preparados extratos hidroetanolicos para realizacdo dos testes in vitro pelo ensaio com
brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2.5 difeniltetrazdlio (MTT). A toxicidade dos
extratos foi determinada pela viabilidade de macrofagos da linhagem Raw 264.7 e a atividade
tumoricida foi determinada pela viabilidade de células tumorais humanas de prostata (DU-
145) e de mama (MCF-7), ambas com células incubadas em presenca de extratos nas
concentragdes de 65.5, 125, 250 e 500 pg/mL durante 24h. As espécies que se destacaram na
estrutura da comunidade com maior VI, e, portanto, selecionadas para bioprospeccdo foram
Astrocaryum vulgare Mart., Attalea speciosa Mart. ex Spreng., Himatanthus drasticus (Mart.)
Plumel, Chamaecrista ramosa (Vogel) H.S. Irwin & Barneby e Eugenia biflora (L.) DC., que
representaram 75.5% do total do V1 para a area. Os resultados da viabilidade das células Raw
264.7 mostraram que, de modo geral, as folhas das espécies selecionadas apresentaram baixa
toxicidade para macrofagos murinos e ndo apresentaram atividade significativa contra células
tumorais humanas in vitro. Apesar dos resultados de atividade biologica ndo terem sido
estatisticamente significativos, a estratégia de selecdo de espécies vegetais testada neste
trabalno mostrou-se util para escolha de espécies promissoras para investigacoes
bioprospectivas. Por fim, considerando o valor de importancia, as espécies que, apesar de
serem dominantes em restinga, estdo expostas as ameacas a biodiversidade, comuns a este
ecossistema, devem subsidiar novas analises para contribuir com a conservagdo e manutencao
desse ecossistema.

Palavras-chave: Valor de Importancia ecoldgica, Citotoxicidade, In vitro
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1.1 Introdugéo

A diversidade de plantas é uma fonte de recursos para bioprospeccao, pois atende
necessidades que véao desde alimentacdo até producdo de medicamentos (MINDELL, 2009).
No Brasil, botanicos ja identificaram mais de 350 mil espécies de plantas, porém, somente
aproximadamente 10 mil espécies possuem estudos de validacdo de qualidade, seguranca e
eficacia (BENTO et al., 2016). Este contexto torna necessario ampliar as pesquisas sobre
plantas dos distintos ecossistemas brasileiros com o propoésito de identificar e indicar a melhor
forma de uso das plantas (CALIXTO, 2005).

A producdo de novos farmacos € uma vertente de destaque dentro do exercicio de
bioprospec¢do. No entanto, sdo necessarios de 10 a 15 anos para um medicamento ficar
pronto para comercializacdo. Esse longo processo inicia-se com a selecdo de espécies que é
direcionada para rastrear metabdlitos promissores na atividade de interesse (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVEIRA, 2010).

No caso das plantas, estudos mostram que fatores externos podem interferir na
producdo de metabdlitos secundarios, tais como altas temperaturas, elevada salinidade,
prolongada exposicao ao sol e estresse hidrico (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Diante disso,
plantas dos ecossistemas de restinga, por exemplo, apresentam grande potencial
bioprospectivo, pois estdo constantemente submetidas a condi¢gbes ambientais limitantes
(MAGNAGO et al., 2012; SANTOS-FILHO et al., 2013).

A restinga € um ecossistema que se desenvolve sobre planicies arenosas datadas do
periodo do Quaternario (SOUZA et al., 2008), caracteriza-se por suas diferentes formacdes
fisiondbmicas, com plantas herbaceas, arbustivas a arboreas (ALMEIDA Jr. et al., 20009;
MEDEIROS et al., 2010). Apesar de todas as plantas de ambiente de restinga estarem
submetidas as condi¢fes citadas anteriormente, existem aquelas que sdo mais resistentes as
condicdes limitantes, como as espécies de maior valor de importancia ecol6gica, ou seja, com
maiores valores de frequéncia, densidade e dominancia relativas (FELFILI et al., 2011).

O emprego de estudos fitossocioldgicos e dados ecologicos, como o valor de
importancia, por exemplo, pode ser uma alternativa promissora para o rastreamento de
espécies com potencial para producdo de novos farmacos, inclusive para o tratamento de
doengas como o cancer, maior causa de mortalidade em todo o mundo e com tratamentos

convencionais que ainda apresentam resultados bastante insatisfatorios (INCA, 2018).
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Diante do exposto, foi realizado um levantamento fitossocioldgico em uma area de
restinga do litoral do Maranh@o e as espécies com maior valor de importancia ecoldgica foram

selecionadas para avaliacdo quanto a toxicidade e atividade tumoricida in vitro.

1.2 Revisdo bibliografica
1.2.1 Estudos fitossocioldgicos em restingas

As restingas estendem-se ao longo de toda regido litoranea brasileira compondo um
mosaico de estratos vegetais herbaceo, arbustivo e arbdreo, perfazendo o total de 50% de
cobertura da costa brasileira (SUGUIO; TESSLER, 1984, BRAZ et al., 2013). Todavia, a
biodiversidade das restingas estd sendo degradada por intensas atividades antropicas que
ocupam as regibes costeiras com o turismo, instalacdes de portos e, principalmente,
exploracdo imobiliaria (BRAZ et al., 2013).

Devido a diversidade vegetal, extensdo territorial e constantes ameacas a
biodiversidade, intensificaram-se estudos para conhecer a riqueza, diversidade e o arranjo
estrutural da vegetacdo das restingas (ZICKEL et al., 2015). Nesse contexto, os estudos
fitossocioldgicos fornecem dados que auxiliam no entendimento da estrutura de comunidades
vegetais e contribuem de forma eficaz para elaboracdo de medidas de regeneracdo, manejo e
conservacao da flora dos ecossistemas litoraneos (VELAZCO et al., 2015; MARTINS et al.,
2017).

A fitossociologia envolve o estudo de todos os fendmenos que se relacionam com a
vida das plantas dentro das unidades sociais, retratando o complexo vegetacdo, solo e clima
(CHAVES et al., 2013). O estudo fitossocioldgico sugere possiveis afinidades entre espécies
ou grupos de espécies, de forma descritiva, direta e simples, permitindo o acesso a elementos
e conhecimentos adicionais sobre a flora, sua organizacdo e uma série de caracteristicas
ecologicas (SILVA et al., 2002; WALTER et al., 2015).

Além disso, estudos fitossocioldgicos de comunidades vegetais lenhosas ao longo de
areas de restinga do litoral brasileiro tém fornecido conhecimento sobre a organizacao
estrutural da vegetacdo, subsidiando desta forma a elaboragcdo de projetos futuros para a
conservacao dos ecossistemas litoraneos (ALMEIDA Jr. et al., 2011; VICENTE et al., 2014;
ZICKEL et al., 2015). Silva e Menezes (2012), ao descreverem a floristica e composi¢ao
estrutural de uma restinga do litoral norte da Bahia, indicaram areas prioritarias para criacdo

de Unidade de Conservacdo, visto que registraram as espécies Poecilanthe itapuana
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G.P.Lewis e Bactris soeiroana Noblick ex A.J.Hend. como endémicas para o litoral norte da
Bahia. Antes disso, além dessas duas espécies, Allagoptera brevicalyx Morais e Brodriguesia
santosii R.S. Cowan também foram observadas como endémicas para o litoral da Bahia
(MENEZES et al., 2009), confirmando a necessidade de conservacdo da area em questéo.

Medeiros et al. (2014) ratificaram que o conhecimento sobre a organizacao estrutural
da vegetagcdo fornece dados capazes de subsidiarem projetos futuros conservacionistas e
auxiliarem na escolha de espécies cujas populacbes merecam estudos mais detalhados. 1sso
acontece na medida em que sdo sugeridas area prioritarias para conservacao (SILVA,;
MENEZES, 2012) e populagdes sdo destacadas pelos altos valores de importancia (V1)
ecolédgica na comunidade (ALMEIDA Jr.; ZICKEL, 2012; SANTOS-FILHO et al., 2015;
MACHADO, 2016).

O VI ecologica representa a soma dos valores de frequéncia, densidade e dominancia
relativas de cada espécie, indicando quais sdo dominantes e, portanto, mais resistentes as
condigBes do meio onde se estabeleceram (FELFILI et al., 2011). Geralmente, este pardmetro
é utilizado em estudos fitossociol6gicos, nos quais 0s autores baseiam-se em caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas das espécies de plantas para justificarem suas dominancias e
discutir o papel ecoldgico de cada uma para a area amostrada (ALMEIDA Jr. et al., 2011;
VICENTE et al., 2014).

Além de serem utilizados em estudos de caracterizacdo estrutural, os parametros
ecologicos também tém sido empregados para avaliar a biodisponibilidade local de plantas
citadas em trabalhos etnoboténicos, e para determinar o indice de prioridade para conservagdo
(LCPI) das espécies, associando etnobotanica com conservagdo e biodiversidade
(ALBUQUERQUE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; SOUZA et al., 2017). O parametro
de valor de importancia também € utilizado, nesta perspectiva, ao ser empregado como fator
para o calculo do LCPI de espécies de uso medicinal (RIBEIRO et al., 2013) e ao subsidiar
em medidas de uso sustentavel dos recursos vegetais (ALBUQUERQUE et al., 2009).

1.2.2 Bioprospecgao

Bioprospeccdo ou prospeccdo da biodiversidade envolve a aplicacdo de tecnologias
avancadas para desenvolver valiosos produtos a partir da diversidade bioldgica (ARTUSO,
2002). A biodiversidade pode ser compreendida como a riqueza de vida na terra e a heranca

genética que ela detém, assim como as relagfes estabelecidas entre os complexos
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ecossistemas que possibilitam a construcdo e a manutengdo do meio ambiente (PRIMACK;
RODRIGUES, 2001). Bioprospeccdo é entendida como a exploragdo da biodiversidade para
extracdo de informacdes, bem como, genéticas, bioquimicas e sobre matérias-primas que
possam ter potencial e/ou valor econdmico para desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos, agroquimicos, cosméticos, alimentares, entre outros (ARTUSO, 2002;
AZEVEDO, 2003).

No exercicio da bioprospeccdo a utilizacdo da biodiversidade com fins econdmicos
pode aliar-se as politicas de comando e controle no esforgo para conservacao. Isso ocorre na
medida em que parte da renda gerada serve como aporte de recursos para 0 gerenciamento
ambiental, a0 mesmo tempo em que fornece alternativas a populagdes que se veem impelidas
a degradar os ecossistemas de sua regido na busca pela sobrevivéncia (SACCARO, 2011).

A atividade de bioprospeccdo é regulamentada, mundialmente, pela Convencéo sobre
Diversidade Bioldgica (CDB) assinada na cidade do Rio de Janeiro em junho de 1992. A
CDB, da qual o Brasil é signatério, regulamenta a exploracdo e fluxo mundial dos recursos da
biodiversidade e tem como principais objetivos a conservacao da diversidade bioldgica, a
utilizacdo sustentavel de seus componentes e a reparticdo justa e equitativa dos beneficios
derivados da utilizagdo dos recursos genéticos (CDB, 2017; MMA, 2017).

Os recursos naturais de origem vegetal representam importante fonte de matéria-prima
para bioprospeccdo por apresentarem ampla variedade e complexidade de metabdlitos de
potencial valor medicinal (FUMAGALI et al., 2008).

A expressiva quantidade de plantas torna a busca por novos compostos bioativos um
desafio para pesquisas bem-sucedidas (MELO et al., 2017). Os metabdlitos secundarios sao
compostos bioativos derivados de plantas que possuem importantes propriedades
farmacoldgicas, por isso provocam investigacdes sobre caracteristicas morfofisioldgicas das
plantas e fatores externos que podem interferir no metabolismo secundario (VERMA,;
SHUKLA, 2015).

Para rastrear os metabolitos secundarios sdo empregadas diferentes abordagens de
selecdo de espécies para bioprospecgdo, tais como as abordagens quimico-ecoldgicas e
etnodirigidas (etnoboténica e etnofarmacoldgica). A abordagem quimico-ecoldgica baseia-se
nas aparéncias das plantas (herbaceas ou lenhosas) para indicar quais apresentam potenciais
atividades farmacoldgicas. Donaldson e Cates (2004), assumiram que plantas lenhosas de

ecossistemas aridos apresentam maior percentagem de inibi¢cdo e 0 maior nimero de extratos
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ativos contra as células de cancer do que plantas herbaceas. Isso porque as plantas lenhosas
tendem a produzir compostos quantitativos, como taninos, na defesa contra herbivoros,
atuando como inibidores da digestdo. Na abordagem etnodirigida, a selecdo de espécies é
baseada no conhecimento de uso popular do recurso natural por determinadas comunidades
locais. Nessa vertente incluem-se a etnoboténica e a etnofarmacologia. A primeira ocupa-se
da relacéo entre pessoas e plantas, incluindo todas as formas de uso e percepgdo dos recursos
vegetais, enquanto, a segunda, tem como foco somente preparos tradicionais utilizados em
sistemas de saude, incluindo, de maneira especial, as plantas medicinais (ALBUQUERQUIE;
HANAZAKI, 2006).

Independente do tipo de abordagem utilizada, estudos mostram que fatores abidticos
como estresse hidrico, elevada salinidade, alta temperatura e prolongada exposicao a luz solar
influenciam para o aumento da biossintese e acumulacdo de alguns metabdlitos secundarios.
No entanto, a influéncia desses fatores abi6ticos sobre os metabdlitos secundarios € relatada
apenas para espécies comercialmente importantes, podendo ndo representar as plantas de
ambiente natural (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; VERMA; SHUKLA, 2015).

Considerando a influéncia desses fatores ambientais para 0 aumento de metabdlitos
secundarios, pode-se sugerir que espécies que se desenvolvem em é&reas de condicGes
limitantes, como as restingas, por exemplo, sdo potenciais fontes de recursos bioativos. As
restingas sdo ecossistemas adjacentes ao mar, reconhecidas pelas caracteristicas abioticas
adversas, que coincidem com as que sdo favoraveis para aumento da producdo de metabélitos
secundarios (MAGNAGO et al., 2012; SANTOS-FILHO et al., 2013; MARTINI et al., 2014).
Ao compararem a anatomia foliar de Eugenia brasiliensis Lam. coletadas em éareas de
restinga e de floresta, Donato e Morretes (2007) observaram que folhas provenientes da
restinga apresentaram maior producdo de 6leos essenciais e demais substancias associadas aos
seus efeitos terapéuticos, ou seja, as condi¢cbes ambientais da restinga podem interferir na
producdo de compostos. Neste caso, 0s autores atribuiram o maior contetdo oleifero das
folhas a baixa precipitacdo pluviométrica das restingas, pois quanto menor a precipitacdo
média anual, maior é o nimero de glandulas oleiferas.

Acredita-se que dados ecoldgicos de estrutura da vegetacdo, como o VI, possa ser um
critério promissor para a selecdo de espécies a serem bioprospectadas em areas de restinga,
pois as espéecies com maiores VI sdo consideradas dominantes no local onde se estabeleceram
(FELFILI etal., 2011).
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A potencialidade bioprospectiva de algumas espécies vegetais de restinga pode ser
comprovada em estudos que indicaram propriedades antibacteriana, antifungica
(SALVADOR et al., 2004), anti-inflamatoria (RAUH et al., 2011), antitumoral (BUSKUHL
et al., 2010; FRONZA et al., 2017), antioxidante (BOSCOLO et al., 2007; KUKI et al., 2008;
FERRERA et al., 2014), acaricida (PONTES et al., 2007) e bioinseticida (GONZALEZ et al.,
2014). Além disso, estudos de andlises fitoquimicas (SALVADOR; DIAS, 2004; JARDIM et
al., 2005; DUTRA et al., 2012; GUIMARAES et al., 2013; REGO; KIKUCHI, 2015) e
estudos etnobotanicos (SANTOS et al., 2010; SANTOS et al., 2013) sugerem espécies para
avaliacBes bioldgicas. No entanto, os estudos citados acima ndo comtemplam avaliacdo
toxicologica das plantas analisadas, indispensavel para a geracdo de um bioproduto
(BEDNARCZUK et al., 2010).

Desta forma, trabalhos sobre atividades bioldgicas de espécies de regido litoranea séo
importantes, pois sdo 0s primeiros passos para o desenvolvimento de um bioproduto
economicamente lucrativo e consequente geracdo de renda capaz de contribuir para a

conservacao das restingas, areas constantemente degradadas (BRAZ et al., 2013).

1.2.3 Produtos naturais e desenvolvimento de farmacos

A utilizacdo da biodiversidade vegetal com fins econémicos envolve o uso de
compostos bioativos vegetais na fabricacdo de farmacos, para isso, sdo exigidos estudos de
validacdo que comprovem a seguranca, eficacia e qualidade do uso das espécies vegetais
(NEIVA et al., 2011). O desafio na busca por novos farmacos esta atrelado as doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes, cancer, entre outras, que tém atingido
patamares alarmantes no mundo, aumentando a busca por novas alternativas terapéuticas
(CSERMELY et al., 2013).

Estima-se que 70-80% das pessoas no mundo dependem do uso de plantas com
potencial medicinal para atencdo primaria a saude (WHO, 2000; WHO, 2004). Em 2011, o
mercado mundial de fitoterapicos movimentou US$ 26 bilhGes, aproximadamente 3,2% da
cifra mundial foi referente a comercializacdo de medicamentos, sendo que 30% do mercado
encontra-se na Europa e 5% da movimentacdo na América Latina. No Brasil, 0 mercado de
fitoterapicos obteve uma movimentacdo de R$ 1,1 bilhdo neste mesmo ano (ALVES, 2013;
SOBOTA; PINHO; OLIVEIRA, 2016). A descoberta de novos farmacos no Brasil encontra-
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se no paradoxo de pouca participagdo do pais no mercado mundial, apesar de ser um dos
paises de maior biodiversidade do planeta (MMA, 2002).

Para o desenvolvimento de novos farmacos ha duas grandes fases: pré-clinica, ou
descoberta, na qual moléculas com atividade biologicas sdo identificadas, caracterizadas e
avaliadas seus efeitos in vitro e in vivo até descoberta de compostos quimicos com potencial
desenvolvimento clinico; e fase clinica, ou de desenvolvimento, que consiste na investigacao
detalhada da eficacia, seguranca e uso dos compostos quimicos em humanos, tanto em
individuos saudaveis, quanto em pessoas com a doenca alvo, e somente apds teste com
milhares de pacientes é que o novo medicamento para tratamento da doenca pode ser utilizado
com seguranca (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVEIRA, 2010).

Antes do inicio da primeira fase € de fundamental importancia a correta identificacdo
taxonbmica da planta a ser utilizada, assim como sua inclusdo em herbario, seguindo os
procedimentos padronizados desde herborizacéao até identificacdo, garantindo a documentagédo
da espécie e acesso para consulta, correcdo e/ou atualizacdo de dados (FUNK et al. 2005;
HILDRETH et al., 2007; PEIXOTO; MAIA, 2013).

Na etapa pré-clinica a avaliacdo do potencial bioprospectivo de uma espécie pode se
dar pela analise da toxicidade da mesma. Toxicidade refere-se aos efeitos nocivos decorrentes
das interacdes de substancias quimicas com o organismo (RUPPENTHAL, 2013). Espécies
vegetais consideradas toxicas produzem compostos organicos que pela inalagdo, ingestdo ou
contato direto podem causar alteracdes patoldgicas em homens e animais e, em alguns casos,
podem levar a sérios distdrbios no organismo e até mesmo ao 6ébito (VASCONCELOS et al.,
2009; JESUS; SUCHARA, 2013).

No contexto de toxicidade, o teste de citotoxicidade corresponde ao uso de cultivo de
células in vitro para analises da toxidez de biomateriais em nivel celular. Este € o primeiro
teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos
biomédicos (ISO, 2009), e no processo de descoberta de novos farmacos é o primeiro teste a
ser realizado in vitro na fase pré-clinica.

O estudo da citotoxicidade in vitro é importante porque contribui para o fortalecimento
da indicacdo de vegetais com finalidades de exploragdo comercial (BARCELLOS et al.,
2010). Testes com culturas celulares podem ser utilizados com sucesso, pois s&o
reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente acessiveis para a execucdo do estudo de

biocompatibilidade in vitro. Além disso, representam uma importante etapa no
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desenvolvimento de novos produtos para avaliacdo dos efeitos toxicologicos em células
(SEHNEM et al., 2012).

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais de laboratorio, o
teste in vitro se faz necessario como pré-requisito para testes in vivo (ROGERO et al., 2003).
Somente depois de comprovada a ndo toxicidade in vitro é que o0 estudo da
biocompatibilidade do produto pode ter continuidade em ensaios com animais de laboratorio,
considerando-se 0s 3Rs de reducdo (Reduction), refinamento (Refinement) e substituicdo
(Replacement) (ROGERO et al., 2003; MOURA et al., 2012).

1.2.4 Cancer e produtos naturais

A descoberta de novos farmacos torna-se crucial para o tratamento de doencas como o
cancer, que apresenta um numero expressivo e crescente de novos casos. Sdo mais de 12,7
milhdes de pacientes diagnosticados com céancer a cada ano no mundo todo. No Brasil, o
Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimou em cerca de 600 mil casos novos de cancer, no
biénio 2016-2017 (COSTA-LOTUFO et al., 2010; INCA, 2018), reforcando a magnitude
deste problema de satde publica.

O uso de produtos naturais na pesquisa de agentes anticancer é bem-sucedido, pois
60% dos farmacos anticancer introduzidos nas ultimas décadas tém origem nos produtos
naturais (NEWMAN; CRAGG, 2007; HARVEY, 2008). O interesse pelos compostos
qguimicos naturais para o tratamento de cancer intensificou a partir da comprovacao cientifica
de moléculas bioativas com potencial para o tratamento de cancer, como, por exemplo, o
taxol, que atua no processo de divisdo celular, provocando apoptose em células com elevada
taxa de divisdo (ITOKAWA et al., 2008). A partir de entdo, estudos foram realizados para
compreender e relacionar a estrutura quimica das plantas com ac¢des contra tipos especificos
de cancer (IQBAL et al., 2017).

O céancer se caracteriza pelo crescimento desordenado de células, que invadem tecidos
e 6rgdos. Considerado um problema de satde publica, estando entre as principais causas de
mortalidade em todo o mundo (SIEGEL et al., 2017). Segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA), ao desconsiderar os tumores de pele ndo melanomas, o cancer de prostata é o mais
incidente entre os homens em todas as regides do Brasil (INCA, 2015). Nas mulheres, o
cancer mais frequente é o de mama, exceto na regido norte do pais, onde é o segundo mais
incidente (INCA, 2015).
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O tratamento convencional para tais doencas envolve cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou uma combinacio destes tratamentos (MANUAL DE BASES TECNICAS
DA ONCOLOGIA, 2015). A alta taxa de mortalidade em decorréncia do cancer associada aos
efeitos colaterais graves dos tratamentos convencionais levou a procura de alternativas
complementares para o tratamento. As plantas tém se mostrado importante fonte na busca de
produtos anticancer (COSTA-LOTUFO et al., 2010; GALLEGO et al., 2017), no entanto, a
maioria delas precisam ser melhor exploradas para que se alcance farmacos eficazes no
tratamento do cancer (SHAH et al., 2013).

Uma forma de avaliar o potencial anticancer das espécies vegetais é por meio de testes
in vitro utilizando linhagens antitumorais (MESQUITA et al., 2009; GALLEGO et al., 2017).
Um exemplo préatico de potencial anticancer é a espécie vegetal Vernonia scorpioides (Lam.)
Pers., coletada em area de restinga. Estudo in vitro com o extrato das folhas desta espécie
demonstrou efeitos toxicos contra células tumorais provenientes da linhagem Hela
(BUSKUHL et al., 2010). Posterior a isso, estudo in vivo mostrou que extrato das folhas da
mesma espécie foi capaz de induzir a diminuicdo do tamanho do tumor solido em
camundongos e eliminou o tumor ascitico, sem alterar o peso corporal dos animais (FRONZA
et al., 2017). Entretanto, os estudos de avaliagdo de atividade tumoricida de espécies vegetais
de restinga ainda sdo escassos, cabendo assim, mais pesquisas direcionadas para as espécies

vegetais de ambientes naturais.
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1.3 Objetivo geral
Realizar levantamento fitossociologico e bioprospecgdo das plantas de maior valor de

importancia de uma area de restinga do litoral do Maranhdo, Brasil.

1.4 Objetivos especificos
v" Realizar o levantamento fitossocioldgico do estrato lenhoso de uma area de restinga;
v Analisar os parametros fitossociologicos da vegetacdo amostrada;
v Auvaliar a toxicidade in vitro das espécies de maior importancia ecolégica;

v" Avaliar o potencial tumoricida in vitro das espécies de maior importancia ecolégica.
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Estudo fitossociologico da restinga do Maranhao, Brasil: uma estratégia
para selecdo de espécies vegetais com potencial para bioprospeccao

Luciana Belfort'", Eduardo Bezerra de Almeida Jr.2, Flavia Raquel Fernandes do Nascimento®

RESUMO

Antecedentes: As condi¢cGes ambientais limitantes de areas de restingas, tais como estresse
hidrico, elevada salinidade, alta temperatura e prolongada exposicéo a luz solar sdo favoraveis
para 0 aumento da producgdo de bioativos de importancia farmacoldgica. Por isso se acredita
que o uso do parametro de Valor de Importancia (V1) ecoldgica seja uma estratégia
interessante para a selecdo de espécies para a bioprospecgdo. Tais espécies podem ser opcdes
para o tratamento do cancer, um dos principais problemas de saude publica. O presente estudo
teve como objetivo realizar um levantamento fitossociol6gico em érea de restinga e avaliar, in
vitro, a toxicidade em macréfagos murinos e atividade tumoricida dos vegetais de maior VI.

Métodos: Foi realizado levantamento fitossociol6gico em uma area de restinga do litoral do
Maranhdo, Brasil, pelo método de pontos-quadrantes, e as especies de maior VI foram
selecionadas para o estudo. A toxicidade e atividade tumoricida, in vitro, dos extratos das
folhas dos vegetais foi determinada pelo ensaio MTT, com células incubadas em presenca de
extratos nas concentragdes de 65.5, 125, 250 e 500 pg/mL durante 24h. A toxicidade dos
extratos foi determinada pela viabilidade de macrofagos da linhagem Raw 264.7. A atividade
tumoricida foi determinada pela viabilidade de células tumorais humanas de proéstata (DU-
145) e de mama (MCF-7). O tratamento estatistico foi por analise de variancia (ANOVA),
seguido do pos-teste Tukey (p < 0.05), para macrofagos Raw 264.7, e teste Dunn (p < 0.05),
para células tumorais. A concentracdo inibitoria média (ICso) foi analisada por regressdo nao
linear.

Resultados: As espécies de maiores VI foram Astrocaryum vulgare Mart. (61.1%), Attalea
speciosa Mart. ex Spreng. (58.2%), Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (44.2%),
Chamaecrista ramosa (Vogel) H.S. Irwin & Barneby (32.1%) e Eugenia biflora (L.) DC.
(30.8%). De modo geral, as folhas das espécies A. speciosa, C. ramosa e E. biflora sdo menos
toxicas quando comparadas com as de A. vulgare e H. drasticus. Os valores de 1Cso variaram
entre as concentragdes 167.2 pg/mL (H. drasticus) e 306.4 pug/mL (A. speciosa). Os extratos
dos vegetais selecionados ndo apresentaram atividade tumoricida significativa in vitro, a 1Cso
minima foi 142 pg/mL (E. biflora) e a méxima foi 353.8 pg/mL (A. vulgare).

Conclusdo: O presente trabalho apresentou o estudo fitossociolégico como uma nova
estratégia metodoldgica a ser utilizada na busca por compostos bioativos; e valorizou o
potencial de espécies vegetais dominantes em area de restinga que sdo promissoras para
investigacOes bioprospectivas.

Palavras-chave: Valor de Importancia ecoldgica, Citotoxicidade, In vitro
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INTRODUCAO

A expressiva quantidade de espécies vegetais torna a busca por novos compostos
bioativos um desafio para pesquisas bem-sucedidas [1]. Os metabolitos secundarios séo
compostos derivados de plantas que possuem importantes propriedades farmacoldgicas, por
isso provocam investigacOes sobre caracteristicas morfofisiologicas das plantas e fatores
externos que podem interferir na producdo de metabdlitos e sinalizar a presenca de potenciais
substancias bioativas [2].

Estudos mostram que fatores abioticos como estresse hidrico, elevada salinidade, alta
temperatura e prolongada exposicéo a luz solar influenciam positivamente para o aumento da
biossintese e acumulacdo de metabdlitos secundarios [2,3]. A partir desta informacao, pode-se
sugerir que espécies que se desenvolvem em areas de condicGes limitantes, como as restingas,
por exemplo, sdo potenciais fontes de recursos bioativos [4-6].

Espécies dominantes em ambiente de restinga merecem destaque por apresentarem
maior Valor de Importancia (V1) ecoldgica, ou seja, maiores valores da soma de frequéncia,
densidade e dominancia em uma determinada area [7], portanto, sdo espécies mais adaptadas
as condicdes do meio onde se estabeleceram. Deste modo, acredita-se que dados ecoldgicos
de estrutura da vegetacdo, tal como o VI, possa ser uma estratégia promissora para a selecao
de espécies com potencial para producdo de novos farmacos, assim como Vernonia
scorpioides (Lam.) Pers. Estudos in vitro e in vivo com Vernonia scorpioides, coletada em
area de restinga, mostraram que a planta apresentou efeitos tumoricidas in vitro, e diminuicédo
do tamanho do tumor sélido em camundongos [8,9].

A avaliacdo da toxicidade in vitro de uma planta garante a seguran¢a no uso do
vegetal, sendo indispensavel para a geracdo de um bioproduto [10]. Estudos in vitro,
utilizando linhagens antitumorais, tem sido uma estratégia usada para identificar espécies com
compostos capazes de atuarem contra o cancer [11,12], maior causa de mortalidade em todo o
mundo e com alguns tratamentos convencionais que ainda apresentam resultados
insatisfatorios [13].

Além disso, estudos sobre ag¢bes farmacoldgicas das plantas podem contribuir para
conservacao de ecossistemas ameacados, servindo como justificativa para manutencao dessas
areas, assim como foi demostrada a relacdo entre conhecimento tradicional sobre plantas

medicinais e sua relacdo com preservacdo ambiental na Amazonia brasileira [14].
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Devido as ameacas a diversidade vegetal das restingas [15] que apresentam
condicBes ambientais favoraveis para o aumento da producdo de compostos bioativos em
plantas, faz-se necessario criar estratégias para sua conservacdo por meio da bioprospeccao,
na qual ha preocupacdo com conservacao da biodiversidade [16]. O presente estudo teve
como objetivo realizar um levantamento fitossociolégico em uma érea de restinga e avaliar, in
vitro, a toxicidade em macrdéfagos murinos e atividade tumoricida dos vegetais de maior

Valor de Importancia (VI).

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

A amostragem da vegetacdo foi executada em uma area de restinga na praia de
Panaquatira (02°28°23”’S 044°03°13.8”W), localizada no municipio de Sao José de Ribamar,
Maranh&o. A praia de Panaquatira possui 5,6 km de extensdo com topografia plana sendo
banhada pela baia de S&o José [17]. Conforme classificacdo de Kdppen (1948) a regido
apresenta clima tropical do tipo Aw. As temperaturas na llha do Maranhdo variam ao longo

do ano de 25.5 °C a 28.6 °C, com indice pluviométrico médio em torno 2.000 mm/ano [18].

Levantamento fitossocioldgico

A avaliacdo fitossocioldgica foi realizada pelo método de pontos-quadrantes [19],
onde foram instaladas cinco transec¢des paralelas, de 100m cada. Em cada transec¢do foram
alocados 10 pontos quadrantes, espacados 10m entre si. Foram incluidos na amostragem 0s
individuos lenhosos vivos com perimetro a altura do solo (PAS) > 10cm. De cada individuo
foi medido o perimetro do caule, a altura e a distancia da planta até o centro do quadrante.

As espécies amostradas foram coletadas conforme as técnicas usuais em botanica [20].
A identificacdo do material vegetal foi realizada com o auxilio do Prof. Eduardo Bezerra de
Almeida Jr. seguindo a classificagdo do APG IV [21]. Pelo menos uma amostra de cada
especie foi depositada, como material testemunho, no acervo do Herbario do Maranhao
(MAR) [22] da Universidade Federal do Maranhé&o, Brasil.

A estrutura da vegetagdo foi analisada a partir dos parametros fitossociologicos de
cada espécie amostrada. Foram determinados os parametros de frequéncia relativa (FR),
densidade relativa (DR) e dominéancia relativa (DoR) que somados resultam no valor de
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importancia (VI), além do indice de Shannon-Wienner (H’), por meio do pacote FITOPAC
2.1[23].

Selecdo de espécies para bioprospeccéo

A selecdo de espécies para bioprospec¢do foi baseada no parametro fitossocioldgico
de valor de importancia (V1) ecoldgica das espécies vegetais da restinga amostrada. As cinco
espéecies com maiores VI’s foram selecionadas e foi realizado levantamento tedrico sobre
bioprospeccdo. Aquelas que ndo apresentavam material tedrico sobre toxicidade de extratos
das folhas e que ndo estivessem em listas de perigo extingdo foram analisadas. E importante
ressaltar que ainda ndo foram registrados estudos etnobotanicos para a area de restinga de
Panaquatira, portanto, ndo ha informacdo local sobre possiveis usos das plantas avaliadas

neste trabalho.

Material vegetal

As folhas das espécies selecionadas foram utilizadas, uma vez que sua coleta €
relativamente menos prejudicial para a planta [1] e por constituir um recurso de maior
disponibilidade durante todo o ano. As folhas foram coletadas em maio de 2017, seguindo 0s
procedimentos adequados para este tipo de coleta [24].

Preparacédo de extratos hidroetandélicos

As folhas foram secas em temperatura ambiente, trituradas, pesadas (100g de cada
espécie) e submetidas ao processo extrativo por maceracdao em etanol a 70%; a cada dois dias
o solvente foi trocado, durante oito dias. As solucdes extrativas foram filtradas, concentradas
em rotaevaporador, secas em estufa a 30°C e conservadas em geladeira até 0 momento de uso
[25]. Os rendimentos dos extratos foram calculados pela expressdo: Rendimento (%) = (massa
do extrato seco (g) / massa do material vegetal (g)) x 100 [26]. As espécies selecionadas para
a bioprospeccdo apresentaram os seguintes rendimentos dos extratos foliares: 10%, 7%, 23%,

15% e 9.8%, seguindo a ordem de classificagdo fitossocioldgica.

Cultura de células
Os macrdfagos murinos da linhagem Raw 264.7 foram mantidos em garrafas de

cultura em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10% em estufa com atmosfera
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umida de 5% CO, a 37°C, com passagens a cada 3 ou 4 dias conforme a convergéncia do
crescimento celular.

Células tumorais humanas de prostata (DU-145) e mama (MCF-7) e células de
linhagem normal (GMO07492A) foram cultivadas em solucdo 1:1 dos meios Dulbecco’s
Modified Eagles Medium (DMEM) e Ham's F12 Nutrient Mixture (HAW), suplementadas
com 1% de aminoacidos ndo essencial humano e 10% de soro fetal bovino, e mantidas em

estufa com atmosfera Umida contendo 5% de CO; a 37°C.

Teste de citotoxicidade

A citotoxicidade das cinco espécies foi avaliada por estimativa da viabilidade pelo
ensaio com brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2.5 difeniltetrazolio (MTT) [27]. As
células foram semeadas em microplacas de 96 pocos (1x10° células/mL) e tratadas com o0s
extratos nas concentracfes de 65.5, 125, 250 ¢ 500 ug/mL durante 24h. Para o controle
negativo, foram incubadas células na presenca do meio RPMI (células Raw 264.7) e DMEM
(células tumorais). Apo6s 24h 10 uL da solugao de MTT (5 mg/mL) foi adicionado a cada
poco da placa. O MTT reagiu com as células durante 3h a 37°C e apds esse tempo de
incubagdo os cristais de formazan incorporados em células viaveis foram solubilizados com
100 puL de dodecil sulfato/acido cloridrico (SDS/HCL), a placa ficou em temperatura
ambiente por 12h.

Como controle positivo deste trabalho foi usado SDS/HCL, que matou cem por cento
das células em 24h. O dimetil sulféxido (DMSO) foi utilizado como controle do solvente dos
extratos, nas concentracoes de 0.6, 1.25, 2.5 e 5% com uma ICsg de 2.376%.

A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (Dynatech Laboratories Inc.) a 540
nm de comprimento de onda. Para a realizacdo dos experimentos, os extratos foram
solubilizados com DMSO a 5%, portanto foi testado um controle paralelo com as células
incubadas em DMSO.

Anélise estatistica

Os resultados dos testes bioldgicos in vitro foram expressos como média + desvio
padrdo. O tratamento estatistico foi por analise de variancia (ANOVA), seguido do pOs-teste
Tukey (p < 0.05), para macréfagos Raw 264.7, e teste Dunn (p < 0.05), para células tumorais.
A concentragdo inibitoria média (ICso) foi calculada por meio de anédlise de regressdo nédo

linear. Todas as andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 6.0.
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RESULTADOS

Avaliacéo fitossocioldgica em area de restinga

Os individuos da vegetacdo de restinga amostrada pertencem a 22 espécies, 18 géneros
e 14 familias de plantas arbustivas e arbdreas nativas do Brasil (Tabela 1). O indice de
diversidade de Shannon foi 2.40 nat/individuos.

As espécies que mais contribuiram para a estrutura da comunidade com maior VI, e,
portanto, selecionadas para bioprospec¢do foram: Astrocaryum vulgare, Attalea speciosa,
Himatanthus drasticus, Chamaecrista ramosa e Eugenia biflora, as quais, juntas,
representaram 75.5% do total do VI (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros fitossociologicos das espécies vegetais amostradas na area de restinga na praia
de Panaquatira, Sdo José de Ribamar, Maranhao.

Espécies vegetais? Familias VI° Nic FRY DR® DoRf Voucher
(%) (%) (%) (%) MAR
Astrocaryum vulgare Mart. Arecaceae 61.1 23 121 115 375 9336
Attalea speciosa Mart. ex Spreng. Arecaceae 58.2 33 148 16,5 269 9337
Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel Apocynaceae 442 35 181 175 8.6 9328
Chamaecrista ramosa (Vogel) H.S. Irwin & Barneby Fabaceae 321 33 114 165 41 9320
Eugenia biflora (L.) DC. Myrtaceae 30.8 27 128 135 46 9324
Byrsonima crassifolia (L.) Kunth Malpighiaceae 14.0 7 47 35 58 9319
Myrcia multiflora (Lam.) DC. Myrtaceae 89 8 40 4.0 09 9332
Matayba guianensis Aubl. Sapindaceae 81 7 40 35 06 9731
Ouratea hexasperma (A.St. Hil.) Baill. Ochnaceae 62 5 34 25 03 9331
Anacardium occidentale L. Anarcardiaceae 58 1 0.7 05 47 9317
Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. Sapotaceae 54 1 07 05 42 9726
Andira surinamensis (Bondt) Splitg. ex Amshoff Fabaceae 39 3 20 15 04 9318
Myrcia cuprea (O.Berg) Kiaersk. Myrtaceae 39 3 20 15 03 9333
Combretaceae Combretaceae 3.7 3 20 15 01 9322
Ouratea fieldingiana (Gardner) Engl. Ochnaceae 36 3 20 15 01 9330
Guapira sp. Nyctaginaceae 24 2 1.3 10 01 9728
Eugenia stictopetala Mart. ex DC. Myrtaceae 15 1 07 05 03 9326
Coccoloba ramosissima Wedd. Polygonaceae 14 1 0.7 05 03 9732
Chomelia obtusa Cham. & Schltdl. Rubiaceae 13 1 07 05 01 9733
Guettarda angelica Mart. ex Mull. Arg. Rubiaceae 12 1 07 05 0.03 9327
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand Burseraceae 12 1 07 05 0.03 9329
Coccoloba latifolia Lam. Polygonaceae 1.2 1 0.7 05 0.03 9321

aEspécies ordenadas por VI, °Valor de Importancia (VI), Numero de individuos (Ni), “Frequéncia Relativa (FR),
*Densidade Relativa (DR), 'Dominancia Relativa (DoR)



37

Determinacéo da toxicidade dos extratos vegetais

Para determinar se os extratos dessas plantas apresentavam toxicidade, diferentes
concentragdes de extratos foram testadas em macréfagos murinos da linhagem Raw 264.7. Os
resultados da viabilidade celular mostraram que, de modo geral, as folhas das espécies A.
speciosa, C. ramosa e E. biflora sdo menos toxicas quando comparadas com as de A. vulgare
e H. drasticus (Figura 1).

Os macréfagos cultivados em presenca de A. vulgare e H. drasticus mostraram
diminuicdo significativa da viabilidade, de forma dose-dependente, sendo que na maior
concentracdo (500 pg/mL) a viabilidade reduziu para 21.3% e 22.5%, respectivamente.
(Figura 1A, 1C).

As células expostas as concentragdes de 62.5, 125 e 250 pug/mL de A. speciosa se
mostraram viaveis ap0s 24h de cultura, sem diferenca significativa ao serem comparadas com
0 grupo controle (Figura 1B).

Para C. ramosa os resultados ndo mostraram diferenca significativa na viabilidade
celular em concentragdo de 125 pg/mL apos incubagdo durante 24h, em comparagdo com 0
controle (Figura 1D). Enquanto que para a espécie E. biflora foram observadas diferencas
significativas na viabilidade celular para todas as concentragdes (Figura 1E).

Os valores de ICso variaram entre as concentragdes 167.2 pg/mL (H. drasticus) e 306.4
pg/mL (A. speciosa) (Figura 1).
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Figura 1. Avaliacdo de extratos de vegetais de uma &rea de restinga sobre a viabilidade
de macrofagos murinos. Macrofagos da linhagem Raw 264.7 foram incubados por 24 horas
em presenca de extratos de folhas das espécies Astrocaryum vulgare (A); Attalea speciosa
(B); Himatanthus drasticus (C); Chamaecrista ramosa (D); Eugenia biflora (E). *p<0.05
guando comparados aos grupos de macréfagos cultivados sem extrato
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Os extratos dos vegetais selecionados n&do apresentaram atividade tumoricida
significativa in vitro

Ao expor as células de linhagem de cancer de prostata em presenca dos cinco extratos
foliares testados, observou-se que apenas A. vulgare e A. speciosa apresentaram diferenca
significativa em algumas concentraces quando comparadas ao grupo controle. O extrato das
folhas de A. vulgare apresentou citotoxicidade sobre as células DU-145 nas concentragdes de
62.5 e 125 pg/mL. Enquanto que para o extrato de A. speciosa foi registrada citotoxicidade
nas concentracdes de 65.5 a 250 pg/mL. Porém, quando avaliada a ICsg, verificou-se que A.
vulgare, H. drasticus e E. biflora apresentaram 1Cso menor que o controle (Tabela 2).

As ceélulas MCF-7 tratadas com os extratos foliares das plantas de restinga
sobreviveram ap0s 24 horas de exposicao, indicando que 0s extratos ndo possuem efeitos
citotoxicos sobre as células MCF-7, exceto para a concentracao de 500 pug/mL da espécie A.
vulgare que apresentou diferenca significativa do grupo controle ao matar 37% das células
tumorais. Os resultados de 1Cso indicaram que apenas E. biflora apresentou ICso menor que o
controle (Tabela 2).

Entretanto, apesar de diferencas pontuais, os resultados obtidos demonstraram que as
espécies vegetais testadas ndo apresentaram atividade tumoricida in vitro. Esta afirmacéo foi
baseada nos critérios do Instituto Nacional do Céancer que afirma que para um extrato ser
promissor precisa ter uma IC., menor que 30 pg/mL [28]. Na tabela 2 podem ser observadas

as IC,, dos extratos contra linhagem ndo tumoral e linhagens tumorais.

Tabela 2: Efeitos inibitérios dos extratos foliares de cinco plantas de restinga sobre o
crescimento de células de linhagem humana normal e de linhagens tumorais.

Espécies IC,, (Lg/mL)

GMO07492A% DU-145° MCEF-7¢
Astrocaryum vulgare 352,9 191.9 353.8
Attalea speciosa 244.8 296.1 267.1
Himatanthus drasticus 352.8 181.7 276.3
Chamaecrista ramosa 194.5 222.8 255.8
Eugenia biflora 352.9 176.0 142.0

3L inhagem de células humanas normais (Fibroblastos de pulmao)
®Linhagem celular de cancer de prostata
¢ Linhagem celular de cncer de mama
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DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que extratos foliares de plantas de maior valor de importancia
ecologica de area de restinga sdo importantes fontes para investigacOes terapéuticas, visto
que, de modo geral as cinco espécies apresentam elevados valores de 1Csg, permitindo que
algumas concentrac@es do extrato sejam utilizadas com segurancga. Porém, na determinacdo da
atividade tumoricida dos extratos vegetais ndo foi observada acdo citotdxica nas
concentracdes avaliadas.

A diversidade vegetal encontrada para a area de estudo foi similar aos valores
observados para outras areas de restinga do Brasil [29-31]. Estes valores de diversidade
podem ser atribuidos as condi¢cBes ambientais das restingas, caracterizadas por solos pobres
em nutrientes, alta radiacdo solar e ventos fortes nos quais poucas espécies conseguem se
manter [31]. No entanto, outras areas de restingas sob essas mesmas condicdes apresentam
diversidade com valores de indice de Shannon entre 3.33 e 3.55 nat/individuos [32,33]. O que
pode ser justificado pelas particularidades inerentes as restingas, como fatores abidticos
diferenciados ou diferentes niveis de antropizacéo.

No ambito da bioprospeccdo, espécies que compdem a diversidade vegetal das
restingas tém se mostrado como potenciais fontes de recursos bioativos. E diversos estudos
comprovam propriedades antioxidante [34-36], antibacteriana, antiflngica [37] acaricida [38]
e bioinseticidas [39], além de analises fitoquimicas [40-43] e estudos etnobotanicos [44,45]
gue sugerem espécies para avaliacBes bioldgicas. Porém, esses estudos ndo contemplam
avaliacdo toxica das plantas, que € indispensavel para a geracdo de um bioproduto [10].

Estudos que investigaram a toxicidade de Vernonia scorpioides, coletada em érea de
restinga, demonstraram a importancia da avaliacdo toxicol6gica para prosseguimento com
pesquisas sobre acGes farmacoldgicas da espécie. Testes, in vitro e in vivo, com extratos das
folhas de Vernonia scorpioides mostraram que a planta apresentou efeitos toxicos contra
celulas tumorais, e induziu a diminui¢do do tamanho do tumor sélido em camundongos [8,9].

Na perspectiva de avaliar a toxicidade de plantas submetidas a condi¢fes ambientais
extremas, tal como as restingas, utilizou-se neste trabalho o valor de importancia das espécies
como critério. A vantagem na utilizacdo deste pardmetro é o destaque dado para as espécies
mais dominantes na area, evidenciando que sdo espécies resistentes e que se desenvolvem

bem sob as condi¢des do meio onde se estabeleceram.
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Para a area de restinga estudada as espécies dominantes foram Astrocaryum vulgare,
conhecido popularmente como tucumg, tucunzeiro e/ou tucum-bravo [46]; Attalea speciosa,
palmeira nativa do Brasil conhecida popularmente como babacu [47]; Himatanthus drasticus,
chamado de janadba [48]; Chamaecrista ramosa e Eugenia biflora, ambos ndo apresentam
nomes vernaculares na regiao.

As trés primeiras colocadas quanto ao valor de importancia, A. vulgare, A. speciosa e
H. drasticus, sdo espécies dominantes capazes de se desenvolver em solos pobres, resistirem
ao fogo e ter facilidade de regeneracdo [49-51]. A resisténcia diante das condicGes limitantes
do ambiente de restinga, dominancia nesses espacos e porte arbustivo-arbéreo [52] das cinco
espécies selecionadas para este estudo podem indicar a producdo de compostos bioativos
valorosos para bioprospeccao.

Algumas atividades biologicas destas espécies ja foram investigadas, muito embora, a
maioria deles seja com outras partes vegetais que ndo as folhas. Por exemplo, o 6leo do fruto
de A. vulgare, apresentou propriedades anti-inflamatérias [53,54]; o extrato aquoso do
mesocarpo de A. speciosa demostrou atividade imunomoduladora com relevantes perspectivas
na atividade antitumoral [55-58]; o latex de H. drasticus possui efeitos antitumoral e anti-
inflamato6rio [59,60]. No caso de H. drasticus foi demonstrado que o extrato das folhas de H.
drasticus demonstrou atividade antimicrobiana contra Klebsiella pneumoniae, causando
danos a membrana bacteriana, e ndo foi citotoxico para células mononucleadas de sangue
periférico humano [61].

Para as espécies de C. ramosa e E. biflora ndo foram encontrados estudos sobre suas
possiveis atividades farmacoldgicas, o que reforca a necessidade de desenvolver estudos com
estas especiais. Em especial porque existem pesquisas para espécies do mesmo género
taxonémico, como Chamaecrista nictitans (L.) Moench [62] e Eugenia uniflora L. [63,64].
Segundo a abordagem de selecdo de guimiotaxonomia isso € um indicio de que C. ramosa e
E. biflora também apresentam potencial terapéutico, pois essa abordagem assume que plantas
da mesma familia botanica geralmente sintetizam compostos de classes similares e, portanto,
caminhos biossintéticos parecidos [65]. Estes trabalhos sdo importantes, pois demonstram que
as espécies deste estudo apresentam compostos quimicos de interesse farmacoldgico, e
mesmo para C. ramosa e E. biflora é possivel prever atividade bioldgica por serem similares a

espeécies ja estudadas.
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A avaliacdo da viabilidade celular é importante para indicar plantas com possiveis
acOes para o tratamento de infec¢Oes bacterianas, fungicas e possiveis compostos antitumorais
[66]. No presente estudo, os valores de ICso encontrados variaram entre 167,2 pg/mL (H.
drasticus) e 306,4 ug/mL (A. speciosa), sdo valores altos quando comparados com outros
trabalhos. Em estudo de avaliacdo da toxicidade de espécies selecionadas pela abordagem
etnofarmacoldgica na Nigéria, a maior I1Cso (88.23 pg/mL) foi para extrato da espécie
Macaranga barteri Mull-Arg. sobre células normais de prostata humana [67]. Estudo
realizado com uma especie de restinga, Passifloramucronata Lam., mostrou que a maior 1Cso
sobre células Raw 264.7 foi 56,52 ug/mL [68]. Porém, no trabalho de Figueiredo et al. (2017)
ao utilizar células mononucleadas de sangue periférico humano a ICso do extrato das folhas de
H. drasticus ficou entre 1560 e 3125 pg/mL, ou seja, quando em comparagdo com este
trabalho os valores de ICso obtidos no presente estudo sdo baixos. As diferengas nos valores
de 1Cso podem ser em decorréncia de varios fatores, tais como as concentragdes de extratos
testadas e dos tipos de linhagens celulares utilizadas nos experimentos.

Quanto aos testes tumoricidas nenhuma das cinco espécies apresentou capacidade de
inibir o crescimento celular das linhagens testadas. O Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos considera que um extrato bruto tem potencial composto natural anticancer
quando o ICsp é no maximo 30 pg/mL [28]. Mesmo com altas concentragdes a investigacdo
detalhada sobre acdo antitumoral para as espécies s6 valeria a pena se as ICso das células
normais fossem superiores as das células tumorais, tal como foi observado em estudo que
avaliou a toxicidade da espécie Indigofera cassioides Rottl. ex. DC. [69].

Avaliacdo da toxicidade das plantas é uma forma de rastrear metabdlitos secundarios e
otimizar os esforcos para buscas bem-sucedidas. Pesquisas com esse propdsito sdo realizadas
direta ou indiretamente com a preocupacdo de também contribuir para a conservacdo das
areas ambientais, principalmente em regibes da Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica, que
apresentam alta riqueza e diversidade, apesar de estarem constantemente sendo degradadas
por acdes antropicas [14,70,71].

Entre os diversos ecossistemas brasileiros as areas de restinga destacam-se por suas
peculiares caracteristicas ambientas, as quais as plantas estdo submetidas e por sofrerem com
intensa especulag@o imobiliaria, turismo e instalagdes de portos, que provocam degradacao e
perdas irreparaveis a diversidade vegetal, sendo necessaria a implementacdo de efetivas

unidades de conservacao para protecdo deste ambiente e dos seus recursos bioativos [72,73].
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A viabilidade das células submetidas & presenca dos diferentes extratos
hidroetandlicos pode ser justificada pela composicdo quimica das folhas de cada planta, por
isso esta pesquisa terd continuidade com investigacfes sobre caracterizacdo fitoquimica das

folhas analisadas.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho possibilitam o emprego de uma estratégia
metodoldgica a ser utilizada na busca por compostos com atividades bioldgicas; valoriza o
potencial de espécies vegetais promissoras para investigacGes bioprospectivas, que apesar de
serem dominantes em restinga estdo expostas as ameacas a biodiversidade, comuns a este
ecossistema; e apresenta informacoes iniciais sobre as potencialidades bioativas dos extratos
foliares das espécies Astrocaryum vulgare, Attalea speciosa, Himatanthus drasticus,
Chamaecrista ramosa e Eugenia biflora, que foram submetidas a testes de ciotoxicidade in
vitro, e que subsidiardo novas andlises para destacar a importancia do conhecimento e

conservacao das areas de restinga.
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DADOS SUPLEMENTARES
1. Imagens das espécies de uma area de restinga da praia de Panaquatira, Maranhao,

selecionadas para avaliacdo quanto a toxicidade e atividade tumoricida.

Figura 1s. Espécies vegetais de uma &rea de restinga selecionadas para o presente
estudo. Astrocaryum vulgare Mart. (A), Attalea speciosa Mart. ex Spreng. (B),
Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (C), Chamaecrista ramosa (Vogel) H.S. Irwin
& Barneby (D) e Eugenia biflora (L.) DC. (E)
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2. Os extratos dos vegetais selecionados ndo apresentaram atividade tumoricida significativa,
in vitro, em presenca das linhagens GM07492A (Figura 2s), DU-145 (Figura 3s) e MCF-7

(Figura 4s).
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Figura 2s. Viabilidade das células humanas normais (GM07492A) incubadas por 24 horas
em presenca de extratos hidroalcodlicos de folhas de plantas de restinga das espécies
Astrocaryum vulgare (A); Attalea speciosa (B); Himatanthus drasticus (C); Chamaecrista
ramosa (D); Eugenia biflora (E). *p<0,05 quando comparados ao grupo controle
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Figura 3s: Efeito dos extratos hidroalcoolicos de plantas de restinga sobre a viabilidade de
células tumorais. Células tumorais da linhagem DU-145 foram incubados por 24 horas em
presenca de extratos de folhas das espécies Astrocaryum vulgare (A); Attalea speciosa (B);
Himatanthus drasticus (C); Chamaecrista ramosa (D); Eugenia biflora (E). *p<0,05 quando
comparados aos grupos de células tumorais cultivadas sem extrato
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Figura 4s: Efeito de diferentes concentracfes de extratos de plantas de uma area de restinga
em células tumorais. Células tumorais da linhagem MCF-7 foram incubados por 24 horas em
presenca de extratos de folhas das espécies Astrocaryum vulgare (A); Attalea speciosa (B);
Himatanthus drasticus (C); Chamaecrista ramosa (D); Eugenia biflora (E). *p<0,05 quando
comparados ao grupo controle
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos procedimentos metodoldgicos adotados, nesse estudo, como estratégia para
selecdo de espécies para bioprospeccdo, a fitossociologia mostrou-se util para a escolha de
espéecies promissoras. Por meio da andlise da estrutura da vegetacdo lenhosa foi possivel
conhecer as espécies mais dominantes na &rea de restinga. Visto que o ecossistema de restinga
apresenta caracteristicas ambientais que favorecem o aumento da produgdo de compostos
bioativos com importantes acfes farmacoldgicas. Nesta perspectiva, a avaliacao da toxicidade
das especies de maior Valor de Importancia (VI), Astrocaryum vulgare Mart., Attalea
speciosa Mart. ex Spreng., Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel, Chamaecrista ramosa
(Vogel) H.S. Irwin & Barneby e Eugenia biflora (L.) DC., mostrou que a maioria delas néo
sdo tdxicas nas concentracOes testadas, e que apesar dos resultados de atividade tumoricidade
ndo terem sido significativos a estratégia de selecdo de espécies vegetais testada neste
trabalno mostrou-se Util para escolha de espécies promissoras para investigacdes
bioprospectivas.

Este estudo valorizou o potencial bioprospectivo de espécies vegetais de ambientes de
restinga que sdo areas constantemente degradadas e carentes de acBes politicas para
conservacao a biodiversidade. Portanto, recorrer as préaticas de bioprospec¢do tem sido uma
estratégia utilizada para que as espécies possam ser valoradas, utilizadas de modo sustentavel

e para que a renda gerada sirva como aporte de recursos para o gerenciamento ambiental.
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ANEXO

NORMAS DA REVISTA
COMPLEMENTARY AND ALTERNATIVE MEDICINE

Os artigos de pesquisa devem informar sobre a pesquisa primaria original, mas podem informar sobre revisdes
sistematicas da pesquisa publicada, desde que adotem as diretrizes de relatério apropriadas, detalhadas em
nossas politicas editoriais. Observe que as analises agrupadas ndo comissionadas de pesquisas selecionadas nédo
serdo consideradas.

Apresentacéo dos manuscritos (texto)
As informagdes abaixo detalham os cabecalhos de secdo que vocé deve incluir em seu manuscrito e quais
informagdes devem estar dentro de cada secéo.
Por favor, note que seu manuscrito deve incluir uma secdo "Declaragdes”, incluindo todas as subposi¢des (veja
abaixo para obter mais informagdes).
Folha de rosto
A pégina de titulo deve:
e apresentar um titulo que inclua, se for caso disso, o desenho do estudo, por exemplo:

o "Aversus B no tratamento de C: um ensaio controlado randomizado", "X é um fator de risco
para Y: um estudo de controle de caso", "Qual é o impacto do fator X no assunto Y: Uma
revisdo sistematica"

o ou para estudos ndo clinicos ou ndo-pesquisados, uma descri¢do do que o artigo informa

e liste 0s nomes completos, enderegos institucionais e enderecos de e-mail para todos os autores

o se um grupo de colaboragdo deve ser listado como um autor, liste 0 nome do grupo como
autor. Se vocé quiser que os nomes dos membros individuais do Grupo sejam pesquisados
através de seus registros individuais do PubMed, inclua essas informacdes na se¢do
"Agradecimentos” de acordo com as instru¢fes abaixo

e indicar o autor correspondente

Resumo
O resumo ndo deve exceder 350 palavras. Por favor, minimize o uso de abreviaturas e ndo cite referéncias no
resumo. Os relatérios de ensaios clinicos randomizados devem seguir a extensdo CONSORT para resumos. O
resumo deve incluir as seguintes secdes separadas:

e Antecedentes: contexto e finalidade do estudo
Meétodos: como o estudo foi realizado e testes estatisticos utilizados
Resultados: os principais achados
Conclusoes: breve resumo e implica¢Bes potenciais
Registro de ensaio: se o seu artigo informar os resultados de uma intervencéo de cuidados de salde em
participantes humanos, ele deve estar registrado em um registro apropriado e 0 nimero de registro e a
data de registro devem ser estabelecidos nesta se¢do. Se ndo foi registrado prospectivamente (antes da
inscricdo do primeiro participante), vocé deve incluir as palavras "registrado retrospectivamente™. Veja
nossas politicas editoriais para obter mais informagdes sobre o registro de teste
Palavras-chave
Trés a dez palavras-chave que representam o contetido principal do artigo.
Antecedentes
A secdo Antecedentes deve explicar os antecedentes do estudo, seus objetivos, um resumo da literatura existente
e por que esse estudo foi necessario ou sua contribui¢do para o campo.
Métodos
A secdo de métodos deve incluir:

e O objetivo, o design e a configuragéo do estudo

e as caracteristicas dos participantes ou a descricdo dos materiais

e uma descricéo clara de todos os processos, intervengdes e comparagfes. Os nomes genéricos de drogas

geralmente devem ser usados. Quando as marcas proprietarias sao usadas na pesquisa, inclua as marcas
entre parénteses

e 0 tipo de analise estatistica utilizada, incluindo um calculo de poténcia, se apropriado

Resultados
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Isto deve incluir as conclusdes do estudo, incluindo, se for caso disso, os resultados da andlise estatistica que
devem ser incluidos no texto ou como tabelas e figuras.
Discussao
Esta secdo deve discutir as implicagdes das descobertas no contexto da pesquisa existente e destacar as
limitacdes do estudo.
Conclusoes
Isso deve indicar claramente as principais conclusdes e fornecer uma explicacdo da importancia e relevancia do
estudo relatado.
Lista de abreviages
Se as abreviagdes forem usadas no texto, elas devem ser definidas no texto no primeiro uso, e uma lista de
abreviaturas deve ser fornecida.
Declarac@es
Todos os manuscritos devem conter as seguintes se¢des sob o titulo "Declaragdes":
e Aprovacao ética e consentimento para participar
e Consentimento para publicacdo
e Disponibilidade de dados e material
e Interesses competitivos
e Financiamento
e  Contribuicdes dos autores
e Reconhecimentos
e Informacdo dos autores (opcional)
Veja abaixo os detalhes sobre as informagdes a serem incluidas nessas sec¢des.
Se alguma das se¢Bes ndo for relevante para o seu manuscrito, inclua o cabecalho e escreva "N&o aplicavel"” para
essa secao.
Aprovacao ética e consentimento para participar
Manuscritos que relatam estudos envolvendo participantes humanos, dados humanos ou tecido humano devem:
e incluir uma declaracdo sobre aprovacdo ética e consentimento (mesmo quando a necessidade de
aprovacdo foi dispensada)
e incluir o nome do comité de ética que aprovou o estudo € o numero de referéncia do comité, se
apropriado
Estudos envolvendo animais devem incluir uma declaracéo sobre aprovacao ética.
Consulte nossas politicas editoriais para obter mais informagdes.
Se 0 seu manuscrito ndo informar ou envolver o uso de qualquer animal ou dados humanos ou tecido, indique
"N&o aplicavel" nesta sec¢do.
Consentimento para publicacdo
Se 0 seu manuscrito contiver os dados de cada pessoa em qualquer forma (incluindo detalhes individuais,
imagens ou videos), o consentimento para publicacdo deve ser obtido dessa pessoa, ou no caso de criangas, seus
pais ou responsaveis legais. Todas as apresentacfes de relatdrios de casos devem ter consentimento para
publicacdo.
Vocé pode usar seu formulario de consentimento institucional ou nosso formulario de consentimento, se
preferir. Vocé ndo deve enviar o formulario para n6és na submissdo, mas podemos solicitar uma cépia em
qualquer etapa (inclusive apds a publicagdo).
Consulte nossas politicas editoriais para obter mais informagdes sobre o consentimento para publicagéo.
Se 0 seu manuscrito ndo contém dados de qualquer pessoa, indique "N&o aplicavel" nesta secéo.
Disponibilidade de dados e materiais
Todos os manuscritos devem incluir uma declaracdo "Disponibilidade de dados e materiais". As declaracfes de
disponibilidade de dados devem incluir informagdes sobre onde os dados que suportam os resultados relatados
no artigo podem ser encontrados, incluindo, quando aplicavel, hiperlinks para conjuntos de dados arquivados
publicamente analisados ou gerados durante o estudo. Por dados, queremos dizer o conjunto de dados minimo
gue seria necessario interpretar, replicar e construir sobre os resultados relatados no artigo. Reconhecemos que
nem sempre € possivel compartilhar dados de pesquisa publicamente, por exemplo, quando a privacidade
individual pode ser comprometida e, nesses casos, a disponibilidade de dados ainda deve ser indicada no
manuscrito, juntamente com quaisquer condicBes de acesso.
As instrucdes de disponibilidade de dados podem levar uma das seguintes formas (ou uma combinacdo de mais
de uma, se necessério, para conjuntos de dados multiplos):
e Os conjuntos de dados gerados e / ou analisados durante o estudo atual estdo disponiveis no repositério
[NAME], [LINHAS WEB PERSISTENTES PARA DATASETES]
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e Os conjuntos de dados utilizados e / ou analisados durante o estudo atual estdo disponiveis a partir do
autor correspondente em pedido razoavel.

e Todos os dados gerados ou analisados durante este estudo estdo incluidos neste artigo publicado [e seus
arquivos de informacges suplementares].

e Os conjuntos de dados gerados e / ou analisados durante o estudo atual ndo estdo disponiveis
publicamente devido [RAZAO POR QUE OS DADOS NAO SAO PUBLICOS], mas estdo disponiveis
a partir do autor correspondente em pedido razoavel.

e O compartilhamento de dados ndo é aplicavel a este artigo, pois nenhum conjunto de dados foi gerado
ou analisado durante o estudo atual.

e Os dados que suportam os resultados deste estudo estdo disponiveis a partir de [nome de terceiros], mas
as restricGes aplicam-se a disponibilidade desses dados, que foram utilizados sob licenca para o estudo
atual e, portanto, ndo estdo disponiveis publicamente. Os dados sdo, no entanto, disponiveis pelos
autores mediante pedido razoavel e com permissdo de [nome do terceiro].

e Nao aplicavel. Se o seu manuscrito ndo contiver nenhum dado, indique "N&o aplicavel™ nesta se¢do.
Mais exemplos de declaragdes de disponibilidade de dados de modelo, que incluem exemplos de conjuntos de
dados de acesso abertos e de acesso restrito, estdo disponiveis aqui .

A BioMed Central também exige que os autores citem quaisquer dados publicamente disponiveis sobre os quais
as conclusdes do artigo se baseiam no manuscrito. As citacbes de dados devem incluir um identificador
persistente (como um DOI) e idealmente devem ser incluidos na lista de referéncia. As citages dos conjuntos de
dados, quando aparecem na lista de referéncia, devem incluir as informa¢Bes minimas recomendadas pelo
DataCite e seguir o estilo do diario. Os identificadores de conjunto de dados, incluindo DOIls, devem ser
expressos como URLs completas. Por exemplo:

Hao Z, AghaKouchak A, Nakhjiri N, Farahmand A. Conjuntos integrados de dados de monitoramento e predicéo
de sistemas de previsdo (GIDMaPS). figshare. 2014. http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.853801

Com o texto correspondente na declaracdo Disponibilidade de dados e materiais:

Interesses competitivos

Todos os interesses competitivos financeiros e ndo financeiros devem ser declarados nesta secéo.

Veja nossas politicas editoriais para uma explicacdo completa dos interesses concorrentes. Se vocé ndo tem
certeza se vocé ou algum de seus co-autores tém um interesse concorrente, entre em contato com o escritdrio
editorial.

Use as iniciais dos autores para se referir aos interesses concorrentes de cada autor nesta se¢éo.

Se vocé ndo tem interesses concorrentes, indique "Os autores declaram que ndo tém interesses concorrentes”
nesta secao.

Financiamento

Todas as fontes de financiamento para a pesquisa relatada devem ser declaradas. O papel do organismo de
financiamento na concepcao do estudo e coleta, andlise e interpretacdo dos dados e, por escrito, 0 manuscrito
deve ser declarado.

Contribuic6es dos autores

As contribuices individuais dos autores para 0 manuscrito devem ser especificadas nesta se¢do. A orientacéo e
0s critérios de autoria podem ser encontrados em nossas politicas editoriais .

Por favor, use as iniciais para se referir a contribuicdo de cada autor nesta secdo, por exemplo: "FC analisou e
interpretou os dados do paciente sobre a doenca hematoldgica e o transplante. A RH realizou o exame
histolégico do rim e foi um dos principais contribuintes na redacdo do manuscrito. Todos os autores leram e
aprovaram o manuscrito final."

Reconhecimentos

Por favor, reconheca qualquer pessoa que contribuiu para o artigo que ndo atende aos critérios de autoria,
incluindo qualquer pessoa que tenha fornecido servicos ou materiais de redacéo profissional.

Os autores devem obter permissdo para reconhecer de todos aqueles mencionados na se¢do Agradecimentos.
Veja nossas politicas editoriais para uma explicagdo completa de agradecimentos e critérios de autoria.

Se vocé ndo tem quem reconhecer, escreva "Nao aplicavel" nesta secéo.

Autoria do grupo (para manuscritos envolvendo um grupo de colaboragdo): se vocé quiser que os nomes dos
membros individuais de um grupo de colaboracdo sejam pesquisaveis através de seus registros individuais do
PubMed, verifique se o titulo do grupo de colaboracdo esta incluido na pagina de titulo e no sistema de
submissdo e também incluem nomes de autores colaboradores como o Ultimo paragrafo da secdo
"Agradecimentos”. Por favor, adicione autores no formato Nome, inicializacdo (s) média (opcional),
sobrenome. VVocé pode adicionar informag8es da instituicdo ou do pais para cada autor, se desejar, mas isso deve
ser consistente em todos os autores.



http://www.springernature.com/gp/group/data-policy/data-availability-statements
https://figshare.com/collections/Global_Integrated_Drought_Monitoring_and_Prediction_System_GIDMaPS_Data_Sets/853801
http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies#CompetingInterests
http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies#Authorship
http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies#Authorship

58

Tenha em atencdo que os homes individuais podem ndo estar presentes no registro do PubMed no momento em
gue um artigo publicado seja inicialmente incluido no PubMed, pois é necessario tomar mais tempo no PubMed
para codificar esta informacao.

Referéncias

Todas as referéncias, incluindo URLs, devem ser numeradas consecutivamente, entre colchetes, na ordem em
que sdo citadas no texto, seguidas de qualquer tabela ou legenda. Os nimeros de referéncia devem ser
finalizados e a lista de referéncia totalmente formatada antes da submissao.

Exemplos do estilo de referéncia BioMed Central sdo mostrados abaixo. Certifique-se de que o estilo de
referéncia seja seguido com preciséo.

Exemplo de estilo de referéncia:

Artigo dentro de uma revista

Smith JJ. O mundo das ciéncias. Am J Sci. 1999; 36: 234-5.

Artigo dentro de um diario (sem ndmeros de pagina)

Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R, Tjgnneland A, et al. Consumo e
mortalidade de carne - resulta da investigacdo prospectiva europeia sobre cancer e nutricdo. BMC Med. 2013;
11: 63.

Artigo dentro de um diario de DOI

Slifka MK, Whitton JL. Implicacdes clinicas da producéo de citocinas desreguladas. Dig J Mol Med. 2000; doi:
10.1007 / $801090000086.

Artigo dentro de um suplemento de revista

Frumin AM, Nusshaum J, Esposito M. Asplenia funcional: demonstracdo de atividade esplénica por varredura da
medula 6ssea. Sangue 1979; 59 Suplemento 1: 26-32.

Capitulo do livro, ou um artigo dentro de um livro

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. A morte celular: o significado da apoptose. Em: Bourne GH, Danielli JF, Jeon
KW, editores. Revisdo internacional de citologia. Londres: Académico; 1980. p. 251-306.

OnlineFirst capitulo em uma série (sem uma designacgao de volume, mas com um DOI)

Saito Y, Hyuga H. A equacgdo de taxa aborda a amplificacdo do excesso enantiomérico e quebra de simetria
quiral. Top Curr Chem. 2007. doi: 10.1007 / 128 2006_108.

Livro completo, autoria de

Blenkinsopp A, Paxton P. Sintomas na farmécia: um guia para o tratamento de doengas comuns. 32 ed. Oxford:
Blackwell Science; 1998.

Documento on-line

Doe J. Titulo do documento subordinado. Em: O dicionario de substancias e seus efeitos. Royal Society of
Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dosef/title of subordinate document. Acessado em 15 de janeiro de 1999.
Banco de dados on-line

Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998. http://www.healthwise.org. Acessado em 21 de
setembro de 1998.

Material complementar / pagina inicial privada

Doe J. Titulo do material suplementar. 2000. http://www.privatehomepage.com. Acessado em 22 de fevereiro de
2000.

Site da universidade

Doe, J: Titulo da pré-impressao. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999). Acessado em 25 de
dezembro de 1999.

Site FTP

Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999). Acessado em 12 de novembro de
1999.

Site de organizacao

ISSN International Center: o registro ISSN. http://www.issn.org (2006). Acessado 20 de fevereiro de 2007.
Conjunto de dados com identificador persistente

Zheng LY, Guo XS, He B, Sun LJ, Peng Y, Dong SS, et al. Dados do genoma de sorgo doce e sorgo (Sorghum
bicolor). Base de dados GigaScience. 2011. http://dx.doi.org/10.5524/100012.



