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APRESENTACAO

Este trabalho tem como objetivo fazer uma revisdo bibliografica sobre o potencial do
Resveratrol como quimioterapico para gliomas, para a publicagdo em forma de artigo na

Revista Brasileira de Biociéncias. As normas da revista encontram-se no anexo A.
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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo fazer uma revisdo bibliografica sobre o potencial do
Resveratrol (Rsv), um polifenol encontrado no vinho tinto com efeitos benéficos a saude
humana, como potencial quimioterapico para Glioblastoma (GBM), que sdo tumores
cerebrais malignos primarios e resultam em grande mortalidade. Trata-se de um estudo
descritivo, qualitativo e desenvolvido a partir de revisdes bibliogréaficas sobre o tema
relacionado a GBM e a acdo do Rsv como antitumoral. Foram utilizados artigos cientificos
disponiveis no site PubMed publicados entre os anos 2000 e 2015, utilizando as palavras
chaves “Resveratrol e Glioma” e “Resveratrol e Glioblastoma”. Foram encontrados 81 artigos
publicados demonstrando o potencial antitumoral do Rsv em modelos in vivo e in vitro de
GBM, com efeito em diversos parametros celulares e moleculares. Os artigos in vitro
demonstraram citotoxicidade do Rsv em linhagens de glioma humano, rato e camundongo,
inducdo de apoptose, necrose e parada no ciclo celular. As principais vias de sinalizacio que
0 Rsv modulou para exercer este efeito antitumoral foram as vias da PI3-K, ERK e mTOR.
Os estudos in vivo demostraram que o tratamento com Rsv foi capaz de reduzir o crescimento
tumoral e prolongar a sobrevida dos animais que receberam implante intracraniano destes
tumores. Nenhum dos artigos publicados verificou potencial toxico do Rsv nos estudos
realizados. Assim, este trabalho mostrou que o Rsv possui um grande potencial como
quimioterapico ou adjuvante para o tratamento dos GBM, sendo um forte candidato a testes
clinicos em humanos para tratar esta doenca téo agressiva e fatal.

Palavras-chave: Tumor cerebral. Polifenol. Quimioprevencao.



Literature review on the anti-tumoral potential of resveratrol for gliomas

Abstract

This paper aims is to make a literature review on the potential of Resveratrol (Rsv), a
polyphenol found in red wine with beneficial effects on human health, as potential
chemotherapy for glioblastoma (GBM), which are primary malignant brain tumors and result
in large mortality. It is a descriptive, qualitative and developed study from literature reviews
on the topic related to GBM and the action of Rsv as antitumor. Scientific articles available
on PubMed website published between 2000 and 2015 were used. The key words
"Resveratrol and glioma" and "Resveratrol and glioblastoma” were applied. 81 articles
demonstrating the antitumoral potential of Rsv in in vivo and in vitro models of GBM were
found with several effects on cellular and molecular parameters. The articles showed in vitro
cytotoxicity effect of RSV in human glioma lines, rats and mice, induction of apoptosis,
necrosis and cell cycle arrest. The main signaling pathways that RSV modulated to exert this
antitumor effect were the PI13-K pathways, ERK and mTOR. In vivo studies have shown that
Rsv treatment was able to reduce tumor growth and prolong survival of animals that received
an intracranial implant of these tumors. None of the published articles found toxic potential
of Rsv in their studies. This paper showed that the Rsv has great potential as a
chemotherapeutic or adjuvant for the treatment of GBM and it is a strong candidate to human
clinical trials to treat this so aggressive and fatal disease.

Key-word: Brain Tumor. Poliphenol. Chemoprevention.



INTRODUCAO

O termo “glioma” abrange todos os tumores que sdo de origem celular glial. Os
gliomas sdo responsaveis por aproximadamente 80% dos tumores cerebrais malignos
primarios e resultam em mais mortalidade do que quaisquer outros tumores (Schwartzbaum
et al. 2006).

A primeira classificagdo dos tumores do sistema nervoso central foi publicada em
1979 (Zulch 1979), seguida de revisdes em 1993 (Kleihues 1993), 2000 (Kleihues 2000) e
2007 (Louis et al. 2007). Esta classificacdo € baseada na avaliacdo histologica por
microscopia de luz convencional, bem como reagdes de imuno-histoquimica (Sehati & Liau
2003). De acordo com o grau de malignidade, os gliomas sdo classificados como: i.
Astrocitomas, que estdo subdivididos em pilocitico ou grau I; difuso ou grau Il; anaplasico ou
grau Il1; Glioblastoma multiforme (GBM — Fig. 1) ou grau 1V; e ii. Oligodendrogliomas e
oligoastrocitomas, que s&o grau Il e grau 111 (Louis et al. 2001, Okada et al. 2009). Os GBMs
compreendem 60-70% de todos os gliomas, os astrocitomas anaplasicos 10-15%, os
oligodendrogliomas anaplasicos 10% e os oligoastrocitomas anaplasicos 5-20%. O restante
pertence a tipos de tumores que ndo sdo tdo comuns, como ependimomas anaplasico e
gangliogliomas anaplasicos (Py & Kesari 2008).

Dois fatores, relativamente raros, apresentam riscos para glioma: exposicdo a altas
doses de radiacdo idnica e mutacdes herdadas de genes altamente penetrantes associadas a
sindromes raras (Schwartzbaum et al. 2006). A maioria dos pacientes diagnosticados com
GBM estdo com idade entre 55-87 anos. Apenas, aproximadamente, 5% dos pacientes tém
uma historia familiar da doenca (Sathornsumetee & Rich 2008). Além disso, estudos apontam
para um risco menor de glioma entre pessoas com problemas alérgicos e altos niveis de soro

IgE (Schwartzbaum et al. 2006).



Os gliomas sdo mais comuns em homens do que em mulheres (7,45 versus 5,17/100
mil pessoas/ano) e o risco de desenvolver esse cancer durante a vida é de 0,65 % para homens
e 0,5 % para mulheres (Cbtrus 2009). E menos comum entre 0s negros em comparagao com
populagOes caucasianas, embora essas diferencas de género sejam muito pequenas no caso do
oligodendroglioma. O tratamento para a cura dos gliomas ainda tem sido pensado e o
prognastico para pacientes com a doenca é muito pobre (Cbtrus 2009).

O tempo de sobrevida para pacientes com um tumor maligno no cérebro relaciona-se
com a idade no momento do diagndstico e o tipo do tumor. Para cada faixa etaria, a
probabilidade de sobrevivéncia € menor para os pacientes com glioma e, dentro de cada tipo
histol6gico, a probabilidade de sobrevivéncia € menor para aqueles com maior faixa etéria
(Cbtrus 2009). Pacientes que sofrem de GBM tem uma sobrevida média de 15 meses (Okada
et al. 2009, Chen et al. 2012, Westermark 2012).

O mais comum e maligno de todos os gliomas é 0 GBM, sendo que a grande maioria
se desenvolve rapidamente e sem evidéncia de lesdo. O GBM pode ser primario ou
secundario (Fig. 2), os primarios normalmente ocorrem em individuos com idade maior de
cinquenta anos, enquanto o secundario ocorre em individuos mais jovens. Eles surgem como
tumores de baixo grau e, ao longo de alguns anos, progridem para GBMs (Jovcevska et al.
2013). No que se refere a GBMs secundarios, as origens mais comuns de lesdes cerebrais
metastaticas sdo tumores primarios de pulméo (65%), pele (melanoma, 10-40%), mama e
trato gastrointestinal (Chi & Komaki 2010). Apesar de suas diferencas moleculares, os dois
tipos de tumores sdo morfologicamente indistinguiveis e respondem de forma semelhante a
terapia convencional (Jovcevska et al. 2013).

A maioria dos pacientes com GBM, ap6s o diagnostico histolégico, sdo normalmente
submetidos a tratamento, incluindo resseccdo cirurgica, radioterapia e quimioterapia.

Resseccdo quase total, se possivel, melhora significativamente a sobrevivéncia. A



radioterapia tem sido o principal tratamento para GBM durante décadas porque oferece
beneficio de sobrevivéncia inequivoca (Sathornsumetee & Rich 2008). A Temozolamida
(TMZ) é um agente citotoxico de alquilagdo, que, se administrada concomitantemente a
radioterapia, resulta em uma melhora na sobrevida global mediana de 12,1 — 14,6 meses,
quando comparado com pacientes tratados apenas com a radiagdo (Weathers & Gilbert 2014).

E bem sabido que uma dieta saudavel pode atrasar a ocorréncia de disturbios
neuroldgicos relacionados com a idade, tais como acidente vascular cerebral e outras
doencgas. Cientistas investigaram intensamente os mecanismos de acdo pelos quais a dieta
protetora, e particularmente o vinho tinto, previne doencas neurodegenerativas relacionadas
com a idade. Apesar de existirem inimeros polifendis presentes no vinho tinto que podem ser
responsaveis pelo seu efeito benéfico, o Resveratrol (Rsv) tem atraido uma atencédo especial,
pois é considerado um polifenol derivado de vinho tinto com efeitos cardioprotetores (Baur &
Sinclair 2006, Wu & Hsieh 2011). O Rsv ocorre principalmente em uvas, amoras e
amendoins (Fig. 3) (Kulkarni & Cant6 2014).

A molécula do Rsv foi isolada primeiramente da raiz da planta Veratrum
grandifolorum O. Loes, em 1940 (Takaoka 1940), e, quase 20 anos mais tarde, da raiz de
uma planta tradicional da cultura chinesa e japonesa Ko-jo-kon (Polygonum cuspidatum) por
Nonomura et al. (1963). Esta planta era usada na medicina tradicional asiatica para tratar
dermatite supurativa, gonorreia e dislipidemia (Soleas et al. 1997). O Rsv € sintetizado nas
plantas em resposta a estresses ambientais, tais como radiacdo Ultravioleta e ataque de
fungos.

O Rsv ganhava pouca atencdo, até um artigo estampar a frase "o paradoxo francés",
em que foi sugerido que as pessoas da Franca, que consomem um nivel relativamente elevado
de gordura saturada, tiveram uma mortalidade relativamente baixa de doenca cardiaca

coronaria, presumivelmente como resultado do consumo do vinho (Renaud & Lorgeril 1992).



Mais tarde, o Rsv foi apontado como um ingrediente ativo no vinho tinto, responsavel por
reduzir lipideos séricos (Siemann & Creasy 1992), mas € claro que a concentragdo de Rsv no
vinho é relativamente baixa (Guilford & Pezzuto 2011).

O Rsv se mostra como uma 6tima opcdo para melhorar a satde vascular através da
reducdo da hipertensdo e da neutralizacdo contra a insuficiéncia cardiaca e a doenga cardiaca
isquémica. Além disso, ha ampla evidéncia de que o Rsv protege contra a obesidade, melhora
a sensibilidade & insulina, reduz a glicose sérica e melhora a doenca renal diabética em
roedores (revisado em Vang et al. 2011). Da mesma forma, foi mostrado que o Rsv possui
efeitos neuroprotetores em modelos experimentais de acidente vascular cerebral e é
conhecido por retardar o processo de envelhecimento e prolongar a vida em diversas espécies
(revisado em Singh et al. 2015).

Este composto parece ter potencial contra uma variedade de doencas (Fig. 4), mas um
dos seus beneficios para a saude mais evidentes € a sua capacidade quimiopreventiva, bem
como os efeitos terapéuticos contra varios tumores. As propriedades quimiopreventivas do
Rsv foram descobertas pela primeira vez em 1997 por Jung e seus colegas, quando eles
demonstraram a anti-iniciagdo, anti-promocao e atividades anti-progressao tumoral do Rsv
em diferentes modelos. Com base nesta pesquisa, outros pesquisadores demonstraram que 0
Rsv inibe o crescimento do tumor in vivo (Singh et al. 2015).

Tem sido relatado que o Rsv pode induzir muitas das respostas celulares, incluindo a
parada do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose. Mais recentemente, demonstrou-se que o
Rsv pode agir como um agente quimiopreventivo para tumores, inibindo a iniciacdo do
tumor, a promogdo e a progressdo em uma variedade de sistemas de cultura de células e em
modelos animais. O Rsv pode inibir varias enzimas importantes envolvidas na carcinogénese,
incluindo a ribonucleotideo-redutase, a NADH: ubiquinona oxidoredutase e o citocromo

humano P450 (Jiang et al. 2005).
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Alguns estudos tem focado na capacidade do Rsv atuar como quimioterapico em
gliomas humanos (Zamin et al. 2009, Jiang et al. 2005). Dessa forma, o objetivo deste
trabalho é fazer uma revisdo bibliogréfica sobre o potencial do Rsv como quimioterapico para

gliomas.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisao bibliografica sobre o tema relacionado a gliomas e a acéo do
Rsv como antitumoral. Foram utilizados nesse processo de pesquisa artigos disponiveis no
site PubMed. O periodo de referéncia utilizado foi aquele compreendido entre 2000 e 2015,
dando maior destaque para os artigos publicados ap6s o ano de 2010. As principais palavras
chaves utilizadas na busca de referéncias foram: “Resveratrol e Glioma”; “Resveratrol e
Glioblastoma”. Embora haja limitacdes, este trabalho tem como objetivo verificar o uso do
Rsv como antitumoral contra gliomas e que assim possa descrever padrGes atuais de

resultados obtidos com o uso do Rsv para prevenir ou diminuir a progressdo da doenca.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos primeiros estudos demonstrando o potencial do Rsv como agente antitumoral
foi realizado por Jang et al. (1997). Neste trabalho, o efeito antitumoral do Rsv foi
demonstrado em diversos modelos tumorais, entre eles um modelo de carcinogénese em
cultura de glandulas mamérias de camundongo, onde o Rsv inibiu, de maneira dose
dependente, o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas induzidas por DMBA (7,12-
dimetilbenzo(a)-antraceno). Neste trabalho ndo foi observada toxicidade, o que foi
confirmado pelo exame morfolégico das glandulas mamarias. Desde entdo diversos estudos
in vivo e in vitro demonstraram o potencial efeito antitumoral do Rsv em tumores, tais como
0os GBMs. Como ilustra a Fig. 5, a cada ano mais trabalhos séo publicados estudando o efeito
do Rsv em gliomas, e em especial em GBM. Um resumo desses estudos é fornecido no
Quadro 1.

No trabalho apresentado por Sayd et al. (2014), foram avaliados os efeitos do Rsv em
culturas de células-tronco de glioblastoma (GSC) derivados de trés biopsias de GBM distintas
e de um oligoastrocitoma de grau Ill em comparagdo com duas culturas de células-tronco
embrionarias e/ ou neurais (NSCs) humanas derivadas de cérebros fetais, com foco em
membros da familia das sirtuinas como possiveis mediadores da acdo do Rsv. Observou-se
uma dupla acdo do Rsv em GSCs: bloqueou a proliferacdo de GSC até a dose de 150 uM e
induziu necrose em doses mais elevadas. Em oposicédo, 0 Rsv ndo teve nenhum efeito sobre o
comportamento de NSC. Para determinar os mecanismos subjacentes dos efeitos do Rsv, foi
estudado o seu efeito sobre a familia de sirtuinas dependentes de NAD desacetilases (SIRT).
A analise de Western blot mostrou que SIRT1 e SIRT3 foram expressos por ambas as GSCS
e NSCs enquanto a expressdo SIRT2 foi restrita a GSCS. O bloqueio farmacologico da
atividade SIRT2 ou a regulacdo negativa da expressdao SIRT2 com RNA de interferéncia

(siRNAs — small interfering RNA) reverteu o efeito inibidor do Rsv sobre a proliferacao
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celular. J4, a inibicdo ou expressdo da atividade SIRT2, ndo reverteu a necrose observada na
presenca de altas doses de Rsv em GSC.

No trabalho realizado por Zamin et al. (2009), foram avaliados que o Rsv e a
Quercetina (Quer) diminuiram o nimero de células em quatro linhagens celulares de glioma,
mas ndo em astrcitos de ratos. Baixas doses de Rsv (10 pM) ou Quer (25 uM) nao
acarretaram nenhum efeito sobre a inducdo da apoptose, mas tiveram um forte efeito na
ativacdo da caspase 3/7 quando administrados em conjunto. As analises de Western blot
mostraram que o Rsv (10 uM) e a Quer (25 uM) causaram uma reducgéo na fosforilacdo da
Akt, mas esta reducdo nao foi suficiente por si s6 para mediar os efeitos destes polifendis.
Rsv e Quer cronicamente administrados apresentaram um forte sinergismo na inducdo da
senescéncia como parada de crescimento celular. Estes resultados sugerem que a combinagéo
de polifendis pode potencializar a atividade antitumoral, reduzindo assim a concentracao
terapéutica necessaria para o tratamento do glioma.

O trabalho desenvolvido por Sun et al. (2013) teve como objetivo elucidar a
correlacédo da sensibilidade ao Rsv com atividades de biotransformacdo em células de GBM
de humano e de rato para a terapia personalizada contra GBM. A sensibilidade das células
U251, C6 e RG2 ao Rsv foi avaliada, bem como os padrdes metabdlicos e a capacidade
enzimatica da metabolizacdo do Rsv. Todas as células foram sensiveis a 100 uM de Rsv em
termos de interrupcdo de crescimento e aumento da apoptose. O principal metabélito do Rsv
em células U251 foi 0 monosulfato, que é biotransformado pelas sulfotransferases (SULTS) e
em células RG2 e C6 foi 0 monoglicuronideo que é gerado por UDP-glicuronoil transferase
(UGT). Ambos os metabdlitos mostraram menor eficacia terapéutica. Estes resultados
sugerem que (1) a atividade de biotransformacdo do Rsv diminuiu a sensibilidade em células
de GBM de rato e humano; (2) os padrdes metabdlicos do Rsv sdo discrepantes entre as

células de GBM humanas e de ratos; (3) o trans-Rsv é um anti-tumoral mais potente e eficaz
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do que o monosulfato ou monoglicuronideo; e (4) o valor de células RG2 e C6 no
estabelecimento de modelo terapéutico in vivo a base de Rsv.

No trabalho desenvolvido por Yang et al. (2015) foi investigado o papel da proto-
oncoproteina Pokemon (POK fator ontogénico mieldide e eritride), uma proteina repressora
de transcricdo que regula a expressao de muitos genes e desempenha um importante papel na
tumorigénese, nos efeitos bioldgicos induzidos por Rsv e o efeito do Rsv na expressao de
Pokemon em células de glioma. Verificou-se que a super-expressdo de Pokemon diminuiu a
apoptose celular, senescéncia e efeitos anti-proliferativos induzidos por Rsv. Além disso, foi
mostrado que o Rsv pode diminuir de maneira eficaz a atividade do promotor Pokemon e a
expressdo de Pokemon. Além disso, o Rsv também inibiu a atividade de ligacdo de DNA Spl
no promotor Pokemon, considerando que ndo influenciou a expresséo e translocacdo nuclear
do SP1. Além disso, foi descoberto que o0 Rsv poderia aumentar o recrutamento de HDAC1,
mas diminuiu o recrutamento de p300 ao promotor Pokemon. Assim, todos esses resultados
ampliam a compreensdo sobre 0 mecanismo anticancerigeno do Rsv em células de glioma.

No trabalho apresentado por Filippi-Chiela et al. (2013), linhagens de celulas de
glioma foram tratadas com Rsv e TMZ, sozinho ou em combinagdes, e a inducdo e o papel da
autofagia, da apoptose, da dinamica do ciclo celular, da expressdo proteica e estado de
fosforilagdo foram medidos. Foram avaliados os efeitos do tratamento crénico com estes
compostos sobre a inducdo de senescéncia e a capacidade clonogénica. Como esperado, a
TMZ causou uma parada no ciclo celular na fase G2 e extensa resposta a danos ao DNA. O
Rsv ndo reduziu essa resposta, mesmo aumentando os niveis de pATM, pChk2 e
gammaH2AX, mas reverteu a parada em G2 induzida por TMZ, aumentando 0s niveis de
ciclina B e pRb (S807/811) e reduzindo os niveis de pWeel (S642) e pCdkl (Y15). Isto
sugere um estado celular de passagem forcada através do ponto G2, apesar do grande dano ao

DNA, um cenério que pode produzir catastrofe mitética. De fato, a proporc¢édo de células com
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elevada irregularidade nuclear aumentou de 6 para 26% em 48 horas ap0s 0 co-tratamento.
Em longo prazo, foi observada uma redugdo da capacidade clonogénica, acompanhada por
uma grande indug&o de senescéncia. A presenca de Rsv obriga as células tratadas com TMZ a
passar através da mitose levando a catastrofe mitética e senescéncia, reduzindo a capacidade
clonogénica das células de glioma e aumentando os efeitos cronicos da TMZ.

No trabalho desenvolvido por Lin et al. (2012), investigou-se 0 mecanismo
responsavel pela morte celular induzida por TMZ e a possibilidade de o Rsv aumentar a
eficacia da TMZ. A TMZ induziu tanto morte celular por apoptose quanto a autofagia
citoprotetora através da ativacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da ruptura do sinal
extracelular regulado por quinase (ERK), o qual foi suprimido por Rsv, resultando em
diminuicdo da autofagia e aumento da apoptose, sugerindo que as vias ROS/ERK
desempenham papel crucial no destino das células ap6s tratamento com TMZ. A Analise
isobolografica indicou que a combinacéo do Rsv e TMZ tem um efeito sinérgico. Além disso,
um estudo in vivo de xenoenxerto de camundongo também mostrou que a co-administracao
de Rsv e TMZ reduzem os volumes tumorais pela supressdo da autofagia mediados por
ROS/ERK, e, subsequentemente, induziu a apoptose. Dessa forma, estes dados indicam que a
autofagia induzida por TMZ e mediada por ROS/ERK protege os gliomas da apoptose, e a
combinacdo do Rsv com TMZ pode melhorar a eficacia da quimioterapia para tumores
cerebrais.

O trabalho apresentado por Huang et al. (2012) demonstrou que o Rsv € capaz de
reverter a resisténcia a TMZ de células de GBM T98G que possuem atividade relativamente
elevada de MGMT (O(6)-metilguanina-DNA-metiltransferase — proteina responsavel pela
resisténcia a TMZ). Os dados mostraram que o tratamento combinado com TMZ e Rsv
resultou num potencial antitumoral melhor do que com TMZ sozinho, diminuiu o IC50 da

TMZ (concentragdo que inibe 50% da atividade do tumor) e aumentou a inducéo de apoptose
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em células T98G resistentes a TMZ. Coloracdo com Hoechst 33258 revelou aumento da
morfologia apoptdtica, como agregacao e condensacdo da cromatina nuclear e citoplasmatica,
nas células que recebem tratamento conjugado. A andlise de Western blot demonstrou uma
significativa diminuigdo do conteudo intracelular e a translocacdo do fator nuclear NF-kB e
aumento da clivagem de caspase-3 em células expostas a tratamento combinado, em
comparagdo com aquelas células tratadas apenas com TMZ. Este estudo melhorou o
conhecimento sobre 0 mecanismo de resisténcia a TMZ e sugeriu uma nova estratégia para
quimioterapia a base de TMZ em pacientes com GBM.

O trabalho desenvolvido por Tseng et al. (2004) teve como objetivo investigar 0s
efeitos do Rsv como antitumoral e antiangiogénico em células de glioma de rato RT-2. O
Rsv demonstrou exercer efeitos citotdxicos e induzir a apoptose nestas células de maneira
tempo e dose dependente (P<0,05). O Rsv (40 mg/kg/dia) exerceu efeitos antitumorais
significativos nos tumores implantados subcutaneamente (s.c.), incluindo taxas mais lentas de
crescimento do tumor, maior tempo de sobrevivéncia dos animais e taxa mais elevada de
sobrevivéncia dos animais (P<0,05). Em contraste, o Rsv afetou tumores intracerebrais
apenas nas doses maiores (100 mg/kg/dia), prolongando a sobrevivéncia do animal (P<0,05),
sem afetar a taxa de sobrevivéncia. A expressdo do VEGF em células de glioma e a
proliferacdo de células ECV304 foram inibidas pelo Rsv de um modo dependente da
concentracdo. Andlises de imunohistoquimica mostraram que ratos com implante s.c. e
tratados com Rsv tiveram menos densidade microvascular tumoral do que os ratos do grupo
controle (P<0,01). Em suma, o Rsv causou citotoxicidade significativa e apoptose em células
de glioma, teve efeitos antitumorais nos tumores implantados s.c., implantados
intracerebralmente e angiogénese inibida em gliomas s.c.

Os dados obtidos no trabalho realizado por Jiang et al. (2005) mostraram que 0 Rsv

induziu a morte de células U251 dependente da dose e do tempo, tal como medido pela
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libertacdo de lactato-desidrogenase e ensaios de fragmentacdo de DNA internucleossomal. O
Rsv induziu a ativacdo da caspase-3 e aumentou a clivagem do substrato de caspase, poli
(ADP-ribose) polimerase. O Rsv induziu a fragmentacdo de DNA e a libertacdo de
citocromo ¢ das mitocdndrias para o citoplasma e a ativacdo de caspase-9. O Rsv também
aumentou a expressdao da proteina pro-apoptética Bax e a sua translocacdo para a
mitocOndria, inibiu a proliferacdo da linhagem U251 e induziu a parada do crescimento
celular em GO/G1. Estes resultados sugerem que multiplas vias de sinalizacdo podem estar
subjacentes a morte apoptética de glioma U251 induzida pelo Rsv, o que garante uma maior
exploracdo como um agente anticancerigeno no glioma humano.

No estudo realizado por Zhang et al. (2007), foi determinado o efeito do Rsv sobre o
crescimento celular e a apoptose de linhagem de células de glioma de rato C6, bem como a
linhagem de células de fibroblastos de rato 3T3, in vitro. Ao mesmo tempo, foi investigado o
envolvimento da caspase-3 na apoptose destas linhagens induzida por Rsv. A exposi¢do ao
Rsv exibiu um efeito anti-proliferativo significativo e induziu um aumento na populacdo de
células apoptoticas em linhagens C6 de modo dependente da concentracdo e do tempo, mas
ndo em células normais de fibroblasto 3T3. Foi observado um aumento distinto de células C6
em fase S ap0s o tratamento com Rsv, em comparagdo com alteracGes insignificantes na
distribuicdo do ciclo celular de células 3T3. Teste de TUNEL, coloragcdo por Hematoxilina-
Eosina (HE), e microscopio eletronico de varredura revelou morfologia anormal em células
C6 tratados com Rsv. Os dados mostraram que 0 Rsv pode aumentar a expressao e induzir a
ativacdo da caspase-3 em células de glioma de rato C6. Estes resultados sugerem que 0 Rsv
tem efeito significativo sobre inducdo da apoptose em ceélulas de glioma C6 in vitro e a
caspase-3 pode atuar como um potente mediador no processo.

Yuan et al. (2012) verificou o impacto do Rsv sobre os efeitos antitumorais da TMZ

in vitro ou in vivo. Foi descoberto que a combinacdo do Rsv e da TMZ resultou
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significativamente em parada do ciclo celular G2/M, provocou um aumento robusto na
expressdo da proteina &cida fibrilar glial (GFAP) (marcador de diferenciacdo de astrocitos), e
regulou negativamente a expressdo de metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9). Um estudo
adicional mostrou que a TMZ em combinagdo com o Rsv notavelmente aumentou a producao
de ROS, o que serve como um sinal para ativacdo de AMPK. Subsequentemente, a AMPK
ativada inibiu a sinalizacdo de mTOR e reprimiu a proteina antiapoptética Bcl-2, a qual
contribuiu aditivamente com efeitos antiproliferativos na combinagéo do tratamento. Em um
modelo de xenoenxerto ortotopico de GBM, o tratamento TMZ mais Rsv reduziu
significativamente o volume do tumor, que foi confirmado pela diminuicdo da expresséo de
Ki-67, um marcador de indice de proliferacdo. Esses resultados demonstram que o Rsv pode
aumentar os efeitos antitumorais de GBM mediados por TMZ, tanto in vitro quanto in vivo,
via AMPK-TSC-mTOR dependente de ROS.

Jiang et al. (2009) estudou o efeito do Rsv na via de sinalizacdo P13-K/Akt e mTOR
em células de glioma humano U251. O Rsv diminuiu a expresséo e a fosforilacdo de Akt. Os
inibidores da via PI3K e da Akt reforcaram a inducdo da liberacdo de lactato desidrogenase
(LDH) e ativacéo de caspase 3. O Rsv também reduziu a fosforilagdo da proteina ribossémica
S6 e o inibidor de mTOR, rapamicina, aumentou ainda mais a morte celular induzida pelo
Rsv. Estes resultados sugerem que a baixa regulacéo de vias de sinalizacdo Pi3k/Akt/mTOR
podem ser importantes mediadores de apoptose induzidas por Rsv em células de glioma.

Em outro estudo, Jiang et al. (2010) testou o efeito do tratamento combinado com Rsv
e sulforafano, em doses baixas, sobre a proliferacdo celular, migracdo e morte em células de
glioma humano U251. O estudo mostrou que o tratamento combinado com Rsv e sulforafano
inibiu a proliferacdo e migracdo celular, reduziu a viabilidade celular, induziu a libertacdo de

LDH, diminuiu a sobrevivéncia e a fosforilacdo de Akt e aumentou a ativacdo de caspase-3.
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O uso da combinacdo de componentes alimentares bioativos tais como o Rsv e sulforafano,

pode ser um método viavel para o tratamento do glioma.

CONCLUSAO

A revisdo mostrou que o Rsv é uma molécula promissora para o tratamento dos
Gliomas, em especial os GBMs. Os estudos apresentados nesta revisdo indicaram que o Rsv
pode causar diminui¢cdo do tamanho tumoral, induzir apoptose, parada no ciclo celular, entre
outros efeitos, em modelos in vitro e in vivo. Um ponto importante a destacar € que o Rsv se
mostrou uma boa droga para usar como coadjuvante ao tratamento com TMZ. Mesmo
considerando todos os aspectos promissores desta molécula, hd uma necessidade de reforcar
estudos mais consistentes em modelos de animais antes de transpor o uso do Rsv para
humanos, pois ha a necessidade de melhor conhecer a farmacodinamica, a farmacocinética,

as interacOes e 0s possiveis efeitos colaterais do uso deste composto.
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LISTA DE LEGENDAS

Tabela 1: Rsv e Glioma: Estudos in vivo e in vitro. Legenda: ERK — sinal extracelular
regulado por quinase; GBM - glioblastoma multiforme; GSC - células tronco de
glioblastoma; i.p — intraperitoneal; MGMT — O(6)-metilguanina-DNA-metiltransferase; NSC
— células tronco embrionarias e/ou neural; Pokemon - POK fator ontogénico mieldide e
eritréide; Quer — quercetina; ROS — espécies reativas de oxigénio; Rsv — resveratrol; s.c —
subcutaneo; SIRT — sirtuinas dependentes de NAD desacetilases; TMZ — temozolamida;
XIAP — proteina inibidora de apoptose ligada ao X.

Figura 1: Sequéncias de ressonancia magnética em um paciente com GBM frontoparietal.
Fonte: Chandana et al. (2008).

Figura 2: Alteragdes genéticas envolvidas no desenvolvimento e na progressdo de tumores
astrociticos. Fonte: Sarkar et al. (2009). Abreviaturas: LOH — Loss of heterozigosity — Perda
da heterozigosidade; PDGFR — Platelet-Derived Growth Factor Receptor — Receptor do
Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas. CDK — Cyclin-dependent kinase — Quinase
dependente de ciclina; PTEN — Phosphatase and tensin homolog — Proteina homdloga a
Fosfatase e a Tensina; TP53 — Tumor Protein P53 — Proteina tumoral P53.

Figura 3: Estrutura quimica e algumas fontes do Rsv.
Figura 4: Descricdo de algumas areas de atuacao do polifenol Rsv. Fonte: Xue et al. (2014).

Figura 5: Namero de artigos encontrados no site Pubmed por ano utilizando as palavras chave
“Resveratrol and Gliomas”. * Pesquisa realizada até final de julho de 2015.
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Documentos Suplementares

Quadro 1: Rsv e Glioma: Estudos in vivo e in vitro.

Modelo de Tumor

Dose e Via de

Efeito sobre a Tumorigénese e

Utilizado no estudo Administracao Mecanismo de agao Referéncia
In vitro: Linhagem de Rsv (10, 25 e 50 uM) e Positivo: Rsv e Quer diminuiram o | Zamin et al.
GBM de rato C6, de Quer (25, 100 uM) no nimero de células, induziram | (2009)
humano U87-MG e U138- | meio de cultivo por 24- senescéncia celular, inibicdo da via
MG e de camundongo 72 h. da Akt, sendo o efeito da combinacéo
GL261. de Rsv (10 puM) e Quer (25 pM)
maior do que das doses isoladas.
In vitro: Linhagens de | Rsv (50, 100, 150, 200, | Observou-se uma dupla acdo do Rsv: | Sayd et al.
GSCs obtidas de biopsias | 250 e 300 uM) no meio | em GSCs houve blogueioda | (2014)
de GBM humano (TG, | de cultivo durante 24 h. proliferacdo celular, inibi¢do do ciclo
TGIN, TG10 e TG 16) ou celular, inducdo de apoptose com
de Oligoastrocitoma doses até 150 pM e inducgdode
(OB1), e Linhagens de necrose em doses mais elevadas e
NSCs (NSC24 e NSC25) modulacdo de SIRT-2.; em NSC
obtidas de cérebro fetal nenhum efeito foi observado.
humano.
In vitro: Linhagem de | Rsv (doses 20, 40, 80 e | Positivo: Todas as linhagens foram | Sun et al.
GBM de rato C6 e RG2 e | 100 uM) no meio de | sensiveis a 100 UM Rsv, em termos | (2013)
de humano U251. cultivo por 48 h. de interrupgdo de crescimento e
aumento da apoptose.
In vitro: Linhagem de | In vitro: As células | Positivo: Rsv diminuiu a viabilidade | Yang et al.
GBM humano U87-MG, | foram tratadas com 100 | celular, induziu  apoptose e | (2015)
T98G e U251, e células | uM de Rsv, no meio de | senescéncia celular e diminuiu a
embrionarias de  rim | cultivo durante 24 h. expressdo da Pokemon.
humano - Hek293 T.
In vitro: Linhagem de | As células receberam 30 | Positivo: Rsv causou parada no ciclo | Filippi-
GBM humano US87-MG, | ou 100 pM de Rsv no | celular, diminuiu a viabilidade | Chiela et al.
U-138 MG e U251. meio de cultivo por 48 h. | celular, induziu catastrofe mitética e | (2013)
senescéncia e modulou proteinas do
sistema de reparo de DNA.
In vitro: Linhagens de | In vitro: 2,5; 5; 10; 20 | In vitro: TMZ induziu apoptose e | Lin et al.
GBM humana U87MG e | uM de Rsv e 10, 20, 50 | autofagia citoprotetora através da | (2012)
GBM8401. UM de TMZ ativacdo de ROS e da ruptura do sinal
In vivo: Células UB7MG | In vivo: TMZ e Rsv | da ERK, o qual foi suprimido por
foram implantadas s.c. em | foram injetados i.p. nos | Rsv, resultando em diminuicdo da
camundongos fémeas | animais uma vez ao dia | autofagia e aumento da apoptose, de
nude adultas (BALB/c | por 12 dias nas doses de | maneira sinérgica com a
nu/nu). 10 e 12, 5 mg/kg, | TMZ.
respectivamente. In vivo: a co-administracdo de Rsv e
TMZ reduziram os volumes tumorais
pela supressdo da autofagia mediados
por ROS/ERK, e, subsequentemente,
induziram a apoptose.
In vitro: Linhagens de | As células foram | O Rsv inibiu a viabilidade celular e | Huang et al.
GBM humano T98G, | expostas ao Rsv (200, | induziu apoptose na linhagem T98G | (2012)
Al72, U251MG e | 400, 600 e 800 uM) e a | de maneira dose dependente. O Rsv
U87MG. TMZ (100, 200, 300 e | reforcou estes eventosquando

400 uM) por 24, 48 e 72
h.

administrado junto com a TMZ. O
Rsv e a TMZ inibiram a expressdo da
XIAP e da Survivina. O Rsv
blogueou a expressdo da MGMT.
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In vitro: Linhagens de | As linhagens foram | In vitro: Exerceu citotoxicidade e | Tseng et al.
GBM de rato RT-2 e | tratadas com 0; 0,1; 1; 5; | induziu apoptose. (2004)
Linhagem de  célula | 10; 25; 100; 250 ou 500 | In vivo: Rsv (40 mg/kg/dia) teve
endotelial humana | UM de Rsv por 6, 24 ou | efeito  antitumoral nos tumores
ECV304. 48 h. implantados s.c., diminuindo a taxa
In vivo: Células RT-2 | In vivo: Os animais | de crescimento dos tumores e
foram implantadas s.c. e | foram tratados i.p. com | aumentando a sobrevida dos animais.
intracranialmente em ratos | Rsv nas doses de 10, 40 | Nos tumores implantados
Fischer. ou 100 mg/Kg i.p. | intracranialmente apenas a dose de

diariamente durante 4 | 100mg/kg/dia prolongou a

semanas. sobrevivéncia dos animais. Rsv

também inibiu a angiogénese.

In vitro: Linhagens de | Rsv nas concentragdes 0, | Rsv induziu parada no ciclo celular, | Jiang et al.
GBM humano U251 e |10, 50 e 100 uM foi | morte celular por necrose e apoptose | (2005)
usy7. adicionado ao meio de | de maneira tempo e dose dependente.

cultivo por 6, 24 e 48h.
In vitro: Linhagem de As linhagens foram | O Rsv induziu morte celular por | Zhang et al.
células de fibroblastos de | tratadas com 30, 60, 90, | apoptose apenas nas linhagens | (2007)
camundongo 3T3 e 120, 150, 180 e 210 uM | tumorais.
Linhagens de GBM de de Rsv no meio de
rato C6. cultivo por 24, 48, 72 e

96 h.
In vitro: Linhagem de In vitro: As células | Invitro: O Rsv diminuiu o nimero de | Yuan et al.
GBM humano SHG44. foram tratadas com 1, 5, | células, induziu apoptose, causou | (2012)
In vivo: Células SHG44 | 10, 25 e 50 uM de Rsv | parada no ciclo celular, aumentou a
foram implantadas | e/ou 10, 50, 100, 200 e | producdo de ROS, inibiu a via de
intracranialmente em | 500 uM de TMZ. sinalizacdo da mTOR, previniu a
camundongos fémeas | In vivo: Os animais | migracdo celular e a metéstase,
nude adultas (BALB/c | foram tratados  por | reforcando o efeito da TMZ.
nu/nu) gavage com Rsv 40 | In vivo: O Rsv reduziu o volume

mg/kg e/ou TMZ 68 | tumoral, principalmente  quando

mg/kg. utilizado junto com a TMZ.
In vitro: Linhagens de | As células foram tratadas | Rsv diminuiu a expressdo e a | Jiang et al.
GBM U251. com 0, 1, 10, 25, 50 e | fosforilacdio da Akt, aumentou a | (2009)

100 uM de Rsv por até | morte celular por necrose e apoptose,

24h. reduziu a fosforilagdo da proteina

ribossomal S6.

In vitro: Linhagens de Células foram tratadas | O Rsv inibiu a proliferacdo e a | Jiang et al.
GBM humano U251 e com 25 UM de Rsv por | migragdo celular, induziu a morte | (2010)

us7.

até duas semanas.

celular por necrose e apoptose,
diminuiu a fosforilagdo da Akt e
aumentou a ativagdo da caspase-3.
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Figura 2.
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Figura 4.

Atividade Antimicrobiana
e Antifiingica
Modulacio do A

Metabolismo de Lipidior " Atividade Antioxidante

v £ N

/ \ ; sz
Atividade -« [ Resveratrol |— Auvidade
Neuroprotetora / Anticancer
\ /
Atividade Estrogénica ~ ~.__ 7 7 A.tlwdade, _
B Antiinflamatoria

V

Ativida(,ie_ Efeito Cardioprotetor
Antitrombotica

30



Figura 5.

10

o0

Numero de artigos publicados

2001

Numero de artigos publicados utilizando as palavras chaves
Resveratrol e Gliomas

2003 2005 2007 2009 2011 2013
Ano de Publicacao

2015

31



ANEXO 01



Diretrizes para Autores

Arquivo contendo as Diretrizes para os Autores, em formato Adobe PDF, pode ser
obtido aqui. Leia as normas para submissdao com a méxima atencdo. Documentos submetidos
fora das normas ndo poderdo ser avaliados e, aos autores, sera solicitada a sua correcdo, sob
pena de arquivamento.

Para submissbes em lingua inglesa, as quais serdo priorizadas para publicacdo, a
Revista Brasileira de Biociéncias exige que, se aprovados para publicacdo, 0s manuscritos
passem sob nova e criteriosa revisdo do texto final para publicacdo, a encargo dos autores. O
servigo de revisdo dos textos em inglés seré feito por profissional designado pela Revista
Brasileira de Biociéncias e sera pago diretamente ao responsavel pelo servico, pelos
autores. Mesmo que a versdo inicial do manuscrito para avaliagéo tenha passado por reviséo
de especialista na lingua inglesa, ainda assim a versdo final de um manuscrito aceito
devera passar por nova revisao.

PREPARANDO OS ARQUIVOS

Os textos deverdo ser formatados em uma coluna, usando a fonte Times New Roman,
tamanho 12, com espacamento duplo e todas as margens com uma polegada (2,54 cm), em
formato de papel A4. Todas as paginas devem ser numeradas sequencialmente. Ndo numere
as linhas. O manuscrito deverd estar em formato Microsoft® Word DOC (versdao 2 ou
superior). Arquivos em formato RTF também serdo aceitos. Ndo submeta arquivos em
formato Adobe® PDF. O arquivo que contém o texto principal do manuscrito ndo devera
incluir qualquer tipo de figura ou tabela. Estas deverdo ser submetidas como documentos
suplementares, separadamente. Ao submeter um manuscrito, o autor responsavel pela
submissdo devera optar por uma das seguintes se¢des: ‘Artigo completo’, ‘Revisdo’ ou ‘Nota
cientifica’. Todos os manuscritos submetidos no envio on-line deverdo subdividos em
DOCUMENTO PRINCIPAL e DOCUMENTO(S) SUPLEMENTAR(ES).

DOCUMENTO PRINCIPAL
Primeira pagina. Devera conter as seguintes informagoes:

a) Titulo do trabalho, conciso e informativo, com a primeira letra em mailsculo, sem
abreviacoes;

b) Nome completo e por extenso do(s) autor(es), com iniciais em maiusculo;
¢) Titulo resumido do trabalho, com até 75 caracteres (incluindo espacos);

d) afiliacBes e endereco completo de todos os autores (instituicdo financiadora (auxilio
ou bolsas), devera constar nos Agradecimentos);

e) ldentificacdo do autor para contato e respectivo e-mail (apenas o autor para contato
devera fornecer um e-mail).

Segunda pagina. Devera conter as seguintes informacoes:

a) Resumo: incluir o titulo do trabalho em portugués, quando o trabalho for escrito em
inglés;
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b) Abstract: incluir o titulo do trabalho em inglés, quando o texto for em portugués.
Tanto Resumo como o Abstract deverdo conter, no maximo, 250 (duzentos e cingulenta)
palavras, estruturados em apresentacao, contendo o contexto e proposta do estudo, resultados
e conclusdes (por favor, omita os titulos);

c) Palavras-chave e key words para indexac¢do: no maximo cinco, nao devendo incluir
palavras do titulo.

Paginas subsequentes. ‘Artigos completos’ e ‘Notas cientificas’ deverfo estar
estruturados em Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo (Resultados e
Discussdo podendo ser reunidos), Agradecimentos e Referéncias, seguidos de uma lista
completa das legendas das figuras e tabelas (submetidos como documentos
suplementares).

Os nomes cientificos, incluindo os géneros e categorias infragenéricas, deverdo estar
em italico. As siglas e abreviaturas, quando utilizadas pela primeira vez, deverdo ser
precedidas do seu significado por extenso. Ex.: Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Escrever 0s nimeros até dez por extenso, a menos que sejam seguidos de unidade de
medida, ou indiqguem numeracdo de figuras e tabelas. Utilize um espago para separar as
unidades de medidas dos valores (10 m, por exemplo; ndo use 10m). A unidade de
temperatura em graus Celsius deve ser escrita com um espacamento entre o valor numérico
(23 oC, por exemplo; ndo use 230C ). A posicédo preferencial de cada figura ou tabela ndo
devera ser indicada no texto. Isso ficard a critério do editor, durante a editoracdo. Sempre
verifique que as figuras e tabelas estejam citadas no texto. No texto, use abreviaturas (Fig. 1 e
Tab. 1, por exemplo). Evitar notas de rodapé. Se necessarias, utilizar numeragdo arabica em
sequéncia.

As citacOes de autores no texto devera seguir os seguintes exemplos: Baptista (1977),
Souza & Barcelos (1990), Porto et al. (1979) e (Smith 1990, Santos et al. 1995). Citar o(s)
autor(es) das especies s6 a primeira vez em que as mesmas forem referidas no texto. Citacdes
de resumos de simposios, encontros ou congressos deverdo ser evitadas. Use-as somente se
for absolutamente necessario. Comunicacdes pessoais ndo deverdo ser incluidas na lista de
Referéncias, mas poderdo ser citadas no texto. A obtencdo da permissédo para citar
comunicacdes pessoais e dados ndo publicados é de exclusiva responsabilidade dos autores.
Abreviatura de periédicos cientificos deverad seguir o Index Medicus/MEDLINE. Citagdes,
nas Referéncias, deverdo conter todos 0os nomes dos autores (ndo use et al.)

As referéncias deverdo seguir rigorosamente (sob pena de arquivamento da
submissdo) os seguintes exemplos (respeitar espacamentos e uso do italico, por favor):

Artigos publicados em periodicos:

BONGERS, F., POPMA, J., MEAVE, J. & CARABIAS, J. 1988. Structure and floristic
composition of the lowland rain forest of Los Tuxtlas, Mexico. Vegetatio, 74: 55-80.

QUADRA, A. A. & AMANCIO, A. A. 1978. A formagcéo de recursos humanos para a
salde. Ciéncia e Cultura, 30(12): 1422-1426.

ZANIN, A., MUJICA-SALLES, J. & LONGHI-WAGNER, H. M. 1992. Gramineae:
Tribo Stipeae. Boletim do Instituto de Biociéncias, 51: 1-174. (Flora llustrada do Rio Grande
do Sul, 22).

Livros publicado por editoras:
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CLEMENT, S. & SHELFORD, V. E. 1960. Bio-ecology: an introduction. 2nd ed. New
York: J. Willey. 425 p.

LOWE-MCCONNEL, R.H. 1987. Ecological studies in tropical fish communities.
Cambridge: Cambridge University Press. 382 p.

Capitulos de livro:

CEULEMANS, R. & SAUGIER, B. 1993. Photosynthesis. In: RAGHAVENDRA, A.
S. (Ed.). Physiology of Trees. New York: John Wiley & Sons. p. 21-50.

NAKATANI, K., BAUMGARTNER, G. & CAVICCHIOLI, M. 1997. Ecologia de
ovos e larvas de peixes. In: VAZZOLER, A. E. A. M., AGOSTINHO A. A. & HAHN, N. S.
(Eds.). A planicie de inundacdo do alto rio Parand: aspectos fisicos, bioldgicos e
socioecondmicos. Maringa: EDUEM. p. 281-306.

Anais de encontros, congressos, etc.:

CARNEIRO, F. G. 1997. Numerais em esfero-cristais. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA PARA O PROGRESSO DA CIENCIA, 49., 1997, Belo
Horizonte. Anais... Belo Horizonte: Ed. da UFMG. 1 CD-ROM.

SANTOS, R. P. & MARIATH, J. E. A. 2000. Embriologia de llex paraguariensis A.
St. Hil.: estudo da antera e grdo de pdlen e sua aplicacdo no melhoramento. In: WINGE, H.
(Org.). CONGRESSO SUL-AMERICANO DA ERVA-MATE, 2., 2000, Encantado, RS e
REUNIAO TECNICA DA ERVA-MATE, 3., 2000, Encantado, RS. Anais... Porto Alegre:
UFRGS/FEPAGRO. p. 140-142.

DissertagOes de mestrado, doutorado:

DILLENBURG, L. R. 1986. Estudo fitossocioldgico do estrato arboreo da mata
arenosa de restinga em Emboaba, RS. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Botanica) — Instituto
de Biociéncias. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 1986.

Links de paginas disponiveis na Internet:

POLITICA. 1998. In: DICIONARIO da lingua portuguesa. Lisboa: Priberam
Informética. Disponivel em: http://www.priberam.pt/Dicionarios/dlp.htm>. Acesso em: 8
mar. 1999.

THE INTERNATIONAL PLANT NAMES [INDEX. 2012. Disponivel
em:<http://www.ipni.org>. Acesso em: 26 ago. 2012.Para documentos com DOI® (Digital
Object Identifier) conhecido, seguir o exemplo abaixo (ndo usar “Disponivel em:<....>Acesso

SANTOS, R.P., MARIATH, J.E.A. & HESSE, M. 2003. Pollenkit formation in llex
paraguariensis  A.St.Hil.  (Aquifoliaceae). @~ Plant  Syst.  Evol., 237  185-
198.<http://dx.doi.org/10.1007/s00606-002-0257-2>
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Em trabalhos de taxonomia vegetal e floristica, as seguintes normas especificas deverao
ser observadas:

1. Chaves de identificagdo: dicotdmicas, indentadas, utilizando alternativas 1-1°. Os
taxons devem ser numerados em ordem alfabética, dentro de sua categoria taxondmica e na
ordem em que aparecerdo no texto.

2. As descrigdes devem ser sucintas e uniformes.

3. Autores de nomes cientificos devem ser citados de forma abreviada, de acordo com
Brummit & Powell (1992).

4. CitacOes e abreviaturas das Opus Princeps devem seguir Stafleu et al. (1976-1988).
No caso de periddicos, seguir Bridson & Smith (1991). Como alternativa, seguir o
International Plant Names Index (IPNI - http://www.ipni.org/index.html), onde as citacdes
seguem as obras mencionadas acima.

5. Indice de nomes cientificos citados no manuscrito: no caso de monografias, o indice
deve relacionar, em ordem alfabética, os taxons abaixo do nivel de género, sem os autores,
colocando em negrito a pagina onde inicia a descri¢do do taxon. Os nomes validos devem ser
citados em letra normal e os sinGnimos em italico.

6. Incluir a lista de exsicatas apresentadas no manuscrito:

Schultz, A. : 12 (2.8-ICN), 25 (2.9-BLA, ICN)

12 e 25=numeros do coletor.

2.8=2 numero do género e 8 niUmero da espécie, no trabalho.

ICN=sigla do herbéario onde esta depositado o0 espécime citado.

Caso o trabalho trate apenas de um género:

Schultz, A. : 110 (3-ICN)

3=nUmero da espécie.

No caso de dois ou mais coletores, citar apenas o primeiro.

Se o coletor ndo tiver nimero de coleta:

Barreto, I. L .: BLA 1325 (numero do género e espécie, ou S6 0 nimero da espécie).

7. Material examinado: devera ser citado apenas material selecionado, um exemplar
por municipio. Se a relacdo de material selecionado for muito extensa (ou se o autor ndo
julgar necessario), citar todos os municipios. De modo a demonstrar a distribui¢do geogréafica

do tdxon e ndo ultrapassar 0 nimero de paginas previstas, deverdo ser citados apenas um ou
poucos exemplares por regido fisiografica (Fortes 1959). Quando forem dois coletores usar o
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&. Mais de dois coletores, citar o primeiro e usar o et al. Paises, estados, municipios e
localidades devem ser citados em ordem alfabética.

Exemplos:BRASIL. RIO GRANDE DO SUL: Torres, 23 maio 1975, L.R. Dillenburg
17 (ICN);

Tupanciretd, 8 jul. 1977, L.R.M. Baptista et al. 911 (ICN); Uruguaiana, 25 mar.
1978; M.L. Porto s.n. (ICN 2530);

Vacaria, 1 abr. 1975, B. Irgang & P. Oliveira 45 (BLA, ICN).
Flora llustrada do Rio Grande do Sul:
1. Lupinus albescens Hook. & Arn., Bot. Misc. 3: 201. 1833 (Fig. 1).

Sinonimia (citar o basiénimo, quando for o caso. Citar outros sindbnimos somente
quando for estritamente necessario para o conhecimento do taxon na area estudada).

Descricdo: baseada em material do Rio Grande do Sul, em dois paréagrafos, vegetativo
e reprodutivo.

Distribuicéo geograéfica: geral e no Rio Grande do Sul, esta dltima utilizando as regides
fisiograficas de Fortes (1959). Nao devem ser utilizados mapas com pontos de coleta no Rio
Grande do Sul.

Habitat:
Observagoes:

Material selecionado: citar somente material do Rio Grande do Sul. Se necessario, por
deficiéncia deste material, citar “material adicional examinado” de outras regides.

DOCUMENTOS SUPLEMENTARES

Figuras. Todas as imagens (ilustracGes, fotografias, fotomicrografias,
eletromicrografias e graficos) sdo consideradas ‘figuras’. Figuras e tabelas devem ser
fornecidos como arquivos separados (documentos suplementares), nunca incluidos no texto
do documento principal. Figuras coloridas serdo permitidas e os editores estimulam que os
autores assim o facam. Nao havera cobranca de custos adicionais para figuras a cores, ja
gue a impressdo das mesmas (quando houver) sera sempre feita em preto e branco. A
Revista Brasileira de Biociéncias ndo aceitara figuras submetidas no formato GIF ou
comprimidas em arquivos do tipo RAR ou ZIP. Se as figuras no formato TIFF sdo um
obstaculo para os autores, por seu tamanho muito elevado, os autores podem converté-las
para o formato JPEG, antes da sua submisséo, resultando em uma significativa reducdo no
tamanho. Entretanto, ndo se esqueca que a compressdo no formato JPEG pode causar
prejuizos na qualidade das imagens. Assim, é recomendado que os arquivos JPEG sejam
salvos nas qualidades ‘Alta’ (High) ou ‘Méxima’ (Maximum). Nao forneca imagens em
arquivos Microsoft® PowerPoint (geralmente geradas com baixa resolucdo), nem embebidas
em arquivos do Microsoft Word (DOC). Arquivos contendo imagens em formato Adobe®
PDF também néo serdo aceitos. A submissao seré arquivada se conter figuras em arquivos
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DOC, PDF ou PPT. Cada figura devera ser editada para minimizar as areas de espagos em
branco, optimizando o tamanho final da ilustracdo. Se a figura consiste de diversas partes
separadas, é importante que uma simples figura seja submetida, contendo todas as partes da
figura.Escalas das figuras deverdo ser fornecidas com os valores apropriados e devem fazer
parte da propria figura (inseridas com o uso de um editor de imagens, como o Adobe®
Photoshop, por exemplo), sendo posicionadas no canto inferior esquerdo de cada figura.
[lustragdes em preto e branco deverdo ser fornecidas com aproximadamente 300 dpi de
resolucdo, em formato TIFF ou JPG. Para fotografias (em preto e branco ou coloridas),
fotomicrografias ou eletromicrografias, forneca imagens em TIFF ou JPG, com pelo menos,
300 dpi.

ATENCAO! Como na editoracéo final dos manuscritos o tamanho Util destinado a
uma figura de largura de pagina (duas colunas) é de 170 mm, para uma resolucdo de
300 dpi, a largura minima das figuras deve ser 2000 pixels. Para figuras de uma coluna
(82 mm de largura), a largura minima das figuras (para 300 dpi), deve ser pelo menos
1000 pixels.

SubmissGes de figuras fora destas caracteristicas acima (larguras minimas em
pixels) serdo imediatamente arquivadas. As imagens que ndo contém cor devem ser salvas
como ‘grayscale’, sem qualquer tipo de camada (‘layer’), como as geradas no Adobe®
Photoshop, por exemplo (estes arquivos ocupam até 10 vezes mais espaco que 0S arquivos
TIFF e JPG). Os tipos de fontes nos textos das figuras deverdo ser Arial ou Helvetica. Textos
deverdo ser legiveis. Abreviaturas nas figuras (sempre em mindsculas) devem ser citadas nas
legendas e fazer parte da prépria figura, inseridas com o uso de um editor de imagens
(Adobe® Photoshop, por exemplo). Nao use abreviaturas, escalas ou sinais (setas, asteriscos),
sobre as figuras, como “caixas de texto” do Microsoft® Word. Recomenda-se a criacdo de
uma unica estampa, contendo varias figuras reunidas, numa largura maxima de 170
milimetros (duas colunas) e altura maxima de 257 mm (pagina inteira). A letra indicadora de
cada figura deve estar posicionada no canto inferior direito. Inclua “A” e “B” (sempre em
maiusculas, ndo “a”, “b”) para distingui-las colocando, na legenda, Fig. 1A, Fig. 1B, e assim
por diante. N&o envie figuras com legendas inseridas na base das mesmas. As legendas das
figuras deverdo ser enviadas no final do documento principal, imediatamente apds as
Referéncias. Nao use bordas de qualquer tipo ao redor das figuras. Se houver composicao de
figuras (Figs 1A, 1B, etc.), use cerca de 1 mm (12 pixels para uma figura com largura de
2000 pixels) de espaco em branco entre cada figura. E responsabilidade dos autores obter a
permissao para reproduzir figuras ou tabelas que tenham sido previamente publicadas.

Para cada figura, deverdo ser fornecidas as seguintes informacdes: nimero da figura
(em ordem numérica, usando algarismos arabicos (Figura 1, por exemplo; ndo abrevie) e a
legenda detalhada, com até 300 caracteres (incluindo espacos).

Tabelas. Cada tabela deverd ser numerada sequencialmente, com numeros arabicos
(Tabela 1, 2, 3, etc; ndo abrevie). O titulo das tabelas devera estar acima das mesmas. Tabelas
deverdo ser formatadas usando as ferramentas de criacdo de tabelas (‘Tabela’) do Microsoft®
Word. Colunas e linhas da tabela devem ser visiveis, optando-se por usar linhas pretas que
serdo removidas no processo de edicdo final. Nao utilize padrbes, tons de cinza, nem
qualquer tipo de cor nas tabelas. Dados mais extensos podem ser enviados como arquivos
suplementares, mas que nao estardo disponiveis no proprio artigo, mas como links para
consulta pelo publico.

Condic0es para submisséo
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Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que
néo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo é original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para
publicacao por outra revista.
2. Os arquivos de texto dos documentos principal e suplementares estdo

em formato Microsoft Word (.DOC) ou RTF. Declaro, também, que o documento
principal da submissdo foi criado com o uso do modelo disponivel em
http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs/public/modelo_principal.doc e que segue este
modelo no que diz respeito & formatacdo de fontes (uso de negrito e itélico) e

paragrafos.

3. Todos os enderecos de péginas na Internet (URLS), incluidos no texto
(Ex.: http://www.ibict.br), estdo ativos e prontos para clicar.

4. O texto estd em espago duplo, usa Times New Roman, tamanho 12, e
emprega italico ao invés de sublinhar (exceto em enderecos URL).

5. O texto segue os padrfes de estilo e requisitos bibliogréaficos descritos
em Diretrizes para 0s Autores.

6. As figuras e tabelas ndo estdo incluidas no texto do documento

principal, mas em documentos suplementares, enviados separadamente. As figuras
tem largura minima de 970 pixels, para editoracdo em uma coluna, ou 2000 pixels,
para editoracdo em duas colunas (largura de pagina), e qualidade compativel para
publicacdo. Declaro, tambem, que as figuras ou graficos estdo em formato JPG

ou TIF.

7. As legendas das figuras e tabelas estdo no final do documento
principal, logo apos as Referéncias .

8. Estou enviando, na forma de documento suplementar, lista de 4

(quatro) potenciais avaliadores, contendo nome completo e e-mail para contato,
especialistas na area do meu manuscrito. Afirmo, também, que os avaliadores ndo sdo
da mesma Instituicdo de origem dos autores do manuscrito.

9. Estou ciente que, no caso de submissdo de documentos suplementares
contendo figuras coloridas, as figuras, se impressas pela Revista Brasileira de
Biociéncias, serdo em uma versdo em preto e branco, com a informagdo de que a
versdo colorida das figuras estara disponivel on-line.

10. Estou ciente que, caso a submissdo ndo satisfaca alguns dos itens
anteriores, a mesma sera arquivada, estando a sua avaliacdo impedida.
11. Como autor responsavel pela manuscrito, afirmo que todos os autores

da "lista de autores" estdo plenamente cientes da realizacdo desta submissdo e
concordam com o conteddo do manuscrito. Declaro, também, que fornecerei
documento eletrénico contendo a concordéancia e a assinatura de todos os
autores, caso 0 manuscrito seja aceito para publicacéo.

12. O(s) autor(es) concorda(m) que, se submetido em lingua que ndo o
portugués (inglés, por exemplo), a versao final do manuscrito (aceita) devera passar
por nova revisdo da lingua, as custas do(s) autor(es). O revisor sera o indicado pela
Revista Brasileira de Biociéncias e o pagamento sera feito diretamente ao
revisor.

Declaracéo de Direito Autoral
Autores que publicam nesta revista concordam com 0s seguintes termos:
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a. Autores mantém os direitos autorais e concedem & revista o direito de
primeira publicacdo, com o trabalho simultaneamente licenciado sob a Creative
Commons Attribution License que permitindo o compartilhamento do trabalho com
reconhecimento da autoria do trabalho e publicacao inicial nesta revista.

b. Autores tém autorizacdo para assumir contratos adicionais
separadamente, para distribuicdo ndo-exclusiva da versdo do trabalho publicada nesta
revista (ex.: publicar em repositério institucional ou como capitulo de livro), com
reconhecimento de autoria e publicacao inicial nesta revista.

C. Autores tém permissdo e sdo estimulados a publicar e distribuir seu
trabalho online (ex.: em repositorios institucionais ou na sua pagina pessoal) a
qualguer ponto antes ou durante o processo editorial, ja que isso pode gerar alteragdes
produtivas, bem como aumentar o impacto e a citacdo do trabalho publicado (Veja O
Efeito do Acesso Livre).

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s
servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou
a terceiros.
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