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RESUMO

Os 6leos essenciais de plantas, bem como os compostos derivados destes 6leos como
os terpenos, tém atraido cada vez mais interesse por causa das suas propriedades
antioxidantes. O 7-hidroxicitronelal ¢ um monoterpeno derivado do citronelal, apresentando
férmula molecular CioH2002. Como objetivo principal deste trabalho procurou-se avaliar as
atividades toxicoldgicas e farmacoldgicas in silico do monoterpeno, entre elas a atividade
antioxidante, bem como o perfil de biodisponibilidade oral tedrico. Para isso, utilizou-se as
técnicas in silico através dos programas: PASS® online, para avaliacio das propriedades
farmacolégicas tedricas da substincia, Osiris® para avaliagio do potencial toxicolégico do
monoterpeno, e Molinspiration® para avaliar o perfil de biodisponibilidade oral do composto.
Os resultados mostraram amplo espectro de atividades farmacoldgicas in silico, entre elas
efeito antioxidante. A andlise toxicoldgica tedrica, por sua vez, mostrou probabilidade de a
substancia apresentar consideravel efeito irritante. O perfil de biodisponibilidade oral tedrico
foi considerado adequado, uma vez que todos os requisitos estabelecidos na regra dos cinco
de Lipinski foram atendidos. Assim poOde-se concluir que o monoterpeno € portador de
atividade antioxidante tedrica in silico, tem boa biodisponibilidade oral e pode apresentar
efeito irritante. Contudo mais estudos in vitro e em organismos vivos devem ser realizados

para investigar essas atividades.

Palavras-chave: Farmacologia. Monoterpenos. Antioxidantes.



ABSTRACT

Essential oils of plants, as well as compounds derived from these oils like terpenes,
have attracted increasing interest because of their antioxidant properties. 7-hydroxycytronellal
is a monoterpene derived from citronellal, presenting molecular formula CioH2002. The main
objective of this work was to evaluate the in silico toxicological and pharmacological
activities of monoterpene, among them the antioxidant activity, as well as the theoretical oral
bioavailability profile. For this, in silico techniques were used through the following
programs: PASS™ online, for evaluation of the theoretical pharmacological properties of the
substance, Osiris™ for evaluation of the toxicological potential of monoterpene, and
Molinspiration™ to evaluate the oral bioavailability profile of the compound. The results
showed a broad spectrum of pharmacological activities in silico, among them antioxidant
effect. Theoretical toxicological analysis, in turn, showed a probability that the substance has
a considerable irritating effect. The theoretical oral bioavailability profile was considered
adequate, since all the requirements established in the Lipinski rule of five were met. Thus, it
can be concluded that monoterpene has antioxidant activity theoretical in silico, has good oral
bioavailability and may present an irritant effect. However, more in vitro and in vivo studies

should be performed to corroborate these activities.

Keywords: Pharmacology. Monoterpenes. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € um termo usado para descrever um processo infamatorio,
iniciado com a instalacdo do biofilme ou placa bacteriana sobre a superficie dentdria,
que leva a destrui¢do de fibras do ligamento periodontal e consequentemente perda de
ligacdo do periodonto a superficie radicular e osso alveolar adjacente, levando, em
estdgio mais avangado, a perda dentdria (CHAPPLE, MATTHEUS, 2000).

Recentemente, alguns fatores t€m ganhado importancia na patogénese da doenca
periodontal, como o desequilibrio no metabolismo oxidativo desencadeado pelo estado
inflamatorio crénico, que ao promover a oxidagdo de células e tecidos, pode agravar a
doenca e levar a aceleracdo na destrui¢io do periodonto (CHAPPLE, MATTHEUS,
2000).

A oxidacdo é um processo fisioldgico que leva a producdo de energia necessaria
para as atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas
células vivas também leva a producdo de radicais livres (STIEVEN et al., 2009).

Os radicais livres, por sua vez, sdo responsdveis por mediar a oxidacdo, sendo
esta um importante processo bioldgico para os organismos. Entretanto quando este
processo se torna sobrecarregado, podem ocasionar o surgimento de vdrias desordens
patoldgicas, como por exemplo: o cancer, as doengas cardiovasculares e as doencgas
neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer (NADKARMI, 1988; ANTHONY et
al., 2012).

Dentre os radicais livres mais comuns, encontram-se as espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), que induzem danos oxidativos a vdrias
biomoléculas presentes nas células humanas, tais como, os lipidios, as proteinas e o0s
acidos nucléicos, resultando assim no chamado estresse oxidativo (FREITAS et al.,
2014).

Nesse contexto surgem os agentes antioxidantes, que por sua vez tém a
capacidade de proteger as moléculas dos danos causados por estes radicais e servem
ainda como agentes quimioprotetores, inibindo a geracao de radicais livres e tendo um
importante papel na neutralizacdo de danos oxidativos causados por esses radicais
(ANTHONY et al., 2012).

Os antioxidantes sintéticos sdo adquiridos pela suplementacdao alimentar e em

adi¢do a alimentos, pratica comum na industria alimenticia (PITARO et al., 2009). Ja os
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antioxidantes naturais, adquiridos na dieta, t€m como principal fonte as vitaminas (A, C
e E), compostos fendlicos e carotendides, contidos principalmente nas frutas e vegetais
(RATMAN et al., 2006; PEREIRA et al., 2009).

Recentemente, os 6leos essenciais de plantas, bem como os compostos derivados
destes 6leos, como por exemplo os terpenos, t€m atraido cada vez mais interesse por
causa das suas propriedades antioxidantes, e consequentemente tém sido
extensivamente estudados principalmente em sistemas in vitro (HORVATHOVA et al.,
2014).

Os compostos terpenoides t€m sua origem biossintética das unidades do
isopreno, que por sua vez € originado a partir do acido mevaldnico (SPITZER, 2004).
Estes compostos sdo divididos, de acordo com o nimero de carbono (C) em suas
moléculas, em: isoprenos ou hemiterpenos (5 C), monoterpenos (10 C), sesquiterpenos
(15 C); diterpenos (20 C); sesterpenos (25 C); triterpenos (30 C); tetraterpenos (40 C) e
polisoprenoides (n C) (SPITZER, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Os monoterpenos sdo constituintes que fazem parte da composi¢do dos 6leos
essenciais, que por sua vez sao empregados na industria na producdo de perfumes e
cosméticos (EDRIS, 2007), além de apresentarem diversos efeitos farmacoldgicos, entre
eles: anti-hipertensivo, anti-inflamatdrio, antimicrobiano (ZORE et al., 2011) e
antioxidante (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011).

Dentre os vdarios monoterpenos existentes na natureza, destaca-se o 7-
hidroxicitronelal, um composto pouco relatado na literatura com relagdo aos seus efeitos
farmacoldgicos e toxicos. Este monoterpeno € um derivado do citronelal, metabdlito de
origem vegetal que ja possui vdrias atividades farmacolégicas comprovadas na
literatura, como atividades analgésica (ALMEIDA et al., 2001), antioxidante
(QUINTANS—J(JNIOR et al, 2011), ansiolitica (ALMEIDA et al., 2004) antimicrobiana
(ZORE et al., 2011) e anticonvulsivante (QUINTANS-J UNIOR et al., 2008).

Embora sejam considerados de menor risco em comparacado as drogas sintéticas,
os produtos naturais, como 0s monoterpenos, nao sdo completamente livres da
possibilidade de toxicidade ou outros efeitos adversos (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Desta forma, diferentes testes t€ém sido utilizados para avaliar a toxicidade das
substancias. Neste contexto, destacam-se os testes que utilizam os modelos in silico
(expressao usada com o significado de “executado em computador’), que sao rapidos,

reprodutiveis e normalmente baseados em biorreguladores humanos, garantindo assim a
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segurancga para a utilizagdo do produto natural como um futuro farmaco (ANGELO et
al., 2006; SRINIVAS et al., 2014).

Com base nestas informacdes sobre as vdrias atividades terapéuticas ja
demonstradas pelos monoterpenos e a importincia de estudos toxicoldgicos dos
produtos naturais, esse trabalho procurou avaliar, por meio de testes in silico, as
possiveis atividades farmacoldgicas do monoterpeno 7-hidroxicitronelal, juntamente
com seu perfil de biodisponibilidade oral, e ainda determinar a toxicidade tedrica deste
composto, através de correlacdes de sua estrutura quimica (Figura 1) com o provével

perfil farmacoldgico.

Figura 1 - Estrutura quimica do monoterpeno 7-hidroxicitronelal, derivado do citronelal, com férmula

molecular C;oH200s.

Fonte: Silva, 2016.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCA PERIODONTAL: CLASSIFICACAO E PARTICIPACAO DO
ESTRESSE OXIDATIVO

O termo “doenga periodontal” tem sido bastante utilizado de uma forma ampla
para abranger as mais diversas condicdes patolégicas que acometem as estruturas do
periodonto seja ele de protecdo e/ou sustentacio (NOVAK, 2002).

Entre as diversas classificagdes adotadas na periodontia a mais atual diz respeito
a elaborada pela Academia Americana de Periodontologia durante a reunido do
Workshop Mundial para a Classificacdao das Doencas e Condicdes Periodontais, no ano
de 1999 que pode ser resumida na figura 1 (ARTIMAGE, 1999).

A periodontite, um estdgio mais avancado da doenca periodontal, € caracterizada
por um processo cronico onde hd perda de suporte dos dentes afetados, sobretudo de
fibras do ligamento periodontal e do osso alveolar, onde estao inseridos, levando entdo a
perda 6ssea (LINDHE, 1997;J UNIOR, GABRIELLI, 2004).

Acredita-se que a interacdo entre microrganismos, tais como o Actinobacillus
actinomycetemcomitans, € a resposta imunoldgica do hospedeiro pode levar ao aumento
da producdo de citocinas pré-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), a interleucina 1-beta (IL-1p), bem como de prostaglandina E2 (PGE2), que
desta forma podem contribuir para a destruicdo do tecido conjuntivo e osso alveolar
(O’BEIRNE et al., 1996; FIVES-TAYLOR, MEYER, MINTZ, 1999; GREENSTEIN,
2000).

Muitos estudos levam a crer que neutréfilos, presentes no tecido conjuntivo
gengival , ao serem atraidos por citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-1p, para
o tecido acometido pela doenca periodontal, liberam EROs durante o processo de
fagocitose, em resposta a placa microbiana adjacente a margem gengival, podendo
assim causar danos aos tecidos, como esquematizado na figura 3. (MIYASAKI, 1991;
KHWAJA, CARVER, LINCH, 1992; ELBIM et al., 1994; CHAPPLE, MATTHEWS,
2000).
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Figura 2 - Classificagdo das doencas periodontais, 1999 de acordo com a Academia Americana de

Periodontologia.

DOENGCAS GENGIVAIS

INDUZIDAS POR PLACA

NAO INDUZIDAS POR PLACA

1.Doengas gengivais associadas apenas a placa
I-sem fatores locais
1I-com fatores locais

1.Doengas gengivais de origem bacteriana
I-Associada a Neisseria gonorrhea
ll-Associada a Treponema pallidum
11-Associada a Streptococcus sp

IV-Outros

2.Doengas gengivais modificadas por fatores sistémicos

I-Associada ao sistema enddcrino
Puberdade

Ciclo menstrual

Gravidez

Diabetes mellitus

1I-Associada a discrasias sanguineas
Leucemia

Outros

2.Doengas gengivais de origem viral
I-Infecgbes por herpes
11-Outros

3. Doengas gengivais de origem fungica
I-Infecgdes por Candida sp

ll-Eritema gengival linear
lll-Histoplasmose

IV-Outros

3.Doencgas gengivais modificadas por medicamentos
I-Hiperplasias influenciadas por drogas

1I-Gengivites influenciadas por drogas

Associadas a contraceptivos orais

Outros

4.Lesbes gengivais de origem genética
I-Fibromatose gengival hereditaria
11-Outros

5. ManifestacGes de condigdes sistémicas
I-Alteragdes mucocutaneas
1I-Reagbes alérgicas

4.Doengas gengivais modificadas por desnutrigio
I-deficiéncia de vitamina C
Outros

6.Lesdes traumaticas

7.Reagdes de corpo estranho

8. Outras nao especificadas

DOENGCAS PERIODONTAIS

1.Periodontite crénica

4.Doengas periodontais necrosantes
I-Gengivite Ulcerativa Necrosante
ll-Periodontite Ulcerativa Necrosante

2.Periodontite agressiva

3.Periodontite como manifesta¢do de doengas sistémicas

I-Associada a discrasias sanguineas
Neutropenia adquirida
Leucemia
Outros
11-Associada a disturbios genéticos
Neutropenia ciclica e familiar
Sindrome de Down
Deficiéncia de adesdo leucocitaria
Sindrome de Papillon-Leferve
Sindrome de Chediak-Higashi
Sindrome de histiocitose
Doenga de Acumulo de glicogénio
Agranulocitose infantil genética
Sindrome de Cohen
Sindrome de Ehlers-Danlos
Hipofosfatasia
Outras
111-Outras ndo especificadas

5.Abscessos Periodontais
I-Abscesso Gengival
11-Abscesso Periodontal
l1l-Abscesso Pericoronario

6.Periodontite Associada a LesGes Endoddnticas

7.Condigdes e Deformidades Congénitas ou Adquiridas
I-Fatores modificadores locais da doenga gengival ou
periodontal, relacionados com o dente
Fatores anatémicos dentais
Restauragbes/aparelhos dentais
Fraturas radiculares
Reabsorg¢do radicular cervical e deslocamento do cemento
Deformidades e condigées mucogengivais ao redor do dente
Deformidades e condigées mucogengivais em rebordos
edéntulos
Trauma oclusal

Fonte: Novak, 2002.
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Figura 3 - Mecanismo de lesdo periodontal provocado por processo inflamatério cronico, devido a

presenca de bactérias, fazendo com que a atuacio de neutréfilos cause liberagdo de ERO no periodonto.

TECIDO GENGIVAL e Mediadores inflamatorios:
TNF-a
iL-1p
] —_— PGE

o ) @ @@
Bactérias — aa. OO O @ Neutréfilo

= Il l
= o
@
ERO
b 2
s
Fonte: Silva, 2017.

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Os processos oxidativos ocorrem naturalmente nos seres vivos, a exemplo a
fagocitose (CORREA et al., 2006), e a produgdo de energia na forma de ATP via cadeia
respiratéria (FERREIRA, AGUIAR, VILARINHO, 2008), processos estes essenciais
para o bom funcionamento do organismo.

Contudo, como consequéncia desses processos € que surgem os radicais livres,
classicamente descritos como 4dtomos ou moléculas altamente reativos apresentando
nimero impar de elétrons na dltima camada eletronica (HALLIWELL, 1990, 1992),
sendo tal falta de emparelhamento responsavel por sua alta reatividade frente a outros
atomos e moléculas (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

O estresse oxidativo ocorre quando ha desequilibrio entre os compostos
oxidantes e antioxidantes (SIES, 1993), sendo que os primeiros predominam, onde
podem ser divididos em dois grupos distintos: as espécies reativas de oxigénio — ERO, e
as espécies reativas de nitrogénio — ERN (VISIOLI, KEANEY, HALLIWELL, 2000;
FINKEL, HOLBROOK, 2000; HALLIWELL, 2000).
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Entre as espécies reativas de oxigénio mais conhecidas podem-se citar: oxigénio
singlete ('02"), formado a partir da adi¢io de um elétron a molécula de oxigénio
(equagdo 3); radical superdxido (O27), obtido através da reacdo do oxigénio singlete
com o radical hidroxila (equacdo 1); e radical hidroxila (OH"), formado pela
decomposicio do peréxido de hidrogénio durante a oxidacdio do Fe®, também
conhecida como reacdo de Fenton (equacdo 2), como pode ser observado pela figura 4.
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990; BIANCHI, ANTUNES, 1999; HALLIWELL,
2000) além de outras que, embora nao possuam elétrons desemparelhados, sao bastante

reativas devido a sua instabilidade quimica, como: peréxido de hidrogénio (H202).

Figura 4 - Equacdes de formagio de EROs: do (1) oxigénio singlete - 'O, , e dos radicais (2) hidroxila -

OH’ e (3) superéxido - O2™.
0"+ OH ——> !0, + HO (1)
H,O0; + Fe®* ——> Fe**+OH + OH'  (2)
O+e —> O (3)
Fonte: Berra, Menck, Di Mascio, 2006; Barreiros, David, David, 2006

Quanto as ERNs as mais encontradas sao: radical 6xido nitrico (NO), nitritos
(NO»), nitratos (NO3") e o radical peroxinitrito (ONOQO™), este tltimo formado a partir
de dois outros radicais: o 6xido nitrico e superdéxido, como mostrado na figura 5

(HALLIWELL, 1999; BIANCHI, ANTUNES, 1999).

Figura 5 - Equacdo de formacdo de ERN peroxinitrito.

NO'+ 0" —> ONOO

Fonte: Barreiros, David, David, 2006.
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2.3 AGENTES ANTIOXIDANTES

Antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que, uma vez
presente em pequena concentracao quando comparada a do substrato oxidavel, € capaz
de regenerar ou prevenir a oxidacdo do mesmo (HALLIWELL, 2000).

Naturalmente, o organismo humano apresenta diversos sistemas de defesa
antioxidante, onde os principais de natureza enzimdtica sao: glutationa reduzida (GSH),
que opera em conjunto com outras duas enzimas: glutationa-peroxidase (GSH-Px),
levando a redugdo do peréxido de hidrogénio a dgua, e sendo entdo regenerada por
intermédio da glutationa-redutase (GSH-Rd) novamente a forma reduzida. Ha ainda a
superéxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do radical super6xido em
peréxido de hidrogénio e oxigénio e por fim a enzima catalase (CAT) responsavel por
converter o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio (FERREIRA, MATSUBARA,

1997). Todas essas reacOes estdo esquematizadas na figura 6.

Figura 6 - Mecanismo de ac¢do antioxidantes fisioldgicos.

Superoxido dismutase (SOD): (1)
0"+ 02"+ 2H" ——> 02+ H20O2
Glutationa peroxidase (GPx):  (2)

H»0, + 2GSH —> 2H»0 + GSSG
Glutationa redutase (GRd):  (3)
2GSSG + NADPH + H* ——> NADP + 2GSH
Glutationa reduzida: (4)

H>O0> + NADPH + H* ——> 2H,0 + NADP*
Catalase (CAT): (5)

H>O2 + H O, ——> 02+ 2H20

Fonte: Berra, Menck, Di Mascio, 2006.

Além destas muitas substancias com atividade antioxidante podem ser
encontradas na dieta, tais como as vitaminas A (retinol), C (4cido ascorbico) e E

(tocoferol), além de outros compostos (BARREIROS, DAVID, DAVID, 2006).
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Virios s@o os mecanismos de protecdo sobre o organismo, que ao atuar em
diferentes estdgios previnem ou corrigem desordens jd instaladas na célula. Assim,
podem impedir a formagdo dos radicais, como ocorre com a inibicdo das reacdes em
cadeia do Fe?* e Cu®*. Através da interceptacdo de espécies reativas geradas pelo
metabolismo podem proteger lipideos, aminodcidos bem como as bases do DNA. Ainda
podem promover reparos nas lesdes causadas pelos radicais, através da remocdo de
danos ao DNA, bem como a reconstituicdo de membranas danificadas (BIANCHI,
ANTUNES, 1999).

Devido a sua importancia, vdrias técnicas experimentais tém sido utilizadas para
avaliar o potencial antioxidante dos mais diversos compostos, sendo algumas ja bastante
consagradas na literatura, como testes utilizando o radical DPPH" (2,2-difenil-1-
picrilhidrazina), e sobre o radical NO°, formado a partir da decomposi¢cdo do
nitroprussiato de sédio (NPS) (BRAND-WILLIANS, CUVELIER, BERSET, 1995;
BAZU, HARZA, 2006; SILVA, 2012; ZHANG, 2013).

2.4 PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os produtos naturais foram e continuam sendo de grande valor para pesquisas de
novos candidatos a farmacos, apesar da grande quantidade também de compostos
produzidos por sintese (MONTANARI, BOLZANTI, 2001).

A industria farmacéutica, por exemplo, motivada pela descoberta de varios
compostos com estruturas moleculares complexas, como os quimioterdpicos,
vincristina, vimblastina e os anédlogos etoposideo e teniposideo, camptotecina e taxol
reativou seu interesse pelos produtos naturais, uma vez que a producdo de compostos
sintéticos com estruturas tdo complexas sdo praticamente impossiveis de serem obtidos
a custos racionais (MONTANARI, BOLZANI, 2001).

Alguns derivados das plantas, conhecidos como metabdlitos secundérios tem
sido bastante utilizados em ensaios farmacoldgicos, sendo alguns deles: Oleos
essenciais, e seus derivados — terpenos; compostos fendlicos, entre eles os flavondides,
e compostos alcaléides (BENNET, WALLSGROVE, 1994).

Entre os diversos metabdlitos secundérios, muitos apresentam atividade

antioxidante, ja tendo sido relatadas em diversos estudos, como € o caso dos flavonoides
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(ROSA et al, 2010) e os 6leos essenciais e seus derivados, os monoterpenos, além de

outras atividades (COSTA et al., 2012).

2.5 OLEOS ESSENCIAIS E MONOTERPENOS

Os 6leos essenciais s@o constituintes voldteis responsdveis pela fragrancia de
muitas plantas, podendo ser extraidos das mais diversas partes desta como das folhas,
flores, frutos, raizes e caules e tem sido extensivamente estudados na literatura por seu
potencial antioxidante (LIMA, CARDOSO, 2007; SOUZA et al., 2007, BAKKALI,
2008; DOBRAVALSKYTE, VENSKUTONIS, TALOU, 2012).

Os terpendides, também conhecidos como isoprenos, sdo obtidos dos o6leos
essenciais e formados por repeticdes de unidades ramificadas de cinco carbonos, sendo
essas similares a unidades de isopreno e sdo derivadas do dcido mevaldnico, estes
podem ser referidos como isoprenos ativos (SHARKEY, YEH, 2001; SIMOES,
SPITZER, 2004).

Sua nomenclatura depende do niimero de unidades de isopreno, sendo assim
classificados como monoterpeno, diterpeno, triterpeno, tetraterpeno, sesquiterpeno ou
politerpeno. No caso dos monoterpenos, esses podem ainda ser divididos em trés
subgrupos: aciclicos, monociclicos e biciclicos (SIMOES, SPITZER, 2004).

Viérios estudos na literatura correlacionam a atividade antioxidante a
monoterpenos tais como citronelal (ANDRADE et al., 2012), ciano-carvona (COSTA et
al., 2012) e a-pineno (WANNES et al., 2010).

2.6 ENSAIOS IN SILICO

Em funcdo da necessidade de novos agentes farmacoldgicos para o tratamento
das mais diversas doencas, métodos de planejamento de farmacos auxiliados por
computador tem ganhado destaque uma vez que, a partir desta, é possivel reduzir custos
e tempo para a obtencdo de resultados, reduzindo também o uso de animais de
laboratério (ERIKSSON et al., 2003).

Estes estudos, feitos através de programas computacionais, por meio de um

banco de dados reinem diversas informagdes a respeito de caracteristicas pertinentes
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aos farmacos, como aspectos quimicos, fisicos, farmacoldgicos e bioldgicos a respeito
dessas drogas e seus possiveis alvos (WISHART et al., 2006).

Ensaios in silico podem ser feitos através de diferentes principios
metodoldgicos, tais como (Q)SAR — (Quantitative) Structure Activity Relationships,
formacdo de categoria, andlise de tendéncia, métodos de extrapolacdo, entre outros, que
jd sdo aplicados em softwares de agéncias como a USEPA (United States
Environmental Protection Agency), OECD (Organistation for Economic Co-operation
ad Development) e Comissao Européia (SANTOS, RODRIGUES, 2011).

Os métodos que mais vem ganhando destaque em experimentos farmacoldgicos
empregando a tecnologia computacional sdo os métodos baseados no ligando (ligand-
based methods), pesquisa de similaridade em 2D (2D similarity search), pesquisa de
similaridade em 3D (3D similarity search), métodos baseados na estrutura (structure-
based methods), acoplamento inverso (docking inverse), (grupos) farmacoéforos
baseados na estrutura (structure-based pharmacophore) e similaridade no local de
ligacdo (binding site similarity), permitindo assim predizer resultados e direcionar

pesquisas (LAVECCHIA, CERCHIA, 2016).
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Resumo: Os dleos essenciais de plantas, bem como os compostos derivados destes 6leos como o0s
terpenos, t€m atraido cada vez mais interesse por causa das suas propriedades antioxidantes. O 7-
hidroxicitronelal € um monoterpeno derivado do citronelal, apresentando férmula molecular CoH20Oo.
Como objetivo principal deste trabalho procurou-se avaliar as atividades toxicoldgicas e farmacoldgicas
in silico do monoterpeno, entre elas a atividade antioxidante, bem como o perfil de biodisponibilidade
oral tedrico. Para isso, utilizou-se as técnicas in silico através dos programas: PASS® online, para
avaliacdo das propriedades farmacoldgicas tedricas da substincia, Osiris® para avaliacdo do potencial
toxicolégico do monoterpeno, e Molinspiration® para avaliar o perfil de biodisponibilidade oral do
composto. Os resultados mostraram amplo espectro de atividades farmacoldgicas in silico, entre elas
efeito antioxidante. A andlise toxicolégica tedrica, por sua vez, mostrou probabilidade de a substincia
apresentar considerdvel efeito irritante. O perfil de biodisponibilidade oral tedrico foi considerado
adequado, uma vez que todos os requisitos estabelecidos na regra dos cinco de Lipinski foram atendidos.
Assim pdde-se concluir que o monoterpeno é portador de atividade antioxidante tedrica in silico, tem boa
biodisponibilidade oral e pode apresentar efeito irritante. Contudo mais estudos in vitro e em organismos
vivos devem ser realizados para corroborar essas atividades.

Palavras-chave: Farmacologia. Monoterpenos. Antioxidantes.

Abstract: Essential oils of plants, as well as compounds derived from these oils like terpenes, have
attracted increasing interest because of their antioxidant properties. 7-hydroxycytronelal is a monoterpene
derived from citronellal, presenting molecular formula C;oH200,. The main objective of this work was to
evaluate the in silico toxicological and pharmacological activities of monoterpene, among them the
antioxidant activity, as well as the theoretical oral bioavailability profile. For this, in silico techniques
were used through the following programs: PASS™ online, for evaluation of the theoretical
pharmacological properties of the substance, Osiris™ for evaluation of the toxicological potential of
monoterpene, and Molinspiration™ to evaluate the oral bioavailability profile of the compound. The
results showed a broad spectrum of pharmacological activities in silico, among them antioxidant effect.
Theoretical toxicological analysis, in turn, showed a probability that the substance has a considerable
irritating effect. The theoretical oral bioavailability profile was considered adequate, since all the
requirements established in the Lipinski rule of five were met. Thus, it can be concluded that
monoterpene has antioxidant activity theoretical in silico, has good oral bioavailability and may present
an irritant effect. However, more in vitro and in vivo studies should be performed to corroborate these
activities.

Keywords: Pharmacology. Monoterpenes. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € um termo usado para descrever um processo infamatdrio, iniciado com a instalagdo
do biofilme ou placa bacteriana sobre a superficie dentdria, que leva a destrui¢do de fibras do ligamento
periodontal e consequentemente perda de ligacdo do periodonto a superficie radicular e osso alveolar
adjacente, levando, em estdgio mais avangado, a perda dentdria (CHAPPLE, MATTHEUS, 2000).

Recentemente, alguns fatores t€m ganhado importancia na patogénese da doenga periodontal, como
o desequilibrio no metabolismo oxidativo desencadeado pelo estado inflamatério cronico, que ao
promover a oxidacdo de células e tecidos, pode agravar a doenca e levar a aceleracdio na destrui¢do do
periodonto (CHAPPLE, MATTHEUS, 2000).

A oxidag@o € um processo metabdlico que leva a produg@o de energia necessdria para as atividades
essenciais das células. Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas células vivas também leva a producdo
de radicais livres (STIEVEN et al., 2009).

Os radicais livres, por sua vez, sdo responsdveis por mediar a oxidag@o, sendo esta um importante
processo bioldgico para os organismos. Entretanto quando este processo se torna sobrecarregado, pode
ocasionar o surgimento de vdrias desordens patoldgicas, como por exemplo: o cancer, as doengas
cardiovasculares e as doencas neurodegenerativas, como a Doenga de Alzheimer (NADKARMI, 1988;
ANTHONY et al., 2012).

Dentre os radicais livres mais comuns, encontram-se as espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNSs), que induzem danos oxidativos a vérias biomoléculas presentes nas células humanas,
tais como, os lipidios, as proteinas e os dcidos nucléicos, resultando assim no chamado estresse oxidativo
(FREITAS et al., 2014).

Nesse contexto surgem os agentes antioxidantes, que por sua vez tém a capacidade de proteger as
moléculas dos danos causados por estes radicais e servem ainda como agentes quimioprotetores, inibindo
a geracdo de radicais livres e tendo um importante papel na neutralizacdo de danos oxidativos causados
por esses radicais (ANTHONY et al., 2012).

Os antioxidantes sintéticos sdo adquiridos pela suplementacdo alimentar e em adicdo a alimentos,
pratica comum na industria alimenticia (PITARO et al., 2009). J4 os antioxidantes naturais, adquiridos na
dieta, ttm como principal fonte as vitaminas (A, C e E), compostos fendlicos e carotendides, contidos
principalmente nas frutas e vegetais (RATMAN et al., 2006; PEREIRA et al., 2009).

Recentemente, os 6leos essenciais de plantas, bem como os compostos derivados destes 6leos, como
por exemplo os terpenos, t€m atraido cada vez mais interesse por causa das suas propriedades
antioxidantes, e consequentemente t€m sido extensivamente estudados principalmente em sistemas in
vitro (HORVATHOVA et al., 2014).

Os compostos terpenoides t€m sua origem biossintética das unidades do isopreno, que por sua vez é
originado a partir do dcido mevaldnico (SPITZER, 2004). Estes compostos sdo divididos, de acordo com
o nimero de carbono (C) em suas moléculas, em: isoprenos ou hemiterpenos (5 C), monoterpenos (10 C),
sesquiterpenos (15 C); diterpenos (20 C); sesterpenos (25 C); triterpenos (30 C); tetraterpenos (40 C) e
polisoprenoides (n C) (SPITZER, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Os monoterpenos sdo constituintes que fazem parte da composi¢do dos 6leos essenciais, que por sua
vez sdo empregados na industria na producdo de perfumes e cosméticos (EDRIS, 2007), além de
apresentarem diversos efeitos farmacoldgicos, entre eles: anti-hipertensivo, anti-inflamatério,
antimicrobiano (ZORE et al., 2011) e antioxidante (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011).

Dentre os vdrios monoterpenos existentes na natureza, destaca-se o 7-hidroxicitronelal, um
composto pouco relatado na literatura com relagdo aos seus efeitos farmacoldgicos e téxicos. Este
monoterpeno € um derivado do citronelal, metabélito de origem vegetal que ja possui vdrias atividades
farmacolégicas comprovadas na literatura, como atividades analgésica (ALMEIDA et al., 2001),
antioxidante (QUINTANS—J(JNIOR et al., 2011), ansiolitica (ALMEIDA et al., 2004), antimicrobiana
(ZORE et al., 2011) e anticonvulsivante (QUINTANS—JIjNIOR et al., 2008).

Embora sejam considerados de menor risco em comparagdo as drogas sintéticas, os produtos
naturais, como 0s monoterpenos, ndo sdo completamente livres da possibilidade de toxicidade ou outros
efeitos adversos (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Desta forma, diferentes testes t€m sido utilizados para avaliar a toxicidade das substancias. Neste
contexto, destacam-se os testes que utilizam os modelos in silico (expressdo usada com o significado de
“executado em computador”), que sdo rapidos, reprodutiveis e normalmente baseados em biorreguladores
humanos, garantindo assim a seguranca para a utiliza¢cdo do produto natural como um futuro farmaco
(ANGELO et al., 2006; SRINIVAS et al., 2014).
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Com base nestas informagdes sobre as vdrias atividades terapéuticas ja demonstradas pelos
monoterpenos € a importancia de estudos toxicoldgicos dos produtos naturais, esse trabalho procurou
avaliar, por meio de testes in silico, as possiveis atividades farmacoldgicas do monoterpeno 7-
hidroxicitronelal, juntamente com seu perfil de biodisponibilidade oral, e ainda determinar a toxicidade
tedrica deste composto.

2 METODOLOGIA
2.1 CLASSIFICACAO DA PESQUISA

O presente estudo pode ser classificado como aplicado, uma vez que resultados podem vir a ser tteis
na prética clinica, quantitativo, na medida em que numera a partir de ‘scores’ uma determinada atividade
da substancia e por fim experimental, pois os resultados sdo encontrados através de diversos testes.

Todos os testes neste trabalho foram realizados sem a utilizagdo de animais, ou mesmo seres
humanos, dispensando assim a aprovac¢do no comité de ética e pesquisa, bem como a utilizacdo de um
termo de consentimento livre e esclarecido.

2.2 OBTENCAO DAS INFORMACOES QUIMICAS DOS MONOTERPENOS

Para a realizacdo dos estudos in silico, todas as informacdes quimicas (estrutura quimica da
molécula, massa molecular, polaridade, CAS-number) do monoterpeno 7- hidroxicitronelal foram obtidas
no site http://www.chemspider.com/.

2.3 ANALISE TEORICA DAS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

A previsao do espectro de atividade para substincias - PASS online® é um software que objetiva
avaliar o potencial biolégico de uma molécula orginica quando em contato com o organismo humano.
Por meio deste, € possivel ter previsdes simultdneas de mdltiplos tipos de atividades bioldgicas com base
na estrutura dos compostos organicos, além de permitir estimar o potencial de atividade de uma
substancia, podendo esta ser classificada como indices Pa (probabilidade " de ser ativo") e Pi
(probabilidade "de ser inativo"), podendo ser acessado pelo endereco:
http://www.pharmaexpert.ru/passonline/ (SRINIVAS et al., 2014.).

2.4 ANALISE TEORICA DA TOXICIDADE

Para a andlise da toxicidade tedrica foram avaliados o potencial druglikeness e drug-score e 0s
diversos pardmetros farmacocinéticos da estrutura do monoterpeno 7-hidroxicitronelal que foi submetida
ao estudo in silico dos pardmetros ADMET (absorc¢do, distribuicdo, metabolismo, excregdo e toxicidade)
usando o programa Osiris Property Explorer através do endereco: http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/drugScore.html (SRINIVAS et al., 2014.).

2.5 ANALISE TEORICA DO PERFIL DE BIODISPOIBILIDADE ORAL

Também foi feita a possivel andlise da biodisponibilidade oral teérica, com auxilio do software
Molinspiration® acessado através do endereco: http://www.molinspiration.com/ , de forma a contemplar
se esta atendia aos requisitos da “Regra dos cinco de Lipinski”, uma vez que segundo tal regra, para que
uma substancia apresente bom perfil de biodisponibilidade oral tedrico, deve atender a pelo menos trés
dos cinco requisitos da regra de Lipinski. Assim foi avaliado se o composto se encaixava em critérios
como: peso molecular de até 500 daltons (Da), coeficiente de particdo octanol/agua calculado (cLogP) 5
ou inferior, nimero de aceptores de ligagdo hidrogénio (nALH) 10 ou inferior e nimero de grupos
doadores de ligagc@o hidrogénio (nDLH) 5 ou inferior (LIPINSKI et al., 2001).

2.6 ANALISE DOS DADOS

Para a andlise dos dados obtidos na pesquisa e constru¢do das tabelas e gréficos utilizou-se o
software Microsoft excel® 2010. Os resultados para os valores de toxicidade foram classificados a partir
de uma escala de 1 a 3, onde 1 significava toxicidade ausente, 2 toxicidade moderada e 3 toxicidade
severa. Para os valores das atividades farmacoldgicas tedricas numa escala de 0,001 a 1 (100%).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ENSAIOS DE ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Radicais livres correspondem a 4tomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo formados em processos metabdlicos e podendo ser removidos através de defesas
antioxidantes (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2010).

Diversos estudos na literatura mostram que muitos monoterpenos apresentam atividade antioxidante,
sendo alguns deles: o-tujona (MOTHANA et al., 2011), a-pineno (WANNERS et al., 2010), timol
(KULISIC-BILUSIC et al., 2012) e ciano-carvona (COSTA et al., 2012).

Figura 1 - Estrutura quimica do monoterpeno 7-hidroxicitronelal, derivado do citronelal, com férmula molecular

Ci10H2002.
W 0

Com relag@o ao espectro de atividades do 7-hidroxicitronelal (figura 1), por meio da utilizacdo do
programa PASS Online®, puderam ser observados diversos efeitos com potencial aplicagio
farmacolégica, onde os de maior potencial ou correlagdo com atividade antioxidante foram agrupados em
tabela com seus respectivos “Pa” — probabilidade de ser ativo, e “Pi” — probabilidade de ser inativo
resumidos na figura 2.

Fonte: Silva, 2016.

Figura 2 - Atividades farmacoldgicas tedricas do monoterpeno 7-hidroxicitronelal de interesse, de acordo com o
programa PASS Online®.

Pa Pi ATIVIDADE
0,473 0,124 Antiisquémico cerebral
0,465 0,052 Vasodilatador periférico
0,280 0,188 Vasoprotetor
0,259 0,109 Antiinflamatdrio intestinal
0,250 0,083 Anticarcinogénico
0,239 0,040 Antioxidante
0,232 0,146 Cardioprotetor
0,221 0,035 Capturador de 6xido nitrico
0,218 0,147 Tratamento da aterosclerose

Fonte: Silva, 2016.

O monoterpeno também demonstrou ser portador de atividade antioxidante (Pa: 0,239), além de
apresentar diversas outras atividades que podem estar correlacionadas com este efeito, entre elas, efeito
anti-inflamatério (Pa: 0,259), vasodilatador (Pa: 0,465), cardioprotetor (Pa: 0,232), anticarcinogénico (Pa:
0,250) e no tratamento da aterosclerose (Pa: 0,218).

Os resultados apresentados vdo ao encontro de muitos estudos na literatura, os quais demonstram
que diversos monoterpenos apresentam atividade anti-inflamatéria (KAWATA et al, 2008),
vasodilatadora (GUEDES et al., 2004; JOHNSON et al., 2009; PINTO et al., 2009), cadioprotetora
(TOUVAY etal., 1995; MAGYAR et al., 2004), anticarcinogénica (BHALLA et al., 2013), entre outras.

3.2 ENSAIOS DE TOXICIDADE TEORICA
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Por meio da utilizacdo do programa Osiris Property Explorer®, foi feita a andlise da toxicidade
tedrica do monoterpeno 7-hidroxicitronelal, onde foram avaliados os efeitos mutagé€nico, tumorigé€nico,
irritante e sobre a reproducdo, além de também terem sido encontrados os potenciais druglikeness e
drugscore da substancia.

Pela interpretagdo dos resultados foi observado que o composto apresentou considerdvel efeito
irritante, tendo sido sinalizado como de alto risco, contudo os demais pardmetros (mutagenicidade,
toxicidade e efeito sobre a reprodug@o) ndo apresentaram valores significativos (figura 3).

Figura 3: Perfil de toxicidade teérica do 7-hidroxicitronelal, apés a andlise no Osiris®.
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Fonte: Silva, 2016.

O potencial druglikeness foi negativo (-6,31), dessa forma o composto em estudo apresenta poucas
novidades estruturais em relacdo aos farmacos ja existentes no mercado; contudo o drugscore positivo
(0,28) que ao analisar todos os parametros juntos, inclusive a toxicidade, sugere o potencial de a
substdncia vir a se tornar um futuro farmaco.

3.3 PERFIL DE BIODISPONIBILIDADE ORAL

Com auxilio do software Molinspiration®, foram obtidas as propriedades moleculares inerentes ao
mesmo (figura 4), tomando como base alguns pardmetros da regra dos cinco de Lipinski, sendo eles:
nimero de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5; nimero de grupos
aceptores de ligacdo de hidrogénio (nALH) menor ou igual a 10; massa molecular (MM) menor ou igual a
500 g/mol e coeficiente de parti¢do octanol-dgua (cLog P) menor ou igual a 5. Segundo essa regra, para
que uma substancia apresente boa biodisponibilidade oral tedrica, esta precisa atender a pelo menos trés
dos quatro critérios estabelecidos na regra, como foi citado acima (LIPINSKI et al., 2001).

Ap6s interpretagdo dos dados observou-se que todos os valores estdo de acordo com o estabelecido
pela regra, desta forma pode-se afirmar que a substancia apresenta claramente boa biodisponibilidade oral
tedrica, fator importante a ser considerado no desenvolvimento de novos medicamentos.
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Figura 4 — Perfil de biodisponibilidade oral teérico de 7-HCT.

SUBSTANCIA nDLH nALH Da cLogP

7-HCT 1 2 172.27 2,37

Parametros da
“Regra dos cinco <5 <10 <500 <5
de Lipinski”

Fonte: Silva, 2016.

Diante do encontrado, a substincia demonstrou bom perfil antioxidante, permitindo assim procurar
novas alternativas para o tratamento ou mesmo a redugdo da gravidade da doenga periodontal, uma vez
que ao demonstrar capacidade antioxidante, permitiria reduzir a formagdo e EROs e assim minimizar os
danos aos tecidos periodontais por esses agentes.

5 CONCLUSAO

Em vista dos resultados obtidos, pdde-se observar que o monoterpeno apresentou variado espectro
de atividades farmacoldgicas in silico, em especial, o efeito antioxidante. O monoterpeno também
demonstrou bom perfil de biodisponibilidade oral teérico. A andlise toxicoldgica revelou que o mesmo
pode apresentar efeito irritante. Contudo, mais estudos devem ser realizados para melhor analisar o
comportamento da substincia perante outros testes in vitro, bem como em tecidos e sistemas vivos.
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4 CONSIDERA COES FINAIS

Em vista dos resultados obtidos, pode-se observar que o monoterpeno
apresentou variado espectro de atividades farmacoldgicas in silico, em especial, o efeito
antioxidante. Assim, o 7-hidroxicitronelal demonstrou ser portador de atividade
antioxidante in silico. O monoterpeno também demonstrou bom perfil de
biodisponibilidade oral tedrico. A andlise toxicoldgica revelou que o mesmo pode
apresentar efeito irritante. Contudo, mais estudos devem ser realizados para melhor
analisar o comportamento da substincia perante outros testes in vitro, bem como em

tecidos e sistemas vivos.
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objetivo(s) da pesquisa.

i) Material e Métodos: deve conter informacgGes imprescindiveis que possibilitem a repeticdo da
pesquisa, por outros pesquisadores.

j) Resultados e Discussdo: os resultados obtidos devem ser discutidos e interpretados a luz da
literatura.

k) Conclusdes: devem ser numeradas e escritas de forma sucinta, isto €, sem comentarios nem
explicagdes adicionais, baseando-se apenas nos resultados apresentados.

I) Agradecimentos (facultativo)

m) Literatura Citada: O artigo submetido deve ter obrigatoriamente 70% de referéncias de
periddicos, sendo 40% dos ultimos oito anos. Ndo serdo aceitas citagdes bibliograficas do tipo
apud ou citado por, ou seja, as citacGes deverdo ser apenas das referéncias originais.

Para os artigos escritos em Inglés, titulo, resumo e palavras-chave deverdo, também, constar em
Portugués e, para os artigos em Espanhol, em Inglés; vindo em ambos os casos primeiro no
idioma principal. Outros tipos de contribuicdo (Nota Técnica) para a revista poderdo ter a
sequéncia adaptada ao assunto.

Edicao do texto
a) Processador: Word for Windows

b) Texto: fonte Times New Roman, tamanho 10. Nao deverdo existir no texto palavras em negrito
nem em itdlico, exceto para o titulo em inglés, itens e subitens, que deverdo ser em negrito, e os
nomes cientificos de espécies vegetais e animais, que deverdo ser em itdlico. Em equagses,
tabelas e figuras ndo deverdo existir italico e negrito. Evitar pardgrafos muito longos.

c) Espacamento: simples entre o titulo, nome(s) do(s) autor(es), resumo e abstract; simples entre
item e subitem.
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d) Paragrafo: 0,75 cm.

e) Pagina: Papel A4, orientagdo retrato, margens superior e inferior de 2 cm e esquerda e direita
de 2 cm, no maximo de 20 paginas ndo numeradas.

f) Todos os itens em letras mailsculas, em negrito, alinhados a esquerda. Os subitens deverdo ser
em negrito e somente a primeira letra mailscula.

g) As grandezas devem ser expressas no SI (Sistema Internacional) e a terminologia cientifica
deve seguir as convencdes internacionais de cada area em questao.

h) Tabelas e Figuras (graficos, mapas, imagens, fotografias, desenhos)

e As tabelas e figuras com texto em fonte Times New Roman, tamanho 9-10, e ser inseridas logo
abaixo do paragrafo onde foram citadas a primeira vez. Exemplos de citacbes no texto: Figura 1;
Tabela 1. Tabelas e figuras que possuem praticamente o mesmo titulo deverdo ser agrupadas em
uma UuUnica tabela ou figura criando-se, no entanto, um indicador de diferenciacdo. A letra
indicadora de cada sub-figura em uma figura agrupada deve ser mailscula e com um ponto
(exemplo: A.), posicionada ao lado esquerdo superior da figura. As figuras agrupadas devem ser
citadas no texto, da seguinte forma: Figura 1A; Figura 1B; Figura 1C.

e As tabelas ndao devem ter tracejado vertical e o minimo de tracejado horizontal. Exemplo do
titulo, o qual deve ficar acima da tabela: Tabela 1. EstacGes do INMET selecionadas. Em tabelas
que apresentam a comparacdo de médias, mediante analise estatistica, devera haver um espaco
entre o valor numérico (média) e a letra. As unidades deverdo estar entre paréntesis.

e As figuras ndo devem ter bordadura e suas curvas (no caso de graficos) deverdo ter espessura
de 0,5 pt, podendo ser coloridas, mas sempre possuindo marcadores de legenda diversos.
Exemplo do titulo, o qual deve ficar acima da figura: Figura 1. Perda acumulada de solo em fungéo
do tempo de aplicacdo da chuva simulada. Para ndo se tornar redundante, as figuras ndo devem
ter dados constantes em tabelas. Em figuras agrupadas, se o titulo e a numeracdo dos eixos x e y
forem iguais, deixar s6 um titulo centralizado e a numeracdo em apenas um eixo. Graficos,
diagramas (curvas em geral) devem vir em imagem vetorial. Quando se tratar de figuras bitmap
(mapa de bit), a resolugdo minima deve ser de 300 bpi. Os autores deverdo primar pela qualidade
de resolugdo das figuras, tendo em vista, boa compreensdo sobre elas. As unidades nos eixos das
figuras devem estar entre paréntesis.

Exemplos de citagdes no texto

As citagOes devem conter o sobrenome do autor, que podem vir no inicio ou no final. Se colocadas
no inicio do texto, o sobrenome aparece, apenas com a primeira letra em maiusculo.

Ex.: Segundo Chaves (2015), os baixos indices de precipitagao [...]

Quando citado no final da citagao, o sobrenome do autor aparece com todas as letras
em mailsculo e entre parénteses.

Ex.: Os baixos indices de precipitacdo (CHAVES, 2015)
Citagao direta

E a transcricdo textual de parte da obra do autor consultado.
a) Até trés linhas

As citagOes de até trés linhas devem ser incorporadas ao paragrafo, entre aspas duplas.
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Ex.:

De acordo com Alves (2015 p. 170) “as regiGes semiaridas tém, como caracteristica principal, as
chuvas irregulares, variando espacialmente e de um ano para outro, variando consideravelmente,
até mesmo dentro de alguns quildmetros de distancia e em escalas de tempo diferentes, tornando
as colheitas das culturas imprevisiveis”.

b) Com mais de trés linhas

As citagdes com mais de trés linhas devem figurar abaixo do texto, com recuo de 4 cm da margem
esquerda, com letra tamanho 10, espaco simples, sem italico, sem aspas, estilo “bloco”.

Ex.:

Os baixos indices de precipitacdo e a irregularidade do seu regime na regido Nordeste, aliados ao
contexto hidrogeoldgico, notadamente no semidrido brasileiro, contribuem para os reduzidos
valores de disponibilidade hidrica na regido. A regido semiarida, além dos baixos indices
pluviométricos (inferiores a 900 mm), caracteriza-se por apresentar temperaturas elevadas
durante todo ano, baixas amplitudes térmicas em termos de médias mensais (entre 2 °C e 3 °C),
forte insolacdo e altas taxas de evapotranspiragao (CHAVES, 2015, p. 161).

Citagdo Indireta

Texto criado pelo autor do TCC com base no texto do autor consultado (transcrigao livre).
Citacdo com mais de trés autores

Indica-se apenas o primeiro autor, seguido da expressao et al.

Ex.:

A escassez de agua potavel é uma realidade em diversas regides do mundo e no Brasil e, em
muitos casos, resultante da utilizacdo predatoéria dos recursos hidricos e da intensificacdo das
atividades de carater poluidor (CRISPIM et al., 2015).

SISTEMA DE CHAMADA

Quando ocorrer a similaridade de sobrenomes de autores, acrescentam-se as iniciais de seus
prenomes; se mesmo assim existir coincidéncia, colocam-se os prenomes por extenso.

Ex.:
(ALMEIDA, R., 2015)

(ALMEIDA, P., 2015)
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(ALMEIDA, RICARDO, 2015)

(ALMEIDA, RUI, 2015)

As citagdes de diversos documentos do mesmo autor, publicados num mesmo ano, sao
distinguidas pelo acréscimo de letras mindsculas, em ordem alfabética, apds a data e sem
espacejamento, conforme a lista de referéncias.

Ex.:

Segundo Crispim (2014a), o processo de ocupacdo do Brasil caracterizou-se pela falta de
planejamento e consequente destruicdo dos recursos naturais.

A vegetacdo ciliar desempenha funcdo consideravel na ecologia e hidrologia de uma bacia
hidrografica (CRISPIM, 2014b).

As citacOes indiretas de diversos documentos de varios autores, mencionados simultaneamente,
devem ser separadas por virgula, em ordem alfabética.

Varios pesquisadores enfatizam que a pegada hidrica € um indicador do uso da agua que
considera ndo apenas o seu uso direto por um consumidor ou produtor, mas, também, seu uso
indireto (ALMEIDA, 2013; CRISPIM, 2014; SILVA, 2015).

a) Quando a citagdo possuir apenas um autor: Folegatti (2013) ou (FOLEGATTI, 2013).
b) Quando a citagao possuir dois autores: Frizzone e Saad (2013) ou (FRIZZONE; SAAD, 2013).
c) Quando a citacdo possuir mais de dois autores: Botrel et al. (2013) ou (BOTREL et al., 2013).

Quando a autoria do trabalho for uma instituicido/empresa, a citacdo devera ser de sua sigla em
letras maiusculas. Exemplo: EMBRAPA (2013).

Literatura citada (Bibliografia)

As bibliografias citadas no texto deverdo ser dispostas na lista em ordem alfabética pelo ultimo
sobrenome do primeiro autor e em ordem cronoldgica crescente, e conter os nomes de todos os
autores. CitagOes de bibliografias no prelo ou de comunicacdao pessoal ndo s3ao aceitas na
elaboragao dos artigos.

A seguir, sdo apresentados exemplos de formatagdo:

a) Livros

NAAS, 1. de A . Principios de conforto térmico na producdo animal. 1.ed. S&o Paulo: fcone Editora
Ltda, 2010. 183p.

b) Capitulo de livros



46

ALMEIDA, F. de A. C.; MATOS, V. P.; CASTRO, J. R. de; DUTRA, A. S. Avaliacao da qualidade e
conservagdo de sementes a nivel de produtor. In: Hara, T.; ALMEIDA, F. de A. C.;CAVALCANTI
MATA, M. E. R. M. (eds.). Armazenamento de graos e sementes nas propriedades rurais. Campina
Grande: UFPB/SBEA, 2015. cap.3, p.133-188.

c) Revistas

PEREIRA, G. M.; SOARES, A. A.; ALVES, A. R.; RAMOS, M. M.; MARTINEZ, M. A. Modelo
computacional para simulacdo das perdas de &gua por evaporagdo na irrigagdo por aspersao.
Engenharia Agricola, Jaboticabal, v.16, n.3, p.11-26, 2015.

d) Dissertagoes e teses

DANTAS NETO, J. Modelos de decisdo para otimizacdo do padrdo de cultivo em areas irrigadas,
baseados nas fungbes de resposta da cultura a agua. Botucatu: UNESP, 2009. 125p.

e) Trabalhos apresentados em congressos (Anais, Resumos, Proceedings, Disquetes, CD Roms)

WEISS, A.; SANTOS, S.; BACK, N.; FORCELLINI, F. Diagndstico da mecanizagdo agricola existente
nas microbacias da regido do Tijucas da Madre. In: Congresso Brasileiro de Engenharia Agricola,
25, e Congresso Latino-Americano de Ingenieria Agricola, 2, 1996, Bauru. Anais ... Bauru: SBEA,
2010. p.130.

No caso de CD Rom, o titulo da publicacdo continuara sendo Anais, Resumos ou Proceedings mas
0 numero de paginas sera substituido pelas palavras CD Rom.

Outras informagdes sobre normatizagao de artigos

a) Na descricdo dos parametros e variaveis de uma equagdo devera haver um trago separando o
simbolo de sua descricdo. A numeracdo de uma equacdo devera estar entre paréntesis e alinhada
a direita: exemplo: (1). As equagbes deverdo ser citadas no texto conforme os seguintes
exemplos: Eq. 1; Egs. 3 e 4.

b) Todas as letras de uma sigla devem ser mailsculas; ja o nome por extenso de uma instituicdao
deve ter mailscula apenas a primeira letra de cada palavra.

c) Nos exemplos seguintes de citacdes no texto de valores numéricos, o formato correto é o que
se encontra no lado direito da igualdade:

10 horas = 10 h; 32 minutos = 32 min; 51 (litros) = 5L; 45 ml =45 mL; I/s = Ls-1; 270C = 27
oC; 0,14 m3/min/m = 0,14 m3 min-1 m-1; 100 g de peso/ave = 100 g de peso por ave; 2
toneladas = 2 t; mm/dia = mm d-1; 2x3 = 2 x 3 (deve ser separado); 45,2 - 61,5 = 45,2-61,5
(deve ser junto).
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A % é a Unica unidade que deve estar junto ao nimero (45%). Quando no texto existirem valores
numeéricos seguidos, que possuem a mesma unidade, colocar a unidade somente no ultimo valor
(Exemplos: 20 m e 40 m = 20 e 40 m; 56,1%, 82,5% e 90,2% = 56,1, 82,5 e 90,2%).

d) Quando for pertinente, deixar os valores numéricos no texto, tabelas e figuras com no maximo
trés casas decimais.

f) Os titulos das bibliografias listadas devem ter apenas a primeira letra da primeira palavra
mailscula, com excecdo de nomes proprios. O titulo de eventos deverd ter apenas a 12 letra de
cada palavra maiuscula.

RECOMENDACAO IMPORTANTE: Recomenda-se aos autores a consulta na pagina da Revista
(http://revista.gvaa.com.br/) de artigos publicados, para suprimir outras dulvidas relacionadas a
normatizacao de artigos, por exemplo, formas de como agrupar figuras e tabelas.

DECLARACAO DE CONCORDANCIA

Declaramos que concordamos com a submissdao e eventual publicacdo na Revista Brasileira de

Educagdo e Saude (REBES), do artigo intitulado: , dos autores
abaixo relacionados, tendo como Autor Correspondente o]
Sr. , que ficard responsavel por sua tramitacdo e
corregao.

Declaramos, ainda, que o] referido artigo se insere na area de
conhecimento: , tratando-se de um trabalho original, em que

seu contelido nao foi ou ndo estad sendo considerado para publicacdo em outra Revista, quer seja
no formato impresso e/ou eletronico.

Local e data

ORDEM DOS AUTORES NO ARTIGO

NOME COMPLETO DOS AUTORES

ASSINATURA

ubhwWNH=

Obs.: O presente formulario deverd ser preenchido, assinado e enviado para o e-mail:
rvadsgvaa@gmail.com.

Condicoes para submissao
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Como parte do processo de submissdao, os autores sao obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de
acordo com as normas serao devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo é original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para publicacdo por outra
revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao Editor".

2. Os arquivos para submissdo estdo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF (desde
que ndo ultrapassem 2MB)

3. URLs para as referéncias foram informadas quando necessario.

4. O texto estd em espago simples; usa uma fonte de 12-pontos; emprega italico em vez de
sublinhado (exceto em enderecos URL); as figuras e tabelas estdo inseridas no texto, nao
no final do documento, como anexos.

5. O texto segue os padroes de estilo e requisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para
Autores, na segao Sobre a Revista.

6. A identificacdo de autoria do trabalho foi removida do arquivo e da opcdo Propriedades no
Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso submetido para
avaliagdo por pares (ex.: artigos), conforme instrucGes disponiveis em Assegurando a
Avaliagao Cega por Pares.

Declaracao de Direito Autoral

Termo de cessdo de direitos autorais

Esta é uma revista de acesso livre, onde, utiliza o termo de cessdo seguindo a lei n® 9.610/1998,
que altera, atualiza e consolida a legislacdo sobre direitos autorais no Brasil.Os Autores que
publicam na Revista Brasileira de Educacdo e Saude (REBES) concordam com o0s seguintes
termos:0O(s) autor(es) doravante designado(s) CEDENTE, por meio desta, cede e transfere, de
forma gratuita, a propriedade dos direitos autorais relativos a OBRA a Revista Brasileira de
Educagdo e Saude (REBES), representada pelo Grupo Verde de Agricultura Alternativa (GVAA),
estabelecida no edificio #20do GVAA no Km 47 da BR 110, no Bairro Costa e Silva, s/n no CEP
59600300 em Mossord - RN - BRASIL, ou Av. Rio Mossord, 83 1 A n 4. 59625120 Mossor6 - RN ou
R. Jodo Albuquerque Santiago, 111, Bairro do Catolé - 58105085 - Campina Grande - PB
doravante designada CESSIONARIA, nas condicbes descritas a seguir: #0D#0A1. O CEDENTE
declara que é (sdo) autor(es) e titular(es) da propriedade dos direitos autorais da OBRA
submetida. #0D#0A2. O CEDENTE declara que a OBRA ndo infringe direitos autorais e/ou outros
direitos de propriedade de terceiros, que a divulgagao de imagens (caso as mesmas existam) foi
autorizada e que assume integral responsabilidade moral e/ou patrimonial, pelo seu conteldo,
perante terceiros. O CEDENTE cede e transfere todos os direitos autorais relativos a OBRA a
CESSIONARIA, especialmente os direitos de edigao, de publicacdao, de tradugdo para outro idioma
e de reproducdo por qualquer processo ou técnica através da assinatura deste termo impresso que
devera ser submetido via correios ao enderego informado no inicio deste documento. A
CESSIONARIA passa a ser proprietaria exclusiva dos direitos referentes a OBRA, sendo vedada
qualquer reprodugdo, total ou parcial, em qualquer outro meio de divulgagdo, impresso ou
eletronico, sem que haja prévia autorizagdo escrita por parte da CESSIONARIA.


http://www.gvaa.org.br/revista/index.php/REBES/about/submissions#authorGuidelines
http://www.gvaa.org.br/revista/index.php/REBES/about/submissions#authorGuidelines
javascript:openHelp('http://www.gvaa.org.br/revista/index.php/REBES/help/view/editorial/topic/000044')
javascript:openHelp('http://www.gvaa.org.br/revista/index.php/REBES/help/view/editorial/topic/000044')
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COMPROVANTE DE SUBMISSAO NA REVISTA BRASILEIRA DE
EDUCACAO E SAUDE

CAPA SOBRE PAGINA DO USUARID PESQUISA ATUAL ANTERIORES NOTICIAS TAXAS E POLITICA EDITORIAL
MODELO ARTIGO (VERSAD FINAL)

Capa = Usuario = Autor > Submisstes » 24774 > Resumo

#4774 Sinopse

+ Sair do sistema

AUTOR
Submissdes

RESUMO  AVALIAGAD EDICAD

+ Nova submissdo = Lt
Submissao
Autores Marcus Antdnio Bezerra da Silva, Marthana de Maria Araujo Miranda, Denildo de Aradjo Carvalho, Heloisa Mara
IDIOMA Batista Fernandes, Abrahao Alves de Oliveir Filhio
m Titulo Bioprospecgao dos potenciais farmacoldgicos e toxicoldgicos do monoterpenn 7-hidroxicitronelal: Ensaios in silica
Daocumenta original 4774-16657-1-5M.DOCK 2017-02-15
Docs. sup. F 2017-02-15 INCLUIR DOCUMENTD SUPLEMENTAR
PO 2017-02-15
4774-16662- POF 2017-02-16
E Submetido por Sr. Marcus Antonio Bezerra da Silva =)
_ms = Data de submissdo fe:ereu"o ?S, 2017 - 07:18
= Secdo Odontologia
-Fesqulsar =
- Editor Nenhum(za) designadofa)

Procurar



