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RESUMO

O Brasil é considerado o pais detentor da maior biodiversidade do planeta, abriga
inUmeras plantas medicinais com propriedades terapéuticas notaveis, como € o
caso da Amazobnia. Estas plantas sédo frequentemente coletadas de forma
predatoria e indiscriminada, o que pode torna-las vulneraveis a extincdo. Além
da coleta predatéria, o uso de plantas medicinais como matéria prima pode ser
comprometido por fatores como a heterogeneidade dos individuos,
variabilidades genética e bioquimica, sazonalidade e dificuldade de propagacéo.
Como alternativa a estes problemas, destaca-se a cultura de tecidos vegetais
que consiste em cultivar, in vitro, células, tecidos ou 6rgédos vegetais, em
condicdes assépticas. Neste contexto, o presente estudo objetivou realizar um
levantamento bibliografico sobre as aplica¢des das técnicas de cultura de tecidos
em plantas medicinais nativas da AmazoOnia. Foram consultadas bases
indexadas como Google Scholar, Scielo e Peridédicos da CAPES. De acordo com
o levantamento bibliografico realizado verificou-se que o emprego das técnicas
de cultura de tecidos com plantas medicinais nativas da Amazonia ainda é
incipiente. Dentre as técnicas, a micropropagacao foi a mais empregada, em sua
maioria apenas estudos realizados até a fase de assepsia e estabelecimento da
cultura. Pela literatura consultada, somente trés artigos realizaram estudos
sobre embriogénese somética e apenas um, obteve sucesso na regeneracao.
De modo semelhante, poucos estudos realizaram o estabelecimento in vitro
isolando embrides zigaticos. Verificou-se também que os estudos se concentram
ainda na obtencéo de calos e nenhum estudo sobre cultivo de suspensdes foi
encontrado e somente dois com uso de biorreatores. Para producao de farmacos
in vitro € necessario a obtencdo de calos e estes serem cultivados em meio
liquido sob agitacdo em cultura de suspensdes ou biorreatores. Considerando
gue os estudos ainda sao incipientes, tornar-se evidente o enorme gargalo de
pesquisas referente ao uso das técnicas de culturas de tecidos para plantas
medicinais nativas da Amazonia.

Palavras-chaveld Amazodnia; micropropagacéao; plantas medicinais



ABSTRACT

Brazil is considered the country with the greatest biodiversity of the planet, it
houses numerous medicinal plants with remarkable therapeutic properties, as is
the case of the Amazon. These plants are often collected in a predatory and
indiscriminate manner, which can make them vulnerable to extinction. In addition
to predatory collection, the use of medicinal plants as raw material can be
compromised by factors such as heterogeneity of individuals, genetic and
biochemical variability, seasonality and difficulty of propagation.

As an alternative to these problems, plant tissue culture consists of cultivating, in
vitro, cells, tissues or plant organs under aseptic conditions. In this context, the
present study aimed to carry out a bibliographical survey on the applications of
tissue culture techniques in medicinal plants native to the Amazon. Indexed
databases such as Google Scholar, Scielo and Periodicals of CAPES were
consulted. According to the bibliographical survey carried out, it was verified that
the use of tissue culture techniques with medicinal plants native to the Amazon is
still incipient. Among the techniques, micropropagation was the most employed,
mostly only studies performed until the asepsis and culture establishment phase.
From the literature consulted, only three articles carried out studies on somatic
embryogenesis and only one, was successful in regeneration. Similarly, few
studies have performed in vitro establishment isolating zygotic embryos. It was
also verified that the studies are still focused on callus and no study on
suspension culture was found and only two with use of bioreactors. For in vitro
drug production it is necessary to obtain callus and these are cultivated in liquid
medium under agitation in suspension or bioreactor culture. Considering that the
studies are still incipiente, the enormous bottleneck of research regarding the use
of tissue culture techniques for medicinal plants indigenous to the Amazon region
becomes evident.

KeywordsO Amazon; micropropagation; medicinal plants
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INTRODUCAO

Desde o0 surgimento da humanidade, o0s produtos naturais,
predominantemente da flora, sé@o utilizados para fins medicinais. Assim, sendo
considerada uma das préaticas mais remotas utilizadas pelo homem para cura,
prevencdo e tratamento de doencas, servindo como importante fonte de
compostos biologicamente ativos (Andrade et al., 2007). Planta medicinal pode
ser conceituada como toda planta que exerca alguma fungéo terapéutica ao ser
administrada ao homem ou animal (Lopes et al., 2005), sem a utilizacdo de
principios ativos isolados (Schenkel et al., 2000). Ao ser utilizada pode auxiliar o
organismo a regularizar suas funcdes fisiolégicas, como restabelecer o sistema
imune, promover a desintoxicacao e o rejuvenescimento (Franca et al., 2008).
Essas plantas sdo fontes ricas de metabdlitos especializados e altamente
diversificados com importantes propriedades que tém cooperado para novas

descobertas de novas estratégias terapéuticas (Rai et al., 2017).

O uso das plantas medicinais para propoésitos farmacéuticos, no entanto,
pode ser comprometido por alguns fatores, como a heterogeneidade dos
individuos, a variabilidades genética e bioquimica (Vieira, 2009; Verma & Shukla,
2015), e dificuldade de propagacéao vegetal (Pereira, 2007) e influéncia de fatores
ambientais (Verma & Shukla, 2015). Ademais, as plantas que produzem
compostos bioativos sdo frequentemente obtidas a partir de coleta predatéria e

indiscriminada (Villareal et al., 1997), o que pode torna-las vulneraveis a extingcao.

Como alternativa para solucionar esses problemas, destaca-se a cultura
de tecidos vegetais que consiste em cultivar, in vitro, células, tecidos e 6rgaos
vegetais, a partir de um segmento do vegetal, denominado explante, em
condicbes assépticas, nutricionais e ambientais controladas (Hussain et al.,
2012). Essas técnicas tém auxiliado na propagacéao clonal de diversos genaotipos

de plantas medicinais, pois permite a conservagao do germoplasma, na obtencéo



de novas fontes de variabilidade por meio do cultivo de calos e células, na
engenharia genética e na otimizacdo da producdo de metabdlitos secundarios
(Botta et al., 2001; Rao & Ravishankar, 2002; Arikat et al., 2004).

Quanto a producdo de metabdlitos secundarios in vitro apresenta uma
série de vantagens sobre os estudos com plantas integras, incluindo a geracao
de material necessario para o0s estudos em tempo reduzido, células
indiferenciadas, estado de desenvolvimento das células relativamente uniformes,
auséncia da interferéncia de microrganismos e, sobretudo, o ciclo vegetativo
reduzido (Croteau et al., 2000). Além disso, na cultura de células de plantas as
taxas de biossintese podem ser aumentadas, o que facilita consideravelmente
os estudos (Santos et al., 2007).

Apesar de o Brasil ser considerado o pais que detém a maior biodiversidade
do planeta, abrigando inUmeras plantas possuidoras de propriedades medicinais,
muitos principios ativos ainda ndo foram identificados (Lewinsohn e Prado,
2002). Ainda que a regido Amazonica apresente inimeras espécies de grande
importancia medicinal, pode-se inferir que os resultados de pesquisas nesta area
ainda sdo incipientes. Além disso, com o objetivo de fornecer material para
industrias farmacéuticas, inimeras dessas plantas sdo coletadas de forma
extrativista (Bertoni, 2003). Devido a isso, crescem o desmatamento e a retirada
de madeira, fatores que causam, a cada ano, a extingdo de muitas espécies,
inclusive as ndo estudadas quanto ao seu potencial industrial.

Torna-se evidente, portanto, que a cultura de tecidos pode ser uma técnica
gue auxilia a conservacdo e o aproveitamento industrial de plantas. Logo, o
objetivo do presente estudo foi realizar um levantamento bibliografico sobre as
aplicacdes das técnicas de cultura de tecidos em plantas medicinais nativas da

Amazonia.

MATERIAL E METODOS

As bases de dados utilizadas na busca por trabalhos relacionados a
“‘cultura de tecidos de plantas medicinais nativas da Amazdnia” foram Google
Scholar e Scielo, utilizando a combinac¢éo da palavras-chave plantas medicinais
da Amazbnia e: cultura de tecidos; calos; suspensdes; germinacao in Vitro;
embriogénese somatica; embriogénese zigodtica; sementes sintéticas. Tambéem

foram consultadas as bases de dados Science Direct, Pubmed, Web of



knowledge e Periddicos da CAPES. Os estudos encontrados sobre “cultura de

tecidos de plantas medicinais nativas da Amazénia” foram publicados entre os

anos de 2002 e 2018. Foram incluidos artigos de reviséo e artigos originais para

melhor compreenséo e comparacao sobre uso das técnicas de cultura de tecidos

em plantas medicinais nativas da Amazonia.

TABELA 1: Levantamento das técnicas de cultura de tecidos aplicadas em
plantas medicinais nativas da Amazonia.

Espécie (nome
vernacular)

Técnica

Uso medicinal Referéncia

Acmella oleracea (L.) R. K.
Jansen (Jambu)

Acmella oleracea (L.) R.K.
Jansen (Jambu)

Aniba rosaeodora Ducke
(Pau rosa)
Anibarosaeodora Ducke
(Pau rosa)

Annona mucosa (Jacq.)
(Biriba)

Astrocaryum ulei Mart.
(Murmuru)

Byrsonima cydoniifolia A.
Juss (Murici)

Caesalpinia
Martius (Jucd)
Carapa guianensis Aublet
(Andiroba)

Cissus sicyoides L.

Cissus sicyoides L.
(Cipbpuca)

Cissus verticillata
Nicolson e C. E. Jarvis
(Insulina vegetal)

Conobea scoparioides
Benth. (Pataqueira)

Copaifera langsdorffii

Micropropagacao

Micropropagacao
e Biorreatores
Micropropagacao

Cultura
Embrides
Zigoticos
Cultura de cal 1s

Cultura de
Embrides
Zigéticos
Cultura

Embrides

Zigoticos

de

ferrea Micropropagacao

Micropropagacao

Cultura de calos

Micropropagacao

(L.) Cultura de calos

Micropropagacao

Micropropagacgdo Anti-inflamatorio,

anticancerigeno, cicatrizante 2004

Anestésico, males da Calderaro et al.
garganta, dor de dente (2008)
Anestésico, males da Malosso (2007)

garganta, dor de dente

Calmante, combate a ins6nia  Brand&o (2011)

de Calmante, combate a insbnia, Handa et al. (2005)

estimulante, calmante

Atividade
antifiingica

bactericida e Barboza et al. (2014)

Atividade emoliente e melhora o Pereira et al. (2006)
sistema imune

Martendal et al.
(2013)

Auxilia no funcionamento dos
vasos sanguineos e melhora o
humor

Febre, alivio de tosse crbnica, Silva (2015)
combate anemia
Tratamento de
distensbes musculares,
antibacteriana

artrite, Brandéo (2011)

Inflamacdo muscular, ativagéo

da circulacdo sanguinea. Reboucas (2009)

Inflamacéo muscular, Abreu et al., 2003
epilepsias, derrame cerebral,
hipertenséo

Inflamacéo muscular,
epilepsias, derrame cerebral,
hipertenséo

Rocha (2014)

Acéo acaricida e antifungica Costa et al. (2016)

Noleto e Silveira, Desf. (Copaiba)



Copaifera langsdorffii  Cultura de calos

Desf. (Copaiba)
Copaifera Cultura de calos,
Hayne (Capaiba)

multijuga

células e
Biorreatores

Copaifera multijuga Micropropagacao
Hayne (Copaiba)
Copaifera multijuga

Hayne (Copaiba)
Croton cajucara Benth

Micropropagacao
Micropropagacao

(Sacaca)
Dipteryx odorata Micropropagacao
Aubl (Cumar()

Eugenia punicifolia
(Kunth) D.C. (Pedrahume- Micropropagac&o
caa)

Genipa americana Cultura de calos
(Jenipapo)

Genipa americana L Cultura de
(Jenipapo) Embrides

Zigéticos

Myrciaria duhia (camu Micropropagacgéo
camu)

Myrciaria duhia H. B. KMicropropagacao
(camu camu)

Passiflora cristalinaEmbriogénese

Vanderplank e Zappi somatica

(Maracuja)

Paullinia cupana Micropropagacao
var. sorbilis

(Guaranad)

Paullinia cupana Embriogénese
var. sorbilis somatica

(Guaranad)

Pilocarpus microphyllus
Stapf. (Jaborandi)
Piper permucronatumCultura de calos
Yuncker (Elixir
paregoérico)
Piper tuberculatum Jacq
(Pimenta-macaco)
Protium spruceanum
Benth. (Breu branco)
Psychotria ipecacuanha
(Brot.) Stokes (Ipeca)

Micropropagacao

Micropropagacao

Micropropagacao
Micropropagacao

Psychotria ipecacuanha
Brot (Ipeca)

Psychotria ipecacuanha
Brot Stokes (Ipeca)

Micropropagacao

Micropropagacao

Suspenséo de

Anti-inflamatério,

anticancerigeno, cicatrizante Zanotti et al. (2012)

Anti-inflamatério,

anticancerigeno, cicatrizante Oliveira et al. (2002)

Anti-inflamatério,
anticancerigeno, cicatrizante
Anti-inflamatério,
anticancerigeno, cicatrizante
Distiurbios hepaticos e renais e
diabetes

Cordeiro et al., 2004

Brand&o (2011)

Silva et al. (2015)

Atividade anti-inflamatoria e
antiasmatica

Sampaio et al. (2018)

Contra diabetes Alves et al. (2018)
Combate anemia, estimula oAlmeida et al. (2015)
apetite e afrodisiaco

Combate anemia, estimula oOliveira et al. (2017)
apetite e afrodisiaco

Cicatrizante, combate
cefaleia e fadiga
Cicatrizante,
cefaleia e fadiga
Antioxidante,
antipirético

a Kicuchi et al., 2002
combate a Aradjo et al. (2010)

analgésico, Faria et al. (2016)

Melhora a
cognitiva

capacidade Barbosa e Moraes,
2004

Auxilia na perda
como estimulante

peso e atuaAngelo et al. (2010)

Auxilia na perda
como estimulante

Contra colicas menstruais e

peso e atuaSaba et al., 2002

Guimarées (2015)

intestinais, problemas

digestivos

Atividades sedativas, Magalhaes (2016)
analgésicas, antiofidicas

Contra dores reumaticas eBrandao (2011)

musculares, anti-inflamatoério

Atividade emética, Reis et al., 2003
expectorante, amebicida e

anti-inflamatéria

Atividade emética, Silva et al. (2015)
expectorante e amebicida

Atividade emética, Silva et al. (2018)

expectorante e amebicida



Psychotria ipecacuanha Micropropagacao Atividade emética, Lameira et al., 2008
Brot. Stokes (Ipeca) expectorante e amebicida
Psychotria ipecacuanha Biorreator de Atividade emética, Batistini et al. (2002)
Brot. Stokes (Ipeca) imerséo temporario expectorante e amebicida

Quassia amara L. (Cedro- Micropropagacdo Combate flatuléncia, diarréia, Silva (2015)

branco) anemia e dispepsia
Schizolobium Diarreia, disenteria e
amazonicum (Huber ex hemorragia uterina Oliveira et al., 2002
Ducke) Barneby (Parica) Micropropagacéo
Schizolobium Diarreia, disenteria e
amazonicum Huber ex Micropropagagdo hemorragia uterina Cordeiro et al., 2004
Ducke (Paricd)
Schizolobium parahyba Cultura de e Reisetal. (2008)
var. amazonicum (Huber Embrides Disenteria, diarreia,
ex Ducke) Barneby Zigoticos hemorragia uterina
(Paricd)

Uncaria guianensis Micropropagacdo Atividade imuno-estimulante e Pereira et al., 2005
(Aublet) Gmelin (Unha- anti-inflamatério
degato)

Uncaria tomentosa Embriogénese Melhora o sistema imune Maciel et al. (2009)
(Unha-de-gato) somaética

Micropropagacao

A micropropagacdo consiste na propagacdo clonal de um genotipo
selecionado em massa permitindo a rapida producéo de plantas em larga escala;
e espaco reduzido (Guerra & Nodari, 2006). Representa uma das areas mais
atuantes da cultura de tecidos, devido sua eficacia e validacdo em resposta aos
métodos aplicados (Erig, 2005). A aplicacao desta ferramenta possibilita diversas
vantagens, como a obtencdo de varios espécimes por meio de um Unico
explante, producdo de mudas durante o ano todo, assim evitando os limites da
sazonalidade, ambientacé&o de trabalho e tempo reduzido na producéo, assegura
a sobrevivéncia de condi¢cdes fitossanitaria e indexacdo das mudas, assegura
elevado potencial produtivo nas culturas em escala empresarial, além de mudas
certificadas e de alto padrao (Aragéo, 2011; Carvalho, 2012)

O sucesso deste processo, no entanto, depende de alguns fatores, como tipo
de explante, meio de cultura, regulador de crescimento, condi¢des de incubacéo,
dentre outros (Deschamps, 1993; komalavalli e Rao, 2000).

No caso de plantas medicinais, a micropropagacao € uma das técnicas da

cultura de tecidos mais empregadas (Morais et al., 2012). De modo semelhante,



com base no levantamento bibliografico, realizado neste estudo para plantas
medicinais nativas da Amazoénia essa também foi a técnica mais empregada
(Tabela 1).

Uma espécie de grande importancia na Amazénia e com usos também
medicinais € o jambu (Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen) (Tabela 1). Malosso
(2007), com o intuito de estabelecer esta espécie in vitro, utilizou segmentos

nodais (0O 1lcm) e obteve 32% de propagulos vivos e descontaminados com

hipoclorito de célcio 0,25% (vOv), sendo estes utilizados na fase de multiplicacéo.
Para esta fase, o autor verificou que o meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
acrescido de 0,1 mg/L de cinetina resultou em 100% de explantes com brotacdes
e as gemas da regido central da haste dos propagulos foram as mais indicadas,
pois obteve a maior porcentagem de explantes com brotacdo (86,67%).
Resultados semelhantes foram observados por Silva (2015) para juca
(Caesalpinia ferrea Martius) em que as gemas de posicdo central também
induziram maior porcentagem de explantes com brotacdo (90%), e maior
porcentagem de multiplicagéo (10,85%). De acordo com Malosso (2008), nem
todas as posi¢cdes das gemas na haste das plantulas sao potencialmente Gteis e
nao devem ser usadas indistintamente pois ndo forneceréo explantes uniformes
guanto ao desenvolvimento in vitro.

Calderaro (2008), por outro lado, utilizou citocinas combinadas com
auxinas para multiplicacdo do jambu. Neste caso, baixas concentracdes de AIA
(0,5 a 1 mg/L?) associadas a baixas concentragées de BAP (0,5 e 1,5 mg/L™?)
promoveram maior desenvolvimento dos propagulos. Sobre o enraizamento in
vitro de jambdu, tanto Malosso (2007) quanto Calderaro (2008) verificaram
enraizamento ainda na fase de multiplicacdo, ndo havendo necessidade de
transferéncia dos propagulos apés a fase de multiplicacdo para meio contendo
regulador que estimule este procedimento, tornando menos oneroso 0 pProcesso
de micropropagacdo da espécie.

A ultima fase da micropragacao é aclimatizacao € um procedimento critico
responsavel pelas maiores perdas na micropropagacdo. Sendo assim, €
importante o controle das condi¢cdes ambientais e a elaboracdo do substrato
apropriado (Rocha, 2013). Malosso (2007) verificou que, na fase de

aclimatizagcao em casa de vegetacao, o substrato plantmax foi mais indicado para



0 jambu que terra e a areia, com 71,81%, 62,50% e 56,25% de sobrevivéncia,
respectivamente, apds 75 dias. J& Calderaro (2008) observou que ndo houve
diferenga estatistica significativa entre os substratos plantmax, vermiculita e
serragem, apresentando, respectivamente, de 58%, 69% e 64% de
sobrevivéncia dos explantes de jambu. Apesar destes autores terem obtido
porcentagem de sobrevivéncia satisfatoria, estudos adicionais s&o necessarios
para incrementar a sobrevivéncia para a espécie.

Diferente dos trabalhos anteriores, que micropropagaram o jambu por
organogénese direta, Sampaio et al. (2018) obtiveram sucesso na
micropropagacao de cumaru (Dipteryx odorata) por organogénese indireta.
Utilizaram como explantes epicatilo e hipocaotilo de plantulas germinadas in vitro,
Os autores verificaram maior formacao de calos em meio MS suplementado com
8,0 mg/L* de TDZ combinado com 1,5 mg/L-1 ANA, além de brotos. No entanto,
em meio WPM suplementado com 2,0 mg/Lt de BAP e 2,4-D induziu o maior
namero médio de multiplos brotos adventicios por organogénese indireta.

Outro fator imprescindivel no sucesso da propagacao in vitro € a utilizacdo
do meio de cultura adequado. O meio de cultivo € composto essencialmente de
macro e micronutrientes, vitaminas, aminoacidos, carboidratos e mio-inositol
(Davey & Anthony, 2010). O mesmo deve propiciar condicbes adequadas ao
crescimento e desenvolvimento in vitro do tecido vegetal (Cordeiro et al., 2014).
Existem formulacdes distintas que devem ser ajustadas para cada espécie. O
meio MS (Murashige & Skoog, 1962), e suas diluicdes sdo, frequentemente, as
mais utilizadas. No entanto existem outros meios que podem responder melhor
para algumas espécies como é o caso do meio WPM (Wood Plant Medium)
(Lloyd e McCown, 1981) e o meio B5 (Gamborg et al., 1968).

Para testar o efeito dos meios de cultivo MS e WPM no estabelecimento
in vitro de explantes de cedro-branco (Quassia amara) planta com uso medicinal
(Tabela 1), Silva (2015) utilizou plantulas de sementes germinadas in vitro. O
meio MS apresentou maior altura dos brotos, maiores taxas de multiplicacao,
enraizamento e de calogénese diferindo significativamente do meio WPM. No
entanto, ndo apresentaram diferencas significativas para o niamero de brotos e

namero de segmentos nodais por broto.



O enraizamento in vitro varia de acordo com a espécie estudada, isso
pode ocorrer naturalmente durante o processo de micropropagacao, de modo
gue o uso de reguladores de crescimento nos meios de cultura pode ser evitado
(George e Sherrington, 1984).

Outra planta medicinal com estudos de micropropagacdo é a sacaca
(Croton cajucara Benth.), as folhas sdo utilizadas para cha (Tabela 1). E
produtora do linalol, composto aromatico com potencial econdmico de interesse
para as industrias de perfumarias, cosméticos e de produtos de limpeza. A
sacaca € apontada como potencial substituta do pau-rosa (Aniba roseodora) por
também produzir o linalol e por esta Ultima encontrar-se ameacada de extingédo
(Azevedo et al., 2013). Para o estabelecimento in vitro desta espécie, Silva et al.
(2015) utilizaram brotacdes apicais (microestacas com gema unica) provenientes
de individuos coletados no campo. Verificou-se que 1,8 mg/L* de BAP em meio
MS, promoveu 58,9% das microestacas com brotacéo, apés 30 dias de cultivo.
Além disso, Silva et al. (2015) também relataram que a adicdo de 3,0 mg/L* de
BAP e 0,5 mg/L? de GAs no meio de cultura promoveu melhorias na de
multiplicacéo in vitro desta espécie.

O sucesso na assepsia e estabelecimento dos explantes in vitro, primeira
etapa da micropropagacéo, € um dos principais fatores que garantem o sucesso
da técnica. Pela literatura consultada, muitos dos estudos com micropropagacao
de plantas medicinais na Amaz6nia ainda concentram-se nessa fase. Araujo et
al. (2010) testaram a desinfestacdo de segmentos nodais de camu-camu
(Myrciaria dubia (H. B. K) com diferentes concentra¢des de hipoclorito de sédio
(0,5; 1,0; 1,5 ou 2,0% do principio ativo) e tempos de imerséo (5, 10, 15 ou 20
min). Os autores verificaram que a menor concentragao testada, ou seja, 0,5%
de hipoclorito de sodio por 10 minutos foi mais eficiente na desinfestacéo que as
maiores concentracoes.

Ja Alves et al. (2018) também realizaram assepsia de sementes e
segmentos nodais de pedra-hume-caa (Eugenia punicifolia (Kunth) D.C.) e
verificaram que a imers@o em solucéo de derosal 1% por 1 hora, alcool 70% por
1 minuto e solucéo de 1% de hipoclorito de sodio por 30 minutos foi mais eficiente

para desinfestar ambos os tipos de explantes. Estes autores atribuem ao fato de



gue o aumento da concentracdo de cloro ativo faz com que ocorra o aumento de
pH da solucéo desinfestante.

Estudos neste sentido também foram realizados com a andiroba (Carapa
guianensis Aublet), que apresenta usos medicinais multiplos, seja do uso da
casca da madeira e flores ou do 6Oleo extraido das sementes. O 6leo é usado
como repelente de insetos e no tratamento de artrite, distensbes musculares e
alteracdes dos tecidos cutaneos (Ferraz et al., 2002; Loureiro et al.,1979) e o cha
da casca e das flores é usado como remédio para combater infec¢do bacteriana
e o cha do cerne como fungicida (Ferraz et al., 2002) (Tabela 1).

Considerando a importancia desta espécie, Brandao (2011), por meio da
aplicacado exogena de reguladores de crescimento, verificou que o tratamento
com 5 ml/L do fungicida derosal por 24h e 500 mg/L* de ampicilina possibilitou
o estabelecimento satisfatorio dos explantes de andiroba com valores de 84%,
88% e 100% dos explantes testados

Outros trabalhos foram realizados para controlar a assepsia e o0
estabelecimento in vitro de plantas medicinais nativas da Amazbnia, com
camucamu (Myrciaria duhia (H.B.K) Mc vaugh) (Kikuchi et al., 2002), jaborandi
(Pilocarpus microphyllus Stapf) (Saba et al., 2002), guarana (Paullinia cutana
(Mart.) Ducke (Barbosa & Moraes, 2004)

De modo geral, verificou-se que a maioria dos estudos com
micropropagacao de plantas medicinais nativas da Amazonia utilizam plantas
estabelecidas in vitro a partir de sementes como fonte de explantes e nédo a
planta matriz cultivada em boas condic¢fes fitossanitarias em ambiente protegido.
Explantes provenientes de planta matriz em seu habitat natural sdo mais dificeis
de controlar a assepsia e realizar o estabelecimento in vitro. Os estudos de
micropropagac¢do com plantas medicinais da Amazoénia sdo ainda incipientes
uma vez que a maioria sé estabeleceu a cultura asséptica e ndo testaram ou
obtiveram sucesso no ajuste de protocolo para todas as etapas da

micropropagacao.
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Cultura de calos, suspensdes e biorreatores na producéo de metabalitos
secundarios in vitro

Dentre as técnicas de culturas de tecidos vegetais, destaca-se a
calogénese, que consiste na formacdo de massas celulares indiferenciadas,
denominados calos (Piassi e Piassi, 2016). Essa técnica tem sido amplamente
explorada na producéo de metabdlitos secundarios de interesse medicinal de
espécies nativas brasileiras (Kerbauy, 1997; Simdes et al., 2012; Simbes-Gurgel
et al., 2012). Alguns calos sdo compactos e crescem vagarosamente, outros sdo
friaveis e mais dificeis de manipular (Flores et al., 2006). Calos friaveis, 0s quais
apresentam pouca coesao celular, sdo os mais indicados para induzir a sintese
de metabdlitos secundarios in vitro. O aumento da producdo de metabdlitos
secundérios pode ser estimulado por fatores bidticos ou abibticos, sendo a
composicdo salinica do meio de cultivo e o uso de fitorreguladores, fatores
essenciais (Iwase et al., 2013).

A inducdo de calos depende do balanco hormonal intermediario de
auxinas e citocininas (Nogueira et al., 2007). Dentre as principais auxinas
utilizadas para indugdo de calos destacam-se o acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), o acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (picloram) e o ANA (Heijden et
al., 1986; Lewinsohn et al., 1994; Mathur et al., 2010; Giri et al., 2012).

Zanotti et al. (2012) avaliaram a inducao de calos em explantes foliares de
copaiba (Copaifera langsdorffii Desf) (Tabelal). Testaram os meios MS e WPM
e obtiveram maiores frequéncias de calos primarios em meio MS suplementado
com 15uM de BAP e 5 uyM de 2,4-D. Estes autores relataram que a
suplementacdo do meio MS apenas com BAP resultou em maior oxidacao,
enquanto que no meio WPM suplementado com este regulador n&o resultou na
formacao de calos em explantes foliares de copaiba. Neste trabalho os autores
nao realizaram classificacdo dos calos obtidos, ja que os calos fridveis sdo os
principais para a producao de metabdlitos secundarios em suspensdes celulares.

De modo semelhante, Barboza et al. (2014) também obtiveram melhores
resultados para calos friaveis em hipocatilos de biribd (Annona mucosa Jacg.) na
associacdo entre picloram (auxina) e TDZ (citocinina). Porém, diferente do
estudo anterior em meio WPM, os calos apresentaram maior massa fresca e

seca, com médias de 3,3803g e 0,1692g; respectivamente. Para explantes



11

foliares, parecido com o que foi observado por Zanotti et al. (2012) a melhor
resposta foi alcangada em meio MS acrescido conjuntamente de 10 uyM de
picloram e 0,1 uM de KIN, com peso seco médio de 0,164g. Ja na auséncia de
picloram, os autores verificaram que ndo houve formacdo de calos. Esse
fitorregulador atua na modificacdo da parede celular vegetal de modo direto, na
sintese ou degradacdo de componentes, ou de maneira indireta, induzindo a
diferenciacéo e proliferacao celular (Alayon-Luaces et al., 2012). Esta auxina tem
se mostrado eficiente para a manutencdo do crescimento de calos e
estabelecimento de culturas de células em suspensdo em varias especies, em
concentracfes menores que outras auxinas (George et al., 2008; Ling et al.,
2008).

Para o estabelecimento de calos a partir de explantes foliares de elixir
paregorico (Piper permucronatum Yuncker) espécie utilizada com fins medicinais
(Tabela 1), Guimaraes (2015), obteve inducdo de calos friaveis em 100% dos
explantes, na concentragdo de 1,0 mg/L* de 2,4-D juntamente com 1,0 mg/L™*
de BAP cultivados em meio ¥2 MS. A atividade do 2,4-D foi comprovada ao
observar que nos tratamentos sem este regulador ndo ocorreu inducdo e nos
tratamentos com BAP isoladamente, houve diminuicdo de oxidacdo e
escurecimento dos calos.

Reboucas (2009) em estudo com explantes foliares de insulina vegetal
(Cissus sicyoides L.) e obtiveram maior formacgédo de calos fridveis em meio de
cultivo MT (Murashige e Tucker, 1969) suplementado apenas com 12,0 mg/L*
de BAP, com média de 2,70. Porém ndo houve diferenca significativa desta
concentracdo em relacdo as concentraces de 2,0 e 6,0 mg/Lt. No entanto, o
processo de desinfestacao feito com alcool etilico a 70% por 2 minutos e
hipoclorito de sddio por 15 minutos, mostrou-se pouco eficiente no
estabelecimento in vitro da espécie obtendo elevada porcentagem de
contaminacdao, cerca de 92%.

Rocha (2014) por outro lado, obteve 100% de inducéo de calos em todas
as concentracoes de BAP a partir de explantes foliares de Cissus verticillata L.,
também conhecida como insulina vegetal, em meio MS. A utilizacdo de BAP
isoladamente, em todas as concentracoes, resultou em indugéo e crescimento

de calos. A concentragdo de 4,0 mg/L* de BAP promoveu 100% da area foliar
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coberta por ceélulas de calos. No entanto, este autor utilizou outro agente
desinfestante. Os segmentos foliares foram imersos em etanol 70% (v/v) por 1
minuto e em solug&o de hipoclorito de calcio 5,0% (v/v) por 30 minutos.

As auxinas sao muito utilizadas para promover o crescimento de calos,
porém as citocininas também desempenham um papel importante na calogénese
(Remotti e Loffler, 1995).

Em estudos sobre o jenipapo (Genipa americana L.) (Tabela 1), Almeida
et al. (2015) relataram a formacédo de calos em segmentos nodais e foliares
inoculados em meio MS com 18,10 e 36,20uM de 2,4-D (acido
diclorofenoxiacético) na presenga de 7,86 uM de BAP para explantes foliares.
Para a regeneracao in vitro de jenipapo, Oliveira et al. (2017) observaram que na
auséncia de ANA o percentual de regeneracao foi de 40% com aumento até 70%
em resposta a presenca deste regulador. As sementes foram obtidas de frutos
maduros e tiveram seus embrides excisados e inoculados em meio MS contendo
4,44uM de BAP e diferentes concentragdes de ANA (0,0; 1,07; 2,14 e 3,21uM).
Verificou-se reducdo no comprimento da parte aérea com 0 aumento da
concentracdo de ANA, resultou em maior crescimento (30,83mm) na auséncia
deste fitohormonio. A organogénese direta ndo foi observada, mas o aumento
progressivo das concentracdes de ANA com 4,44uM BAP resultou em um
namero consideravel de plantulas com formacdo compacta de calos nos
explantes.

Apesar de ndo ser o caminho preferido para a regeneracéo de plantas, a
formacao de calos tem sido a base para estudos relacionados a embriogénese
somatica e producao in vitro metabdlitos secundarios (Nogueira et al., 2007).
Sobre a cultura de suspensdes celulares refere-se ao cultivo de células isoladas
ou pequenos aglomerados, dispersos em um meio liquido, sob agitacéo
continua, para evitar possiveis gradientes nutricionais e gasosos no meio de
cultura (Souza & Santos, 2007). Além da producédo de metabdlitos secundarios,
a suspensdo celular também tem aplicabilidade nas areas de bioquimica,
fisiologia vegetal, fitopatologia e genética de plantas (Furden et al., 2005; Torres
et al., 1998). E necessario eleger as diferentes linhagens de calos de acordo com
a sua competéncia celular para garantir uma producao eficaz do metabdlito de

interesse. Para isso, cada calo deve ser testado separadamente, para avaliar a
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velocidade de seu crescimento, bem como as concentracdes intracelulares e
extracelulares do metabdlito. Isto permite uma avaliacdo da produtividade de
cada linhagem celular para que somente as linhagens mais produtoras sejam
utilizadas nos estudos de células em suspenséo ou biorreatores (Fumagali et al.,
2008).

De acordo com Scott et al. (1981)0 Verpoorte & Maraschin (2001) as

células em suspensdo constituem um bom material biolégico para estudos de
rotas biossintéticas. Quando comparado as culturas de calos, as células em
suspensao permitem a recuperacdo de grandes quantidades de células das
quais as enzimas podem ser facilmente isoladas. Sobre o cultivo de suspensdes
celulares de plantas medicinais nativas da Amazonia ndo foram encontrados
estudos nas bases de dados consultadas.

Outra técnica utilizada para aumentar a sintese de principios ativos a partir
de plantas sdo os biorreatores de imersdo temporaria (BIT) que podem ser
definidos como equipamentos que visam a aceleracdo e multiplicacdo de
organismos, reduzindo os custos de producdo (Guerra et al.,, 2016). Essa
ferramenta tem sido utilizada com sucesso para a propagacao in vitro de plantas
medicinais (Preil, 2005).

Por permitir o cultivo em larga escala de plantas e 6rgaos a baixo custo,
tornou-se uma alternativa atrativa para a producédo de metabolitos secundarios.
Neste sentido, esse sistema tem sido descrito para cultura in vitro de algumas
espécies de plantas medicinais, como Lavandula officinalis Chaix (Wilkenet al.,
2005), Mentha spicata L. (Tisserat & Vaughn, 2008), Saccharum officinarum L.
(Yang et al., 2010), Camptotheca acuminata Decne (Sankar-Thomas & Lieberei,
2011), Leocojum aestivum L. (Schumann et al.,, 2012). Porém, alguns dos
problemas enfretados com a utilizagdo de biorreatores estao relacionados com
altos niveis de contaminacao, oxidacéao e hiperidricidade de explantes (Ribeiro &
Bastos, 2008).

No caso de plantas medicinais nativas da Amazonia, ha poucos estudos
voltados a essa técnica. Um deles foi realizado com ipeca (Psychotria
ipecacuanha), em que Batistine et al. (2002) verificaram neste sistema melhor de
brotacdo e maior altura do explante quando comparados com o sistema de cultivo

em meio de cultura semissolido. Outro estudo nesse sentido foi realizado por



14

Malosso (2007), com segmentos nodais de jambu inoculados em BIT do tipo
RITA contendo meio de cultivo liquido MS acrescido de 0,1 mg/L de KIN.

Verificou-se que esse sistema promoveu 100% de brotac&o dos explantes
em 15 dias de cultivo. Porém, uma bactéria endofitica contaminou o sistema e
causou morte de todos os explantes. Segundo Barros et al. (2011) a utilizacao
desta técnica reduz significativamente o uso de méao de obra, chegando até 30%
do gasto total. Entretanto, esse sistema ainda € pouco difundido nos laboratérios
de cultura de tecidos de plantas.

Embriogénese somética

Embriogénese somética é o processo pelo qual, através da técnica de cultivo
in vitro, células isoladas ou um pequeno grupo de células soméaticas ddo origem
a embrides somaticos, sem ocorrer fecundacdo assemelhando-se a sequencia
de eventos representativos da embriogénese zigoética (Tautorus et al, 1991). O
processo de inducédo, primeira etapa da embriogénse somética depende, dentre
outros fatores, do genotipo, tipo e estagio de desenvolvimento do explante e da
composicao do meio de cultura (Litz et al., 1998).

Essa técnica destaca-se como importante via para a regeneracdo de plantas
e oferece vantagens sobre o melhoramento convencional. A embriogénese
somatica pode disponibilizar linhagens de células para a engenharia genética,
regeneracdo de uma estrutura bipolar provenientes de grupos de células,
producdo em larga escala de plantas geneticamente idénticas, homogeneidade,
estudos basicos funcional e molecular, producdo de sementes sintéticas e a
conservacao de recursos genéticos atraves da criopreservacgao (Pinto et al. 2010;
yan & Zhang, 2010; Xu & Huang et al., 2014).

A baixa porcentagem de indugdo de embriBes somaticos e a baixa
porcentagem de conversdo de embrides maduros em plantas completas sao as
principais limitagdes dos sistemas de embriogénese somatica desenvolvidos

para varias espécies vegetais.

Faria et al. (2016) obtiveram sucesso na regeneracado por embriogénese
somatica em maracuja (Passiflora cristalina Vanderplank e Zappi), utilizando
embrides zigoticos para inducdo. Apds 20 dias de cultivo, foram evidenciadas

células potencialmente embriogénicas em todos os tratamentos utilizando 2,4-D
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e 4,43 yM de BAP cultivados em meio MS basal. Aos 60 dias de cultivo na
auséncia de reguladores de crescimento, embrides somaticos cotiledonares
diferenciaram-se nas concentracdes de 27,14 uM de 2,4-D combinado a 4,43 uM
de BAP com uma média de 51,66 embrides. Durante a fase de maturacédo dos
embrides sométicos ocorreu formacgéao de raizes correspondendo a médias de 34
raizes para 18,09 uM de 2,4-D com 4,45 uM de BAP e também foi observado a
producao de brotacdes adventicias com 15,66 brotacdes. A combinacéo desses
reguladores, em patrticular, para as Passifloraceas atua de forma sinergistica na
inducéo e na desdiferenciacdo da embriogénese somética (Rosa et al., 2015).
De acordo com Yang (2010) combinacao entre auxinas e citocininas para muitas

espécies de plantas sdo necessérias para induzir a embriogénese somética.

Em trabalho com unha-de-gato (Uncaria tomentosa), espécie medicinal nativa
da Amazobnia utilizada para diversos fins (Tabela 1), Maciel et al. (2009)
verificaram 2,4-D e TDZ na inducdo da embriogénese somatica utilizando apice
caulinar inoculados em meio ¥2 MS. Os autores observaram que o TDZ foi
bastante promissor na formacao de calos embriogénicos, sendo mais expressivo
em altas concentragdes, como 10 uM e o 2,4-D foi mais eficiente para formacéao
de estruturas de calos friaveis. Em contrapartida, Angelo et al. (2010) utilizaram
reguladores de crescimento diferentes do estudo anterior para a formagéao de
calos de guarana (Paullinia cupana var. sorbilis). Conseguiram resultados
efetivos com 0,3mg/L* de BAP juntamente 3,0mg/L! de AIA. Porém, estes calos
nao eram embriogénicos para a desinfestacdo de explantes, inducdo e
manutencao.

Pela literatura consultada foram encontrados apenas trés trabalhos que
realizaram embriogénese somatica com plantas medicinais nativas da Amazoénia
e somente um obteve sucesso na regeneracdo. Nao so para plantas medicinais,
os estudos referentes a embriogénese somatica com espécies da Amazonia sao
raros, existindo para as frutiferas, como o acai (Euterpe oleraceae), cupuacu
(Theobroma grandiflorum) e tucuma (Astrocaryum aculeatum). Portanto, faz-se
necessario estudos mais aprofundados sobre os fatores que influenciam na
embriogénese somatica para plantas da Amazbnia e em especial plantas

medicinais.
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Cultura de embrides zigbticos

A cultura de embrides zigbticos apresenta inUmeras aplicacdes, dentre as
quais a recuperacao de hibridos raros, testar a viabilidade de sementes, obter
variedades para serem exploradas a curto prazo e obtencdo de material como
fonte de explantes. (Giacometti, 1990; Hu & Ferreira, 1999). Neste ultimo caso,
os embrides sédo considerados fontes de explantes que apresentam baixos
indices de contaminacao (Pierik, 1997; Hu & Ferreira, 1998). Outro aspecto
importante, principalmente associado com espécies ameacadas de extin¢ao,
esta relacionado a germinacgdo in vitro de embrifes zigbticos, uma vez que é
possivel a criopreservacdo e posterior resgate como alternativa de manter a
ampla variedade genética. Por meio do cultivo in vitro pode-se determinar as
necessidades nutricionais e fisiologicas dos embrifes; superar a dorméncia em
certos tipos de sementes em virtude da imaturidade do embrido ou da presenca
de substancias inibidoras no endosperma (Henao, 1991; Pierik, 1997; Hu &
Ferreira, 1998).

O pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke), apresenta importantes
propriedades medicinais (Tabela 1). Além do linalol, oléo essencial, que
apresenta importancia industrial. Sobre o seu cultivo in vitro, Handa et al. (2005)
verificaram que o hipoclorito de sédio (50% e 2% de cloro ativo) por 10 min nao
foi eficiente na assepsia, apresentando contaminacdo por fungos (19%) e
bactérias (3%). Pereira et al. (2006) realizaram estudo sobre a germinacéo in
vitro de embrides zigoticos de murmuru (Astrocaryum ulei Mart.), espécie com
grande potencial de uso na industria de cosméticos e para uso medicinal (Tabela
1). Testaram embrides obtidos de frutos imaturo e maduro e concentracdes de
sacarose (15, 30 e 45 g/L!) no meio de cultura MS com 75% das concentracdes
de sais, suplementado com 2,5 g/L* de GAs. Estes autores verificaram que
embrides de frutos imaturos com a concentracdo de 30 g/L! de sacarose
apresentaram maior porcentagem de germinacédo, de 85,9% enquanto aqueles
de frutos maduros, 15 g/L'' de sacarose no meio foi suficiente para que se
alcancasse os melhores indices de germinacdo. Segundo Garcia et al. (2002)
embrides de muitas espécies utilizam suas proprias reservas para germinagao,
dispensando ou necessitando de adicdo de baixas concentracbes de

carboidratos.
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Na tentava de estabelecer um protocolo de germinacéo e cultivo in vitro
de murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.), espécie potencial para alimentacéo,
madeira e medicina popular (Tabela 1), Martendal et al., (2013) a partir de
embrides zigoéticos de frutos maduros, relataram que para obter embrides
assépticos a imersédo de 1 minuto em alcool 70% e 25 minutos em hipoclorito de
sédio (2,5%) foi adequado para evitar contaminacédo, nao sendo fitotoxico para o
embrido de murici. Testaram também o crescimento de plantulas nos meios de
cultivo MS e WPM nas concentracdes de sais de 25, 50 e 100%, com e sem a
adicdo de sacarose. Para a germinacao dos embrides, o meio 100% WPM
produziu o menor numero de folhas por muda, porém na concentracdo com 50%
dos sais favoreceu crescimento de plantulas. De acordo com os autores a adi¢ao
de sacarose em diferentes concentra¢cées no meio de cultura foi importante para
0 aumento da taxa de germinacéo que variou entre 45 e 95%.

Estes trabalhos mostram que o cultivo de embribes zigoéticos pode ser
usada para fins de micropropagacao, pela sua natureza juvenil com alto potencial
regenerativo, assim como embrifes sdo excelentes explantes para propagacao
clonal in vitro (Hu & Ferreira, 1998). Porém para espécies nativas amazonicas o

cultivo de embriBes in vitro ainda € pouco difundido.

CONCLUSAO

As técnicas de cultura de tecidos sdo amplamente utilizadas em estudos
envolvendo plantas medicinais, com destagque na micropropaga¢ao, que tem
aquecido os mercados e vem promovendo a criacdo de novas bioféabricas,
empregos e tecnologias. Entretanto, essas técnicas, tanto no Brasil, inclusive na
regido Amazonica, sdo escassas e esporadicas, principalmente em relacdo ao
namero de empresas, laboratérios e grupos de pesquisas voltados para essa
area.

Apesar da maioria dos trabalhos serem feitos até o estabelecimento in
vitro, a germinagdo tem alcancado resultados importantes, permitindo além de
outras conquistas, a superacdo da dorméncia em reduzido espaco de tempo.
Porém, de acordo, com o levantamento realizado foi possivel verificar que para

plantas medicinais nativas da regido Amazonica, esses estudos ainda séo
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incipientes, considerando que essa regido abriga a maior biodiversidade do
planeta

Ressalta-se, ainda, a necessidade de mais estudos sobre fatores, muitas
vezes pouco explorados, como a fase aclimatagéo, que analisa adaptacéo das
plantas em condi¢cbes ambientais.

Mais trabalhos devem ser voltados & embriogénese somatica, técnica que
proporciona, além de outros fatores, a producdo em larga escala de mudas que,

até o momento, apresenta poucos estudos.
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Revisdes e Notas prévias deverdo ser organizadas basicamente em:
Titulo, Autores, Resumo, Palavras-chave, Abstract, Key words, Texto,
Agradecimento (se houver) e Referéncia Bibliografica.

Atencao especial deve ser dada aos artigos de Revisao evitando a
citacdo Ipsis-litteris de textos, que configura plagio por lei.

ARTIGO CIENTIFICO
Os artigos deverao ser organizados em:

TITULO: Deverd ser claro e conciso, escrito apenas com a inicial
mailscula, negrito, centralizado, na parte superior da pagina. Se
houver subtitulo, devera ser em seguida ao titulo, em mindscula,
podendo ser precedido de um numero de ordem em algarismo romano.
Os nomes comuns das plantas medicinais devem ser seguidos pelo
nome cientifico (bindmio latino e autor) entre parénteses.

AUTORES: Comecar pelo ultimo sobrenome dos autores por extenso
(nomes intermediarios somente iniciais, sem espago entre elas) em
letras mailsculas, 2 linhas abaixo do titulo. Apds o nome de cada autor
devera ser colocado um numero sobrescrito que devera corresponder
ao endereco: instituicdo, endereco da instituicdo (rua e nimero ou
Caixa Postal, cidade, sigla do estado, CEP, e-mail). Indicar o autor que
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deverd receber a correspondéncia. Os autores devem ser separados
com ponto e virgula.

RESUMO: Devera constar da mesma pagina onde estdo o titulo e os
autores, duas linhas abaixo dos autores. O resumo devera ser escrito
em um unico paragrafo, contendo objetivo, resumo do material e
método, principais resultados e conclusdo. Ndo devera apresentar
citagdo bibliografica.

Palavras-chave: Deverdo ser colocadas uma linha abaixo do resumo,
na margem esquerda, podendo constar até cinco palavras.

ABSTRACT: Apresentar o titulo e resumo em inglés, no mesmo
formato do redigido em portugués, com excecdo do titulo, apenas com
a inicial em maiuscula, que vird apds a palavra ABSTRACT.

Key words: Abaixo do Abstract deverao ser colocadas as palavras-
chave em inglés, podendo constar até cinco palavras.

INTRODUGAO: Na introducdo devera constar breve revisdo de
literatura e os objetivos do trabalho. As citagdes de autores no texto
deverao ser feitas de acordo com os seguintes exemplos: Silva (1996);
Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva, 1986) ou quando houver
mais de dois autores Santos et al. (1996).

MATERIAL E METODO (CASUISTICA): Deverd ser feita
apresentacdo completa das técnicas originais empregadas ou com
referéncias de trabalhos anteriores que as descrevam. As analises
estatisticas deverdo ser igualmente referenciadas. Na metodologia
deverao constar os seguintes dados da espécie estudada: nome
popular; nome cientifico com autor e indicacdo da familia botanica;
nome do botanico responsavel pela identificagdo taxonémica; nome do
herbario onde a exsicata esta depositada, e o respectivo nimero
(Voucher Number); época e local de coleta, bem como, a parte da
planta utilizada.

RESULTADO E DISCUSSAO: Poderdo ser apresentados separados, ou
como um soé capitulo, contendo a conclusdao sumarizada no final.

AGRADECIMENTO: devera ser colocado neste capitulo (quando
houver).

REFERENCIA: As referéncias devem seguir as normas da ABNT 6023 e
de acordo com os exemplos:

Periddicos:

AUTOR(ES) separados por ponto e virgula, sem espaco entre as iniciais.
Titulo do artigo. Nome da Revista, por extenso, volume, nimero,
pagina inicial-pagina final, ano.

KAWAGISHI, H. et al. Fractionation and antitumor activity of the water-
insoluble residue of Agaricus blazei fruiting bodies. Carbohydrate
Research, v.186, n.2, p.267-73, 1989.

Livros:

AUTOR. Titulo do livro. Edicdo. Local de publicacdo: Editora, Ano.
Total de paginas.

MURRIA, R.D.H.; MENDEZ, J.; BROWN, S.A. The natural coumarins:
occurrence, chemistry and biochemistry. 3.ed. Chinchester: John Wiley
& Sons, 1982. 702p.

Capitulos de livros:

AUTOR(ES) DO CAPITULO. Titulo do Capitulo. In: AUTOR (ES) do
LIVRO. Titulo do livro: subtitulo. Edigao. Local de Publicagdo: Editora,
ano, pagina inicial-pagina final.
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HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.). Plant
physiology: a treatise. Orlando: Academic Press, 1983. p.267-33.

Tese ou Dissertacgao:

AUTOR. Titulo em destaque: subtitulo. Ano. Total de paginas.
Categoria (grau e area de concentragdo) - Instituicdo, Universidade,
Local.

OLIVEIRA, A.F.M. Caracterizacao de Acanthaceae medicinais
conhecidas como anador no nordeste do Brasil. 1995. 125p.
Dissertacdao (Mestrado - Area de Concentracdo em Botanica) -
Departamento de Botanica, Universidade Federal de Pernambuco,
Recife.

Trabalho de Evento:

AUTOR(ES). Titulo do trabalho. In: Nome do evento em caixa alta,
numero, ano, local. Tipo de publicacdo em destaque... Local:
Editora, ano. pagina inicial-pagina final.

VIEIRA, R.F.; MARTINS, M.V.M. Estudos etnobotanicos de espécies
medicinais de uso popular no Cerrado. In: INTERNATIONAL SAVANNA
SYMPOSIUM, 3., 1996, Brasilia. Proceedings... Brasilia: Embrapa,
1996. p.169-71.

Publicacao Eletronica:

AUTOR(ES). Titulo do artigo. Titulo do periodico em destaque,
volume, nimero, pagina inicial-pagina final, ano. Local: editora, ano.
Paginas. Disponivel em: <http://www........ >. Acesso em: dia més
(abreviado) ano. PEREIRA, R.S. et al. Atividade antibacteriana de 6leos
essenciais em cepas isoladas de infecgdo urinaria. Revista de Saude
Pablica, v.38, n.2, p.326-8, 2004. Disponivel em:
http://www.scielo.br. Acesso em: 18 abr. 2005.

N3o citar resumos e relatérios de pesquisa, a ndo ser que a informagao
seja muito importante e nao tenha sido publicada de outra forma.
Comunicacdes pessoais devem ser colocadas no rodapé da pagina onde
aparecem no texto e evitadas se possivel. Devem ser também evitadas
citagbes do tipo: Almeida (1994) citado por Souza (1997).

TABELAS: Devem ser inseridas no texto, com letra do tipo Arial 10,
espaco simples. A palavra TABELA (Arial 12) deve ser em letras
mailsculas, seguidas por algarismo arabico; ja quando citadas no texto
devem ser em letras minudsculas (Tabela).

FIGURAS: As ilustracdes (graficos, fotograficas, desenhos, mapas)
devem ser em letras mailsculas seguidas por algarismo arabico, Arial
12, e inseridas no texto. Quando citadas no texto devem ser em letras
minusculas (Figura). As legendas e eixos devem ser em Arial 10,
enviadas em arquivos separados, com resolugao 300 DPI, 800x600,
com extensao JPG ou TIFF, para impressdo de publicagao.

Processo de avaliagdo: Os manuscritos sdo analisados por, pelo
menos, dois pareceristas, segundo um roteiro de analise baseado
principalmente no conteudo cientifico. Os pareceristas recomendardo a
aceitacdo com ou sem necessidade de retornar; recusa, ou sugerir
reformulagdes, e que, neste caso, o artigo reformulado retornara ao
parecerista até que a avaliagdo seja concluida. Quando no minimo 2
pareceristas aprovarem, sem necessidade de retornar, o artigo estara
pronto para ser publicado e o autor recebera a carta de aceite bem
como as instrugdes para pagamento dos custos de tramite (R$300
reais)*. Os nomes dos pareceristas permanecerao em sigilo, omitindo-
se também perante estes os nomes dos autores.

* Somente os artigos aprovados que foram submetidos a partir de 1°
de abril de 2013 terdo custo para publicacao.

Direitos autorais: Ao encaminhar um manuscrito para a RBPM os
autores devem estar cientes de que, se aprovado para publicacdo, o
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copyright do artigo, incluindo os direitos de reproducdo em todas as
midias e formatos, devera ser concedido exclusivamente para as
Membérias.

ATENGAO: Artigos que n3o estiverem de acordo com essas normas
serao devolvidos.

Observagao: Sao de exclusiva responsabilidade dos autores as
opinides e conceitos emitidos nos trabalhos. Contudo, reserva-se ao

Conselho Editorial, o direito de sugerir ou solicitar modificacGes que
julgarem necessarias.

Envio de manuscritos

Os artigos devem ser enviados por e-mail: rbpm.sbpm@gmail.com

[Home] [Sobre a revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

Todo o conteldo do periddico, exceto onde esta identificado, esta licenciado sob uma Licenca Creative Commons
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Tel.: (55 19) 2139-2891
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