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RESUMO: As modificagbes dos processos fisioldgicos estdo associadas ao
envelhecimento, que é um processo natural do corpo humano. Algumas teorias
afirmam que o envelhecimento e diversas doengas estdo associadas ao
estresse oxidativo que leva ao acumulo de danos nas células. Oxidagdes
quimicas e enzimaticas provenientes do metabolismo mitocondrial ocasionam
danos ao DNA através da formacgao de radicais livres. O objetivo deste estudo
foi avaliar as atividades antioxidante, de extratos de folhas de Myrcia hirtiflora.
Foi realizada a dosagem de compostos fendlicos e flavonoides e para avaliar a
atividade antioxidante determinada pelo método de sequestro de radicais livres
do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) e reducdo da complexagdo do
Fosfomolibdénio. O extrato metandlico apresentou os melhores resultados na
dosagem de compostos fendlicos e flavonoides, em sua maior concentragéao e
no método de DPPH. Foram obtidos os seguintes resultados: 48,27 ug EAG/g
para compostos fendlicos e 49,92 ug EQ/g para flavonoides. Ja no sequestro
do radical livre do DPPH obteve-se mais de 50% na concentragdo de 250
pMg/mL. Para o método da redugdo da complexagdo do Fosfomolibdénio o
extrato que apresentou melhor resultado foi o extrato de Acetato de etila com
mais de 40% de redugdo do Molibdénio (+6) para Molibdénio (+5).

Posteriormente foi analisado o extrato metandlico em Tenebrio molitor para



avaliar a atividade antioxidante frente ao estresse oxidativo induzido por
peroxido de hidrogénio (H202). Observou-se que o extrato metandlico teve um
resultado satisfatério e a taxa de sobrevida foi de 70% apds 30 horas para o
grupo tratado com o extrato metandlico e 25% apo6s 45 horas para o grupo
tratado com o H20:2. Assim, estes resultados estimulam novas pesquisas sobre
aspectos farmacologicos e citotoxicos dos extratos de M. hirtiflora a fim de

apoiar a sua aplicagao como agente antioxidante.

Palavras-chave: Myrtaceae, DPPH, estresse oxidativo, peréxido de

hidrogénio, Tenebrio molitor.

ABSTRACT: Modifications of physiological processes are associated with
aging, which is a natural process of the human body. Some theories state that
aging and various diseases are associated with oxidative stress that leads to
accumulation of cell damage. Chemical and enzymatic oxidations from
mitochondrial metabolism cause damage to DNA through the formation of free
radicals. The objective of this study was to evaluate the antioxidant activities of
leaf extracts of Myrcia hirtiflora. Phenolic compounds and flavonoid were
evaluated and the free radical sequestration method of DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) and reduction of the complexation of Phosphomolybdenum were
evaluated. The methanolic extract presented the best results in the dosage of
phenolic compounds and flavonoids, in its highest concentrations and in the
DPPH method. The following results were obtained: 48.27 ug EAG / g phenolic
compounds and 49.92 ug EQ / g for flavonoids. In the sequestration of the
DPPH free radical, more than 50% of the concentration of 250 pg / mL was
obtained. For the method of reducing the complexation of Phosphomolybdenum
the extract that presented the best result was ethyl acetate extract with more
than 40% reduction of molybdenum (+6) to molybdenum (+5). Subsequently the
methanolic extract in Tenebrio molitor was analyzed to evaluate the antioxidant
activity against oxidative stress induced by hydrogen peroxide (H20:2). It was
observed that the methanolic extract had a satisfactory result and the survival
rate was 70% after 30 hours for the group treated with methanolic extract and

25% after 45 hours for the group treated with H202. Thus, these results



stimulate new research on pharmacological and cytotoxic aspects of extracts of

M. hirtiflora in order to support its application as an antioxidant agent.

Key words: Myrtaceae, DPPH, oxidative stress, hydrogen peroxide, Tenebrio
molitor.



INTRODUGAO

O envelhecimento € um processo biolégico e progressivo que tem como
principal caracteristica as modificagdes dos processos fisioldgicos. Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude, estima-se que em 2050 a populagéo de idosos
no Brasil sera de aproximadamente 2 bilhdes de pessoas. Algumas teorias
afirmam que o envelhecimento e diversas doengas estdo associadas ao
estresse oxidativo que leva a producgao de radicais livres que provocam danos
nas células. Oxidagcdes quimicas e enzimaticas provenientes do metabolismo

mitocondrial ocasionam danos ao DNA através da formacao de radicais livres
[1].

Estudos comprovam que o estresse oxidativo leva a producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de acordo com sua configuragéo
eletrénica. Os primeiros radicais livres a serem formados s&o os radicais
superoéxidos (0O2¢-), reduzem o oxigénio até formacgao da agua (H20) e originam
uma hidroxila (HO¢), os demais como: peroxido de hidrogénio (H202) e anion

superoéxido (O2+-) sdo formados pelo metabolismo normal das células [2].

A producdo dos radicais livres possui um mecanismo de controle
enddgeno ou exdégeno. O primeiro, endégeno ou enzimatico, inclui enzimas da
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase que durante o
metabolismo oxidativo normal eliminam os radicais livres produzidos. O
segundo, ndo enzimatico, € formado por vitaminas C e E, coenzima Q10,
cisteina, acido urico, glutationa e substancias quelantes de ions metalicos. No
metabolismo mitocondrial normal, 0 mecanismo de controle ndo enzimatico &
responsavel por prevenir a lesdo celular através de quelacdo de metais de
transicdo (mecanismo indireto) ou doagdo de elétrons ao radical oxigénio

(mecanismo direto) captando o radical livre [3].

Diante do impacto desses eventos fisiolégicos na populagéo, tem crescido
a busca por moléculas naturais que tenham atividade antioxidante para auxiliar
os sistemas de reparo bioldgicos na protegao celular e combate aos radicais
livres. Essas moléculas antioxidantes podem estar presentes em diversas
classes de compostos quimicos e auxiliar os mecanismos biolégicos
combatendo a produgdo das espécies reativas de oxigénio que o processo

fisiolégico normal ndo consegue inibir ou degradar [4].



Dentro das classes de compostos quimicos com atividade antioxidante
destaca-se principalmente os compostos fendlicos que além de possuir essa
atividade podem modular o estresse oxidativo. Esses compostos sao
classificados como metabdlitos secundarios, do qual fazem parte substancias
como flavonoides e taninos, e sdo obtidos a partir de espécies vegetais. Diante
da importancia desses compostos, pesquisadores tem buscado em espécies
vegetais produtos naturais capazes de auxiliar a prevengao das reagodes

oxidativas danosas ao organismo [5,6].

A flora brasileira é caracterizada por uma grande biodiversidade e possui
dentre suas varias espécies algumas cujo potencial medicinal e ecolégico se
destacam [7]. Myrcia hirtiflora DC. pertence a familia Myrtaceae, atualmente
cerca de 140 géneros estao descritos e encontram-se amplamente distribuidos
pelas florestas tropicais da América do Sul, Sudeste Asiatico e Australia
[8,9,10].

A familia Myrtaceae é considerada pelos botanicos uma das familias mais
bem representadas no Brasil com cerca de 23 géneros e 1034 espécies
catalogadas e podem ser encontradas amplamente distribuida pela Mata

Atlantica, Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Pampas e Pantanal [11,12,13].

Devido a sua ampla distribuicdo geografica, a familia Myrtaceae tem a
caracteristica de se desenvolver sob condicdes ambientais diversas e isso
representa um fator importante para producdo de metabdlitos secundarios [14].
Estudos tem comprovado o potencial medicinal e as diversas propriedades
biolégicas anti-inflamatdria [15], antioxidante [16], antimicrobiana [17],

nematicidas [18] e repelente [19].

Tenebrio molitor tém sido utilizado como modelo experimental para avaliar
diversas atividades como: antimicrobiana [20], citotoxicidade [21], atividade
inseticida [22]. Como outros organismos, T. molitor também possui um sistema
de defesa antioxidante, responsavel pela neutralizacdo de espécies reativas
em excesso. Este sistema é compostos por diversas enzimas antioxidantes e
desintoxicantes como superoxide dismutases (SODs), peroxidases (PODs),
catalases (CATs), bem como tirosinase (TYR), acetilcolinesterase (AChE),

carboxilesterase (CarE), and glutatione S-transferase (GSTs) (LI, et al 2016)



Estudos prévios demonstraram um aumento da produgao de espécies reativas

em resposta a infecgao de larvas de T. molitor [23,24].

A capacidade de T. molitor de produzir espécies reativas em resposta a
infecgao faz deste inseto um modelo potencial para o estudo de substancias
com carater antioxidante. Neste caso, um agente com potencial atividade
antioxidante in vitro deve ser inoculado na larva submetida ao estresse
oxidativo. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antioxidante de extratos brutos, comparando diferentes solventes das folhas da
Myrcia hirtiflora DC. in vitro e in vivo (larvas de Tenebrio molitor).

MATERIAIS E METODOS

Coleta e Armazenamento da planta

As folhas de Myrcia hirtiflora DC. foram coletadas em janeiro de 2018 no
Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil), processadas conforme as
técnicas taxondmicas, identificadas e depositadas no Herbario do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA) sob o voucher: 80347. O material vegetal
foram submetidas a secagem em temperatura ambiente e, em seguida, moida
para padronizacdo do tamanho de particulas do pé da planta no moinho de
facas Macsalab mil (Model 200 LAB). O produto final foi armazenado em

recipiente fechado e escuro até sua utilizagao.

Obtencao dos extratos brutos

O material vegetal foi pesado (10g) e submetido a extragdo seguindo a
ordem de polaridade crescente dos solventes 100mL de Ciclohexano (CHX),
Cloroférmio (CLO), Acetato de Etila (ACT) e Metanol (MET), sendo deixado em
repouso por 7 dias. Apds extragdo os extratos foram submetidos a
rotaevaporado, separadamente, sob rotagdo (45 rpm) a 50 °C para total

retirada do solvente.

Teor Total



Dosagem de Compostos Fendlicos

A dosagem de compostos fendlicos presente nos extratos brutos da M.
hirtiflora. foi realizada pela metodologia segundo Folin-Ciocalteu [25] com
algumas modificagdes. Amostras com 20 pyL (1000 pg/mL) foram colocadas em
placa de 96 pocos e 100 pyL do reagente de Folin-Ciocalteu (1: 10 v / v)
adicionado, ap6s 3 minutos foi acrescentado 80 uL de carbonato de sddio
(20%). A mistura foi incubada a temperatura ambiente, sem incidéncia de luz e
em repouso por 2 horas. A absor¢do da mistura foi medida utilizando o
comprimento de 735 nm (GeneQuant 1300, GE Healthcare). A quantidade de
fendis totais foi calculada em ug/mL equivalentes de acido galico
(EAG),utilizando a curva de calibragao da solu¢ao padréo de acido galico. Para
0 acido galico, a absorbancia da curva em fungdo da concentragdo € descrita
pela equagao y = 0,0043X + 0,0153 (r2 = 0,9932).

Dosagem de Flavondides

A dosagem de flavonoides presente nas amostras da M. hirtiflora foi
quantificada segundo Woisky e Salatino [26] com algumas modificagcbes. Foi
utilizada 100 yL das amostras (1000 ug/mL) e 100 uL da solugao reagente (2g
de Cloreto de Aluminio diluido em solugdo de etanol a 2%), a mistura final foi
distribuida em placa de 96 pocos. A placa foi incubada durante 60 min a
temperatura ambiente sem incidéncia de luz. A absor¢cdo medida por
espectrofotometria a 420nm [27]. A quantidade de flavonoides calculada em
pg/mL equivalente de Quercitina (EQ). Para a quercitina, a absorbéncia da
curva em fungdo da concentragdo é descrita pela equagéo y = 0,004X + 0,0121
(r2 = 0,993).

Ensaios antioxidantes in vitro

Método do Fosfomolibdénio



Neste ensaio a atividade antioxidante foi avaliada pela reducdo do
Molibdénio (+6) para Molibdénio (+5) segundo a metodologia de Prieto [28].
Uma aliquota de 100 pL de cada extrato diluido em metanol (1mg/ml) foi
adicionado a eppendorfs com 1 mL de solugédo reagente (acido sulfurico 0,6
M, fosfato de sodio 28 mM, amodnio molibdato 4 mM). A mistura foi incubada
em banho-maria a 95 ° C por 90 min. Apds resfriamento, a absorbancia foi
lida a 695 nm em relagdo a um controle (solu¢gao contendo 1 mL da solugao
reagente e 100 pyL de metanol). Os valores da capacidade antioxidante dos
extratos foi comparada ao acido ascorbico que foi utilizado como controle. O
resultado foi expresso em porcentagem de Atividade Antioxidante Total

usando a seguinte formula:

44 (%) Ab amostra — Ab controle 100
) X
° Ahda — Ah comtrole

Ensaio DPPH

Neste ensaio a atividade sequestrante de radicais livres DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo) dos extratos foi realizada segundo a metodologia descrita por
Blois [29]. Uma aliquota de 250 uL de solu¢do de DPPH (1mM) foi misturada
com 40 pl de diferentes concentragbes das amostras (31,25 - 1000ug/mL).
Trinta minutos mais tarde, a absorbancia foi medida a 517 nm. O trolox foi
utilizado como o composto de referéncia. A atividade sequestrante de radicais
livres foi expressa em porcentagem por comparagao ao composto de referéncia

e calculada usando a seguinte formula:
[DPPH] (%) = (Ac - As) / Ac x 100

Onde: Ac = controle de absorcio; As = Absorbancia da Amostra

Avaliagcao antioxidante in vivo

O modelo biolégico utilizado nesse estudo foram larvas de Tenebrio
molitor com aproximadamente 100 mg que foram previamente randomizadas

em grupos de 10 individuos. Com o auxilio de uma seringa de insulina, 10 yL
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do extrato metandlico na concentragédo 250 pg/mL foi injetado nas larvas. Apos
1 hora da inoculagéo do extrato, foi adicionado 10 uL do perdxido de hidrogénio
(H202).

A viabilidade das larvas foi avaliada apds 15, 30, 45 e 60 horas pela
auséncia de movimento. Larvas inoculadas com o H20:2 e tratadas com salina
foram utilizadas com controle positivo, enquanto larvas tratadas apenas com

salina utilizadas como controle negativo.

Analise estatistica

Os resultados sao expressos como média * desvio padrao (DP). A
significancia estatistica foi determinada pela analise dos testes de variéncia
(ANOVA) e teste de Tukey. Um valor de p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Os ensaios de sobrevivéncia de larvas foram
analisados pelo método de Kaplan-Meier para o calculo das fracbes de
sobrevivéncia e o teste log-rank foi utilizado para comparar as curvas de

sobrevida.

RESULTADOS

Comparacao do conteudo de Compostos Fendlicos e Flavonoides em
extratos obtidos de folhas de M. hirtiflora

Inicialmente, foram comparados os teores de compostos fendlicos e
flavonoides nos diferentes extratos de M. hirtiflora. O extrato metandlico
apresentou maiores concentragcoes de ambas as classes de compostos 48,27
Mg EAG/g e 49,92 ug EQ/g para compostos fendlicos e flavonoides,
respectivamente. Os demais extratos apresentaram: acetato de etila 19,81 ug
EAG/g e 43,24 ug EQ/g, extrato cloroférmico 11,07 ug EAG/g e 33,84 ug EQ/ g
e o extrato hexanico 14,42 ug EAG/g e 13,77 uyg EQ/g (Figura 1A e 1B).
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Extratos de folha de Myrcia hirtiflora possuem atividade antioxidante pelo

método de fosfomolibdénio

O potencial antioxidante dos extratos utilizando o método de
Fosfomolidénio foi testado na concentracédo de 1mg/mL para cada extrato. A
maior atividade antioxidante foi observada para o extrato acetato de etila, mais
de 40% de reducdo do Molibdénio (+6) para Molibdénio (+5), (p< 0,0001),
seguida do extrato cloroférmico em 38%, ciclohexanico 24% e metandlico 13%
(Figura 2).

Extratos de folha de Myrcia hirtiflora possuem atividade antioxidante in

vitro

O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado utilizando o método de
sequestro de radicais livres DPPH. No ensaio com DPPH (Figura 3) foram
testadas diferentes concentracbes de cada extrato. A maior atividade
antioxidante in vitro foi observado para o extrato metandlico, mais de 50% do
radical DPPH foi inibido na concentragdo de 250 ug/mL (p< 0,0001), seguida
do extrato de acetato de etila. Ambos os extratos apresentaram inibicdo dose-
dependente (Figuras 3C e 3D). Os extratos CLO e CHX n&o apresentaram
acéo dose-dependente, e n&o inibiram mais de 25% do radical (Figuras 3A e
3B).

Extratos de folha de Myrcia hirtiflora possuem atividade antioxidante in

vivo

Diante dos resultados obtidos nas atividades antioxidantes in vitro o
extrato metandlico foi escolhido para ser avaliado nas larvas de Tenebrio
molitor quanto a sua capacidade antioxidante in vivo. A concentragcéo escolhida
foi de 250 pg/mL, devido a sua capacidade sequestrar o radical DPPH em mais

de 50%, como demostrado na figura 3D. Assim foi observado que a taxa de
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sobrevida foi de 70% apos 30 horas para o grupo tratado com o extrato

metandlico e 25% apds 45 horas para o grupo tratado com o H202 (Figura 4).

DISCUSSAO

O extrato metandlico das folhas de M. hirtiflora apresentou o melhor
resultado para as atividades antioxidantes in vitro. Esta eficacia pode estar
relacionada a presencga de altos conteudos de compostos fendlicos. Quando
comparado ao extrato acetato de etila, o extrato metandlico também
apresentou maiores concentragdes de fendis e flavonoides. Pesquisas recentes
tém correlacionado a presenca de metabdlitos secundarios derivados de
compostos fendlicos a alta atividade antioxidante de plantas da familia da M.
hirtiflora [30,31].

Os compostos fendlicos possuem grande importancia para sistemas
biolégicos. Doengas causadas por reagdes oxidativas se tornam alvo de
terapias cujo finalidade seja minimizar ou diminuir o estresse oxidativo que
origina a doenga. Evidéncias tem comprovado que a ingestao de antioxidantes
naturais obtidos durante a alimentacdo podem neutralizar ou inibir os danos

provocados pelas reacdes oxidativas [32].

Estudos realizados com espécies da familia Myrtaceae demonstram
quem as contribuicdbes percentuais de compostos fendlicos nem sempre
correspondem proporcionalmente ao teor de flavonoides. Os extratos de
ciclohexano, cloroférmio e acetato de etila apresentaram teor inferior a 20%
(1mg/mL EAG/g) de compostos fenolicos. Ja a contribuicdo percentual de
flavonoides foi maior que 30% (1mg/mL EQ/ g) no percentual total de fenol [33].

Conforme mostra a figura 2, pode-se observar que o extrato acetato de
etila e o extrato cloroféormico apresentaram os maiores valores para atividade
antioxidante total pelo método de reducdo da complexagao do fosfomolibdénio
quando comparados aos demais extratos.

A capacidade do sequestro do radical DPPH pode ser classificado como
forte (70%), moderada (50%-70%) ou fraca (abaixo de 50%) de acordo com o

percentual obtido. De acordo com essa classificacdo, os extratos metandlico e



13

acetato de etila possuem moderada capacidade de sequestro. Ja os extratos
cloroférmico e ciclohexanico sao classificados como possuindo fraca

capacidade de sequestro [34].

Os resultados obtidos para atividade antioxidante total pelo método de
reducdo da complexacdo do fosfomolibdénio para o extrato cloroférmico
diferiram dos resultados obtidos através do método DPPH, observou-se que
esse extrato possuia uma baixa atividade no método DPPH. Esses resultados
sugerem que essa atividade biologica avaliada pela redugdo do
fosfomolibdénio se deve a presenca de composto fendlicos, no caso do extrato
cloroférmico, principalmente a presenca de flavonoides, que esta em maior

concentracao [35].

A diferenga apresentada entre os extratos na avaliagdo da atividade
antioxidante total por diferentes métodos sugere que cada ensaio determina
diferentes aspectos da capacidade antioxidante. Embora os métodos aplicados
nesse trabalho estejam baseados em propriedades de inibigdo, diferentes
reacdes quimicas estdo acontecendo com radicais diversos. Essas diferengas
significativas comprovam o que outros autores sugerem quando afirmam que
diferentes antioxidantes contribuem de forma diferente para a atividade

antioxidante total em um extrato dependendo do método utilizado [36].

Assim como muitos organismos, o Tenebrio molitor possui mecanismos
de defesa para neutralizar as espécies reativas que estiverem em excesso.
Estes mecanismos sdo compostos por diversas enzimas com funcao
antioxidante e desintoxicante [24]. Diversos estudos tém demonstrado que
quando as larvas de T. molitor sdo submetidas a estresse oxidativo ocorre um
aumento significativo da produgao de espécies reativas e isso esta relacionado
a danos moleculares e consequentemente induzem as vias de morte celular
[23,24].

Diante do estresse oxidativo ocasionado pela inoculagao de peroxido de
hidrogénio, a agéo protetora do extrato metandlico foi avaliada pelo aumento da
sobrevida das larvas previamente tratadas com o extrato em comparagédo com
a sobrevida das larvas nao tratadas. Também é possivel avaliar a toxicidade do

extrato testado. Até o presente momento ndo existe descricdo na literatura
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cientifica de investigagdo do potencial antioxidante de M. hirtiflora em larvas de
T. molitor [37].

Entretanto, conhecido os mecanismo de defesa antioxidante do inseto e
0Ss mecanismos oxidativos ocasionados pelo estresse € possivel sugerir
algumas hipdteses. As enzimas presentes nas larvas de T. molitor reagem
quimicamente com o peroxido de hidrogénio e isso provoca a liberagdo de
atomos de oxigénio. Essa liberagdo € uma reacao altamente instavel e termina
na liberacdo de atomos de oxigénio instaveis que levam a formacgdo de

espécies reativas [37].

Essas espécies reativas de oxigénio sao responsaveis pelas lesdes
celulares, provocadas por oxidagcao de lipideos, proteinas, carboidratos e
acidos nucleicos. Considerando o estresse oxidativo induzido pelo peréxido de
hidrogénio, a presenca de compostos fendlicos e mais especificamente,
flavonoides, auxilia os mecanismos bioldgicos combatendo a produgédo das
espécies reativas de oxigénio. O extrato escolhido para ser testado nas larvas
de T. molitor foi o extrato metandlico, pois apresentou as maiores
concentragbes de compostos fendlicos e flavonoides e a melhor atividade
antioxidante no método do DPPH [37].

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que os extratos
das folhas de M. hirtiflora apresentam consideravel teor de compostos
fendlicos, flavonoides, atividade antioxidante in vivo sobre larvas de T. molitor e
in vitro. No entanto, investigagdes adicionais s&o necessarias para uma melhor
elucidacado dos mecanismos de agao pelo qual esta espécie vegetal exerce sua
potencial atividade antioxidante in vivo, avaliando também sua citotoxicidade

para garantir a segurancga de seu uso medicinal.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo foi possivel
concluir que a M. hirtiflora € uma fonte natural de substancias com atividade
antioxidante. Em relacdo a extracdo, compostos diferentes podem ser obtidos
através do uso de diferentes solventes por afinidade de polaridade e isso

influencia nos métodos aplicados para avaliar a atividade antioxidante total.
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Embora os métodos aplicados nesse trabalho estejam baseados em
propriedades de inibicao, foi possivel concluir que diferentes reagdes quimicas
estdo acontecendo com radicais diversos, assim varios testes baseados em

diferentes mecanismos devem ser analisados.
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FIGURA 1. Conteudo de compostos fendlicos (A) e flavondides (B)
(concentracao de 1000 pg/mL) dos extratos bruto obtidos de folhas Myrcia
hirtiflora. CHX: extrato ciclohexanico; CLO: extrato cloroférmico; ACT:

extrato de acetato de etila; MET: extrato metandlico.
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FIGURA 2. Atividade antioxidante pelo método de fosfomolibdénio dos
extratos bruto da Myrcia hirtiflora. CHX: extrato ciclohexanico; CLO:
extrato cloroféormico; ACT: extrato de acetato de etila; MET: extrato

metanolico.



22

(B)

(A)

004
5

1
(%) T4S - HddQ

-]

T
[=]
wn

(%) TYS - Hdda

004

%,
\&\e
VA‘\ QQ\
&,\\Q
%, %
\ow\e
%, e
&.\\«.
<
»@\q
x\«.
%, %
/n.ﬂVM
(3
%,
\Ow\Q
(#)
VQ\\Q Q\
QQ
(7
»@\q %
QQ
O3
v&\g
o
%,
\9\«.
%, %
5,
,ﬁnvM
o

(C)

T
o
[Te]

(%) TS - Hdda

004

2
«@v
V\«“Q. QQ\
QQQ
Vox\o, &
"%
%, o
Q,ona
Q,.?
S
%

* k%

s

L]
(=}

004
5

(%) 14S - Hdda

FIGURA 3. Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais

livres do DPPH dos extratos bruto da Myrcia hirtiflora e Trolox. (A) Extrato
Ciclohexano; (B) Extrato Cloroféormio; (C) Extrato Acetato de Etila; (D)

Extrato Metandlico; (E) Trolox. CHX: extrato ciclohexano; CLO: extrato

cloroféormio; ACT: extrato de acetato de etila; MET: extrato metandlico.
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FIGURA 4. Avaliagdo de sobrevida do Tenebrio molitor tratado com
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Avaliacao por pares

A Taylor & Francis estd comprometida com a integridade da revisdo por pares € com 0s
mais altos padrdes de revisao. Uma vez que o seu papel foi avaliado para a adequacao
pelo editor, serd entdo duplo-cego peer-reviewed por independentes, anOnimos peritos

arbitros. Saiba mais sobre o que esperar durante a revisdo pelos pares e leia

nossa orientacao sobre ¢ética editorial.

Preparando seu trabalho

Todos os autores que se submetam a medicina, & biomedicina, as ciéncias da satde,

revistas de saude aliadas e de saude publica devem estar em conformidade com os

Requisitos Uniformes para Manuscritos Submetidos a Revistas Biomédicas , preparado

pelo Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas (ICMJE).

Estrutura

Seu trabalho deve ser compilado na seguinte ordem: pagina de rosto; abstrato; palavras-
chave; Texto principal; Reconhecimentos; Declaracio de declaragdo de
juros; referéncias; Tabela (s) com legenda (s) (em paginas individuais); Figuras; Figura

legendas (como uma lista).

Revisdes: O corpo de um artigo de revisdo deve ser uma revisdo abrangente, baseada
em evidéncias eruditas da literatura, acompanhada de andlise critica e levando a
conclusdes razoaveis. Sempre que adequado, devem ser fornecidos pormenores da
metodologia de pesquisa bibliografica, ou seja, as bases de dados pesquisadas, os
termos de pesquisa e as datas de inclusdo, bem como quaisquer critérios de
selectividade impostos. Sempre que possivel, use recursos primarios, evitando "Dados

em Arquivo", "Cartaz" ou outras referéncias nao publicadas.
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Contagem de palavras

Inclua uma contagem de palavras para o seu trabalho. Nao existem limites de palavras

para esta revista.

Diretrizes de estilo

Consulte estas diretrizes de estilo ao preparar seu artigo, em vez de artigos publicados

ou uma cépia de amostra.
Por favor, use ortografia americana consistentemente em todo o seu manuscrito.

Por favor, use aspas duplas, exceto onde "uma cotacdo ¢" dentro de "uma

citacdo". Observe que as citagdes longas devem ser recuadas sem aspas.

Formatacao e modelos

Os artigos podem ser submetidos em qualquer formato padrdo, incluindo Word e
LaTeX. As figuras devem ser guardadas separadamente do texto.Para ajuda-lo na

preparacao do seu trabalho, fornecemos modelos de formatagao.

Os modelos do Word estdo disponiveis para este diario. Guarde o modelo no disco

rigido, pronto para uso.

Um modelo LaTeX estd disponivel para esta revista. Guarde o modelo no disco rigido,

pronto para uso.

Se nao conseguir utilizar os modelos através dos links (ou se tiver outras consultas

de modelo), contacte authortemplate@tandf.co.uk

Referéncias

Use este guia de referéncia ao preparar o seu trabalho. Um estilo de saida

EndNote também esta disponivel para ajuda-lo.
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Lista de verificacdo: o que incluir

Detalhes do autor. Certifique-se de que todos os requisitos do ICJME (Comité

Internacional de Editores de Revistas Médicas) sejam incluidos como autores do seu

trabalho. Inclua os nomes completos dos autores, afiliagbes, enderecos postais,
numeros de telefone e enderecos de e-mail na pagina de rosto. Onde estiver

disponivel, inclua também ORCiDs e identificadores de midia social (Facebook, Twitter

ou LinkedIn). Um autor tera de ser identificado como o autor correspondente, com o
seu endereco de e-mail normalmente exibido no artigo PDF (dependendo da revista) e
do artigo on-line. As afiliagdes dos autores sdo as afiliagdbes onde a pesquisa foi
conduzida. Se qualquer um dos co-autores nomeados mover a filiacdo durante o
processo de revisdo pelos pares, a nova afiliacdo pode ser dada como uma nota de
rodapé. Por favor, note que nenhuma alteracdo a afiliacdo pode ser feita apds o seu

papel ser aceito. Leia mais sobre autoria.

Um resumo ndo estruturado de ndo mais de 250 palavras, resumindo o nucleo
central de conhecimento que é o foco do artigo. Ele deve ser escrito em um estilo
informativo permitindo o seu uso, sem revisao, por servicos de abstracao, dar detalhes
essenciais dos resultados da pesquisa sem mais referéncia a Leia dicas sobre

COMmoO escrever o seu resumao.

Resumo grafico . Esta € uma imagem para dar aos leitores uma idéia clara do
conteldo de seu artigo. Deve ter uma largura mdaxima de 525 pixels. Se a imagem for
mais estreita que 525 pixels, coloque-a sobre um fundo branco de 525 pixels de
largura para garantir que as dimensdes sejam mantidas. Salve o resumo grafico como
.jpg, .png ou .gif. Por favor, ndo incorpora-lo no arquivo manuscrito, mas salva-lo como

um arquivo separado, denominado GaphicalAbstractl.

Vocé pode optar por incluir um resumo de video com seu artigo. Descubra

como estes podem ajudar o seu trabalho a atingir um publico mais amplo, eo gue

pensar quando filmar.

Cinco palavras-chave . As palavras-chave ajudardo indexadores na indexacao

cruzada de seu artigo. Leia tornando seu artigo mais descoberto, incluindo

informacdes sobre como escolher um titulo e otimizacdo de mecanismo de busca.
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Detalhes de financiamento . Forneca todos os detalhes exigidos pelos seus
orgdos definanciamento e concessao de subvencdes, como se segue:
Para subvencbes de agéncia Uunica: Este trabalho foi apoiado pela [agéncia de
financiamento] sob Grant [nimero XXXX].
Para subvencbes multiplas agéncia : Este trabalho foi apoiado pela [agéncia de
financiamento] sob concessdo [numero xxxx]; [Agéncia de financiamento] em Grant

[numero xxxx]; E [agéncia de financiamento] sob concessdo [numero xxxx].

Declaracdo de divulgacdo.Isto é para reconhecer qualquer interesse
financeiro ou beneficio que surgiu a partir das aplicacdes diretas de sua

pesquisa. Orientacdo adicional sobre o que é um conflito de interesses e como divulga-

lo.

Informagdes de geolocalizagao. Submeter uma secdo de informacdes de
geolocalizacdo, como um paragrafo separado antes de seus agradecimentos, significa
gue podemos indexar a area de estudo do seu papel com precisdo no banco de dados
da literatura geografica do JournalMap e tornar seu artigo mais acessivel a outras

pessoas. Mais informacdes.

Material on-line suplementar. Material suplementar pode ser um video,
conjunto de dados, conjunto de arquivos, arquivo de som ou qualquer coisa que
suporte (e é pertinente) para o seu papel. Nés publicamos o material suplementar em

linha através de Figshare. Saiba mais sobre material suplementar e como envia-lo com

seu artigo.

Figuras. As figuras devem ser de alta qualidade (1200 dpi para arte de linha,
600 dpi para tons de cinza e 300 dpi para cores). As figuras devem ser salvas como

arquivos TIFF, PostScript ou EPS.

Tabelas. As tabelas devem apresentar novas informag¢des em vez de duplicar o
gue estd no texto.Os leitores devem ser capazes de interpretar a tabela sem

referéncia ao texto. Fornega arquivos editaveis.

Equacgoes . Se vocé estiver enviando seu manuscrito como um documento do
Word, verifique se as equacdes sao editdveis. Mais informacdes sobre simbolos

matematicos e equacdes.
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Unidades. Utilize unidades Sl (ndo italico).

Usando material de terceiros em seu trabalho

Vocé deve obter a permissdo necessaria para reutilizar material de terceiros em seu
artigo. O uso de curtos extratos de texto e alguns outros tipos de material ¢ geralmente
permitido, de forma limitada, para fins de critica e revisdo sem obter permissao
formal. Se vocé deseja incluir qualquer material em seu papel para o qual vocé ndo
possui direitos autorais e que ndo esta coberto por este acordo informal, vocé precisara
obter permissdao por escrito do proprietario dos direitos autorais antes da

submissdo. Mais informagdes sobre como solicitar permissao para reproduzir trabalhos

sob copyright.

Declaracio de divulgacao

Inclua uma declaragdo de divulgacdo de juros, usando o subtitulo "Divulgacdo de
juros". Se voc€ nao tem nenhum interesse para declarar, por favor, indique isso
(sugestao de redacdo: Os autores relatam nenhum conflito de interesse ). Para todos os
documentos financiados pelo NIH / Wellcome, o (s) nimero (s) de concessdao deve (m)

ser incluido (s) na divulgagdo da declaragdo de juros. Leia mais sobre declarar conflitos

de interesse.
Registro de Ensaios Clinicos

Para serem publicados numa revista Taylor & Francis, todos os ensaios clinicos devem
ter sido registados num repositorio publico no inicio do processo de investigacdo (antes
da inscricdo do doente). Os ntimeros de registo de ensaio devem ser incluidos no
resumo, com detalhes completos na sec¢do de métodos. O registro deve ser acessivel ao
publico (sem custo adicional), aberto a todos os potenciais inscritos e gerido por uma
organizagdo sem fins lucrativos. Para obter uma lista de registos que satisfazem estes

requisitos,  visite  aPlataforma  Internacional de  Registos de  Ensaios

Clinicos da OMS (ICTRP). O registro de todos os ensaios clinicos facilita o

compartilhamento de informagdes entre clinicos, pesquisadores e pacientes, aumenta a

confianc¢a do publico na pesquisa e estd de acordo com as diretrizes do ICMJE.
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Cumprimento da ética da experimentacio

Certifique-se de que todas as pesquisas relatadas nos trabalhos apresentados foram
conduzidas de maneira ética e responsavel e estdo em total conformidade com todos os
codigos relevantes de experimentacdo e legislacdo. Todos os artigos que
relatam experiéncias in vivo ou ensaios clinicos em seres humanos ou animais devem
incluir uma declaragdo escrita na secdo Métodos. Isso deve explicar que todo o trabalho
foi conduzido com a aprovagdo formal do comité humano local ou de comités de
cuidado animal (institucional e nacional) e que os ensaios clinicos foram registrados
conforme a legislagdo exige. Os autores que ndo possuam comités de avaliacdo ética
formal devem incluir uma declaracdo de que seu estudo segue os principios

da Declaracao de Helsinque.

Consentimento

Todos os autores devem seguir os requisitos do ICMJE sobre privacidade e

consentimento informado de pacientes e participantes do estudo. Confirme que qualquer
paciente, usuario do servico ou participante (ou o pai ou o tutor legal dessa pessoa) em
qualquer pesquisa, experimento ou ensaio clinico descrito no seu trabalho deu
consentimento por escrito a inclusdo de material pertencente a si, que reconhece que
Nao podem ser identificados através do papel; E que vocé os anonimizou
completamente. Quando alguém estd falecido, por favor, certifique-se de ter
consentimento por escrito da familia ou propriedade. Os autores podem usar
este Formulario de Consentimento do Paciente, que deve ser preenchido, salvo e

enviado ao periddico se solicitado.
Saude e seguranca

Confirme que todos os procedimentos obrigatorios de saude e seguranca do laboratério
foram cumpridos no decurso da realizagdo de qualquer trabalho experimental relatado
no seu trabalho. Certifique-se de que seu papel contém todos os avisos apropriados
sobre quaisquer perigos que possam estar envolvidos na realizacdo dos experimentos ou
procedimentos que vocé€ descreveu ou que possam estar envolvidos em instrugoes,

materiais ou formulas.

Inclua todas as precaugdes de seguranca relevantes; E cite qualquer padrdo aceito ou
coddigo de pratica. Autores que trabalham em ciéncias animais podem achar

util consultar a Associacdo Internacional de Conselheiros Veterinarios Consenso Autor
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OrientacOes sobre Etica Animal e Bem-estar e Diretrizes para o Tratamento de Animais

em Pesquisa Comportamental e Ensino . Quando um produto ainda ndo foi aprovado

por um 6rgao regulador apropriado para o uso descrito em seu trabalho, especifique isto,

ou que o produto ainda esta em investigagao.
Enviando seu artigo

Este periddico usa Esta revista usa o ScholarOne para gerenciar o processo de revisdo
por pares. Se vocé€ ndo enviou um artigo para esta revista antes, voc€ precisara criar uma
conta no centro de submissao. Por favor, leia as orientagdes acima e, em seguida, envie

seu trabalho no Author Center, onde vocé vai encontrar guias de usuario e um helpdesk.

Se vocé esta enviando em LaTeX, por favor, converta os arquivos para PDF de antemao

(vocé também precisara carregar seus arquivos fonte LaTeX com o PDF).

Por favor, note que a Free Radical Research usa Crossref ™ para exibir documentos
para material ndo original. Ao enviar seu artigo para a Free Radical Research, vocé esta
concordando com verificagdes de originalidade durante os processos de revisdo e

produgdo de pares.

ApoOs a aceitagdo, recomendamos que vocé mantenha uma copia do seu Manuscrito

Aceito. Saiba mais sobre como compartilhar seu trabalho.

Taxas de publicagio
Nao existem taxas de envio ou encargos de pagina para esta revista.

As figuras de cores serdo reproduzidas em cores no seu artigo on-line gratuitamente. Se
for necessario que as figuras sejam reproduzidas em cores na versdao impressa, sera

aplicada uma taxa.

As taxas para os numeros de cor impressos sdo £ 250 por figura (US $ 395 doélares, US
$ 385 dolares australianos, € 315). Para mais de 4 cores, os nimeros 5 e acima serdo
cobrados em £ 50 por figura (US § 80 dolares americanos, US § 75 ddlares australianos,
€ 63). Dependendo da sua localizagdo, estas taxas podem estar sujeitas a impostos

locais.
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Opcoes de direitos autorais

O Copyright permite que vocé proteja seu material original e impede que outros usem
seu trabalho sem sua permissdo. Taylor & Francis oferece uma série de diferentes
opgoes de licenca e reutilizagdo, incluindo licengas Creative Commons ao publicar o

acesso aberto. Leia mais sobre acordos de publicacdo.

Cumprimento das agéncias de financiamento

Depositaremos todos os documentos do National Institutes of Health ou Wellcome
Trust em PubMedCentral em nome dos autores, atendendo aos requisitos de suas
politicas de acesso aberto (OA). Se isso se aplica a vocé, informe nossa equipe de
produgdo quando receber suas provas de artigos, para que possamos fazer isso por
voceé. Verifique aqui_os mandatos das politicas de OA dos financiadores. Saiba mais

sobre como compartilhar seu trabalho.

Acesso livre

Esta revista da aos autores a opcdao de publicar o acesso aberto através do

nosso programa de publicacdo Open Select, tornando-o gratuito para acessar on-line

imediatamente na publicagdo. Muitos financiadores mandam publicar seu acesso

aberto a pesquisa; Vocé pode verificar politicas e mandatos do financiador de acesso

aberto aqui.

Taylor & Francis Open Select da a vocé, sua institui¢do ou financiador a opc¢ao de pagar
uma taxa de publicagdo de artigos (APC) para tornar um artigo de acesso aberto. Entre

em contato com openaccess@tandf.co.uk se vocé quiser saber mais ou va ao nosso site

de Servicos de Autor.

Para obter mais informagdes sobre opgdes de licenga, periodos de embargo e APCs para

esta revista, va aqui.

Manuscritos Aceitos Online (AMO)

Esta revista publica manuscritos on-line o mais rapido possivel, como um PDF do
documento final, aceito (mas ndo editado e ndo corrigido). Isso ¢ claramente
identificado como um manuscrito ndo editado e ¢ referido como o Manuscrito Aceito

Online (AMO). Nenhuma alteragdo serd feita no contetido do artigo original para a
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versado AMO, mas, ap6s a edicdo de copia, composi¢ao e revisdo da prova resultante,
sera publicada a versdo final corrigida (a Versdo do Registro [VoR]), Substituindo a

versao AMO.

O VoR ¢ a versao do artigo que aparecera em um numero da revista. Ambos a versao
AMO e VoR podem ser citados usando o mesmo DOI (identificador de objeto
digital). Para garantir uma publicacdo rapida, pedimos que vocé devolva seu contrato de
publicagdo assinado o mais rapido possivel e retorne as correcdes dentro de 48 horas

apods receber suas provas.
Minhas obras autorizadas

Na publicagdo, vocé podera visualizar, baixar e verificar as métricas de seu artigo
(downloads, citagdes e dados Altmetric) por meio de Meus trabalhos criados no Taylor
& Francis Online. Este ¢ o lugar onde vocé pode acessar todos os artigos que vocé

publicou conosco, bem como o seu link eprints livre , para que vocé possa rapidamente

e facilmente compartilhar seu trabalho com amigos e colegas.

Estamos empenhados em promover e aumentar a visibilidade do seu artigo. Aqui estdo

algumas dicas e idéias sobre como voc€ pode trabalhar conosco para promover sua

pesquisa.

Artigo reimpressoes

Para obter informagdes sobre reimpressdes, entre em contato com a equipe Taylor &

Francis Author Services em reprints@tandf.co.uk . Para solicitar uma copia do

problema que contém o seu artigo, entre em contato com nossa equipe

de Atendimento ao Cliente em Adhoc@tandf.co.uk.

Consultas

Se vocé tiver alguma davida, por favor visite nosso site de servicos de autor ou entre em

contato conosco em authorqueries@tandf.co.uk.




