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COSTA, Gislene Parreiras. Estudo da Atividade Antioxidante de Folhas e Polpa de
Annona crassiflora Mart. Para utilizar como Fitocosmético Mart. 2017. 52f. Dissertacdo
(Mestrado em Biociéncias). — Faculdade de Ciéncias e Letras, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Assis, 2017.

RESUMO

O Cerrado, um dos principais biomas brasileiros, tem sofrido sucessivas agressdes a sua
biodiversidade, ocasionando o desaparecimento de inUmeras espécies com potencial
biotecnologico. Dentre as espécies tipicas do Cerrado, Annona crassiflora Mart.
(Annonaceae), também conhecida como marolo, possui especial importancia, principalmente
devido a presenca de fitoquimicos com acdo antioxidante. O presente trabalho teve como
objetivo investigar a acdo antioxidante e quantificar a presenca de fendis, flavonoides e
taninos nos extratos hidroalcoolicos obtidos a partir das folhas e da polpa de frutos de A.
crassiflora. Foi possivel verificar que o extrato hidroalcodlico obtido a partir das folhas de A.
crassiflora apresentou valores de compostos fendlicos, flavonoides e taninos equivalentes aos
respectivos padrdes (acido galico, quercetina e proantocianidinas, respectivamente). Com
base nestes resultados, foi produzido e testado, in vitro, um fitocosmético em forma de gel.
Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que a formulacdo de um gel
enriquecido com este extrato abre a possibilidade do desenvolvimento de um novo
fitocosmetico com atividade antienvelhecimento.

Palavras-chave: Plantas nativas, Antioxidantes, Fitoquimicos, Fitocosmético.



COSTA, Gislene Parreiras. Study of the Antioxidant Activity of Leaves and Pulp of
Annona crassiflora Mart. To use as Phytocosmetics 2017. 52f. Dissertation (Master in
Biosciences). — Faculdade de Ciéncias e Letras, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Assis, 2017.

ABSTRACT

The Cerrado, one of the main Brazilian biomes, has undergone successive aggressions against
its rich biodiversity, causing the disappearance of numerous species with biotechnological
potential. Among the typical species of the Cerrado, Annona crassiflora Mart. (Annonaceae),
also known as marolo, has special importance, mainly due to the presence of phytochemicals
with antioxidant action. The present work had as objective to investigate the antioxidant
action and to quantify the presence of phenols, flavonoids and tannins in the hydroalcoholic
extracts obtained from the leaves and fruit pulp of A. crassiflora. It was possible to verify that
the hydroalcoholic extract of A. crassiflora leaves contain phenolic compounds that can serve
as natural sources of antioxidant agents, especially tannins. Based on these results, we
produced and testedppp, in vitro, a phytocosmetic in gel form, obtaining very promising
results. In this way, the formulation and evaluation of a gel enriched with this extract opens
the possibility of the development of a new phytocosmetics with antiaging activity.

Keywords: Native plants, antioxidants, phytochemicals, phytocosmetics.
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Introducéo

Cerrado

No Brasil existe uma grande biodiversidade, sendo o bioma Cerrado um dos seus
principais representantes. O Cerrado € amplamente distribuido em territério brasileiro e
possui mais de 6.000 espécies vegetais com valores alimenticios e medicinais, muitas das
quais ainda ndo foram devidamente estudadas e exploradas (MYERS et al., 2000). Segundo
Eiten (1972) o Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, porém, grande parte das areas
deste bioma foram transformadas em pastagens, plantacGes de grdos e para outras finalidades

(KLINK E MACHADO, 2005).

Devido a sua localizacdo, o Cerrado compartilha espécies com a maioria dos biomas
brasileiros, especialmente com a floresta amazonica, a caatinga e a mata atlantica; contudo
devido ao alto grau de endemismo, aproximadamente 45% de suas espécies sdo nativas e a
ocupacdo desordenada e destrutiva de sua area, tornou este bioma o ecossistema brasileiro que
mais tem sofrido agressdes. A valorizagdo e a descoberta de meios de uso sustentavel da
biodiversidade do Cerrado sé&o alternativas interessantes do ponto de vista da sua conservacao

e de grande importancia socioeconémico (MACHADO, 2010).

Existem diversos estudos sobre a caracterizacdo fisico-quimica de frutas nativas do
Cerrado devido a sua importancia como fonte de proteinas, lipideos, taninos, carboidratos,
minerais, fibras, acidos graxos e vitaminas; além de uma grande nimero de substancias
bioativas, tais como carotenoides, compostos fendélicos, flavonoides e taninos. Ainda, 0s
frutos dessas espécies sdo atrativos pelo sabor, cor, aroma peculiar e intenso (SILVA et al.,

2001).



13

Os frutos das espécies pertencente a familia Annonaceae, muitas delas nativas do
Cerrado, ocupam um lugar de destaque por apresentarem elevados teores de acucares,
vitaminas, proteinas e sais minerais, sendo utilizadas como matéria-prima para a producao de
doces, geléias, sorvetes, licores ou, ainda, in natura (SOARES et al., 2009).

A familia Annonaceae (Dicotyledonae), descrita por Antoine Laurent de Jussieu,
inclui 112 géneros com aproximadamente 2.150 espécies tropicais (MABBERLEY, 1997;
MAAS et al., 2001), sendo registrados no Brasil aproximadamente 26 géneros e 260 espécies.
No Cerrado foram registradas 27 espécies de Annonaceae, perfazendo 3,5% da flora total.
Destacam-se pelo seu potencial frutifero os géneros Rollinia, Duguetia e Annona
(NOGUEIRA et al., 2005). No género Annona destacam-se algumas espécies dos Cerrados
paulistas e mineiros, tais como Annona cacans, A. coriaceae e A. crassiflora (Figura 1),
produtoras de frutos comestiveis, que sdo popularmente conhecidas como araticum, nome
derivado do tupi, e que significa “arvore de fibra rija e dura”, “fruto do céu”, “saboroso”, ou
ainda “fruto mole”. Nativo do planalto central brasileiro, o araticum pode ser encontrado nas
areas de Cerraddo, Cerrado, Cerrado Denso, Cerrado Ralo e Campo Rupestre. Sua
distribuicdo ocorre no Distrito Federal e nos Estados da Bahia, Goids, Maranhdo, Mato

Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pard, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins (SILVA et

al.,2001).
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Figura 1. Annona crassiflora Mart. adulta.

As arvores sdo de pequeno porte com a altura variando entre 4 e 8 m e o diametro da
copa podendo chegar aos 40 cm, com caule tortuoso, revestido por uma casca aspera, €
resistente a acdo do fogo (SOARES et al.,, 2009). Apesar do lento crescimento séo
recomendados para arborizacdo de ruas estreitas. A planta floresce geralmente entre 0os meses

de outubro e novembro (LORENZI, 1998).

Annona crassiflora Mart.

Esta espécie arborea, conhecida popularmente como marolo, é nativa dos Cerrados
brasileiros, e classificada dentro da divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Magnoliales, familia Annonaceae. Em diferentes regides, é também conhecida como
araticum-do-Cerrado, araticum-do-campo, pand, cabeca de negro e pinha-do-Cerrado
(SOARES et al., 2009). Seus frutos sdo ricos em vitaminas, ferro, fosforo e calcio
(ALMEIDA, 1998). A temporada de colheita ocorre entre fevereiro e abril e sdo
comercializados para o consumo in natura em feiras livres e beiras de estradas. Segundo Melo

(2005) os frutos sdo utilizados na producdo de doces, licores e geléias, e 0s seus principios
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ativos vém sendo explorados na producéo de medicamentos para o tratamento de cancer, entre
outras aplicacoes.

A espécie floresce durante os meses de outubro e novembro, as flores (Figura 2A)
podem ser solitarias ou agrupadas, auxiliares, dotadas de pétalas carnosas de coloracdo verde-
amarela (RIBEIRO et al., 2000; SOARES, 2002). O araticum é uma planta dipldide
(RIBEIRO et al., 2000) preferencialmente alégama, com plantas funcionais reprodutiva
masculinas, femininas e hermafroditas, podendo apresentar certo grau de autofecundacao, a
qual é preferencialmente realizada por meio da polinizacdo cruzada, ndo havendo a formacéo
de frutos por apomixia (CAVALCANTI et al., 2009). As sementes (Figura 2B) de A.
crassiflora apresentam dorméncia o que dificulta a producdo de mudas da espécie (RIZZINI,
1973; RIBEIRO et al., 2000; MELO, 2005). A germinacdo € extremamente lenta,
necessitando, em condicdes de campo, de 240 a 260 dias para que 50% da populacdo de
sementes apresentem emergéncia das plantulas (RIZZINI, 1973). A frutificacdo se inicia em
novembro, com a maturacdo dos frutos concentrados entre janeiro e abril. Apds o plantio, a
producdo dos primeiros frutos (Figura 2C) é de aproximadamente quatro anos (SOARES et
al., 2009); o fruto é subglobuloso, possuindo uma casca de coloragcdo verde quando em
desenvolvimento e marrom, quando maduro. Ja a polpa é adocicada, podendo variar do
branco ao amarelo. De acordo com Mesquita et al. (2007), o marolo é uma fruta rdstica,
embora sua area basal total seja influenciada positivamente pelos niveis de calcio, magnésio e
potassio no solo. Para a conservacdo, caracterizacdo e uso de plantas nativas do Cerrado tais
como o araticum, o estabelecimento de bancos de germoplasma, 0s ajustes no processo de
domesticacdo e o estabelecimento de plantios comerciais, sdo de grande importancia como

alternativas também para o extrativismo predatorio (JUNQUEIRA et al., 2008).
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Figura 2. (A) Flor de A. crassiflora, (B) Sementes, (C) Fruto.

Leboeuf (1980) estudou a composicdo de metabolitos secundarios em diferentes
espécies da familia Annonaceae, identificando a predominancia de alcal6ides aporfinicos e
oxoaporfinicos. Além destes alcaldides, foram identificados também polifenois, 6leos
essenciais, terpenos e substancias aromaticas. Nas espécies do género Annona, os metabolitos
secundarios mais frequentes sdo 0s terpenos, as acetogeninas, os alcal6ides e os flavondides

(SIMOES et al., 2010; BERMEJO et al., 2005).

Plantas com atividade antioxidante

Os antioxidantes podem ser encontrados naturalmente em nosso organismo e em
alimentos. Estes sdo responsaveis pela protecdo do organismo contra a a¢do oxidativa dos
radicais livres (POVOA FILHO, 1995; YOUNGSON, 1995; HALLIWELL E
GUITTERIDGE, 2000), que em excesso no organismo podem desencadear varias doencas
como: o cancer, doencgas cardiacas e doencas degenerativas, como Mal de Alzheimer, assim
como ao processo inflamatorio e ao envelhecimento precoce (LOIZZO et al., 2012;
ROESLER et al., 2007; SHAMI E MOREIRA, 2004).

Conforme sua estrutura, os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e
ndo enzimaticos. Os principais componentes do sistema antioxidante enzimatico sdo a

superdxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase, que agem no inicio da cadeia de
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formacdo das espécies reativas, evitando o acumulo dos radicais O,— e H,0,. Os
antioxidantes ndo-enzimaticos incluem compostos produzidos in vivo, tais como a glutationa
reduzida, a ubiquinona, o &cido Urico e as proteinas de transporte de metais de transicéo
(transferrina e ceruloplasmina) e compostos obtidos diretamente da dieta, tais como o
betacaroteno e as vitaminas C e E (MACNEE, 2000). As espécies de Annanonaceae se
destacam por apresentarem atividades antioxidantes incluem os fendis, acidos fenolicos como
flavonoides, tocoferois, fosfolipidios, aminoacidos, acido ascérbico, pigmentos, taninos e
esterdis (BERNARDES et al., 2010).

Os compostos fendlicos compdem uma ampla classe de substancias de origem natural,
a sintese dos fendis ndo ocorre na espécie humana e suas caracteristicas e efeitos bioldgicos
sdo: antiinflamatérias, anticarcinogénicas, antitromboticas, antivirais, antimicrobianas,
vasodilatadoras, imunomodulatérias e analgésicas (GUSMAN, 2001; CANTOS; ESPIN;
TOMAS-BARBERAN, 2002), expectorante, colerética (SIMOES, 2010) e, sobretudo, inibem
a peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; SOARES, 2002).

Os taninos condensados apresentam importancia nos alimentos. Em baixas
concentragbes em frutos, os taninos conferem-lhes caracteristicas sensoriais desejaveis.
Portanto, em concentracdes mais elevadas, conferem aos frutos e outros alimentos
caracteristicas adstringentes (DEGASPARI E WASZCZYNSKYJ, 2004). Como 0s taninos
apresentam um potencial antioxidativo, detém a capacidade de atuar no processo de
estabilizag&o de radicais livres (PAIVA et al., 2002).

Flavondides sdo compostos polifendlicos biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides e do acetato, precursores de varios grupos de substancias como aminoacidos
alifaticos, terpenoides, acidos graxos dentre outros (MANN, 1987). Os flavondides previnem
doenca arterial coronariana (doencas cerebrovasculares) (REIN et al., 2000; HALLIWELL,

1992), doencas renais e doencas do diabetes mellitus (LAPIDOT; WALKER; KANNER,
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2002) e a apigenina exibe efeitos antiproliferativos sobre varios tipos de cancer, como cancer
de prostata, por exemplo (GUPTA; AFAQ; MUKHTAR, 2001) e também induz mudancas
morfologicas em algumas células (KUO E YANG, 1995). Em estudo desenvolvido por
Zhang; Vareed; Nair (2005) foi constatado o efeito inibitorio da cianidina, delfinidina,
pelargonidina, petunidina e malvidina na proliferacdo de células humanas cancerigenas,
originadas em diferentes partes do corpo como estdmago, célon, mama, pulmao e sistema
nervoso central.

Nos Gltimos anos a inddstria farmacéutica estd empenhada em desenvolver farmacos
de origem vegetal importantes para o tratamento do cancer, como os alcaloides dos farmacos
vincristina e vimblastina, isolados da espécie Catharanthus roseus, da familia Apocynaceae,
originaria do continente Africano, e utilizada no tratamento de diabetes (GUERITTE E
FAHY, 2005). O alcaldéide camptotecina € bem conhecido por ser utilizado em
quimioterapicos, isolada da espécie Camptotheca acuminata (Nyssaceae), uma arvore
ornamental chinesa (RAHIER; THOMAS; HECHT, 2005).

A familia Annonaceae vem se destacando ha mais de uma década, quanto a sua
atividade farmacoldgica e componentes quimicos, principalmente no que diz respeito ao
isolamento de alcaléides (LUCIO et al., 2015). Atualmente, os estudos sobre fitoquimica das
anonaceas estdo sendo intensificados, devido a presenca das acetogeninas, que sdo uma classe
de compostos com ampla atividade bioldgica, que também sdo objeto de estudo
(MATSUMOTO et al., 2010), e abrange citotdxica, imunossupressora, pesticida,
antiparasitaria e antimicrobiana (LIMA et al., 2010). Nas anonaceas sao encontrados também
compostos como Oleos essenciais, cuja composicdo predominante sd0 monoterpenos e
sesquiterpenos (SILVA et al., 2001).

Foi comprovada em estudos prévios (TEMPONE et al., 2005; OLIANI, 2012) a

atividade antiprotozoaria dos alcaldides presentes em diversas plantas da familia Annonaceae,



19

particularmente, na espécie A. crassiflora. A partir da analise do extrato etanolico obtido das
sementes de A. crassiflora, foram identificadas acetogeninas com atividade citotdxica frente a
varias linhagens de células tumorais (GONCALVES; MOSQUEIRA; PIMENTA, 2010).
Dentre os compostos fenolicos com efeito antioxidante e potencial de utilizacdo para o
desenvolvimento de produtos fitoterapicos ja identificados na espécie A. crassiflora,
destacam-se: taninos, tocoferais, esteroides, acidos fenolicos e flavonoides (ROESLER et al.,

2007; LUZIA E JORGE, 2013; LAGE et al., 2014).
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Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo investigar a acdo antioxidante e quantificar os
fenois totais, flavonoides e taninos condensados presentes no extrato hidroalcodlico da polpa
e das folhas de A. crassiflora. Além disso, foi objetivo deste trabalho desenvolver um
fitocosmético a partir do extrato que apresentou os melhores resultados farmacologicos e

fitoquimicos e avaliar a atividade antioxidante desse bioproduto.
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Resumo

Dentre as espécies tipicas do Cerrado, Annona crassiflora Mart. (Annonaceae), também
conhecida como araticum ou marolo, possui especial importancia farmacologica e
fitocosmética, devido a presenca de compostos bioactivos como ac¢ao antioxidante. O presente
trabalho teve como objetivo investigar a acao antioxidante e quantificar a presenca de fendis,
flavonoides e taninos nos extratos hidroalcodlicos obtidos a partir das folhas e da polpa de
frutos de A. crassiflora. A partir dos resultados da avaliacdo da acdo antioxidante dos extratos,
foi possivel produzir e testar in vitro um fitocosmético em forma de gel. O extrato
hidroalcodlico obtido a partir das folhas de A. crassiflora foi o que apresentou a melhor acao
antioxidante nas condi¢cfes testadas. Estes resultados demonstram o uso potencial deste

extrato para o desenvolvimento de um fitocosmético com efeito antioxidante e protetor.

Palavras-chave: Annona crassiflora, radicais livres, antioxidante.
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1. Introducéo

O Cerrado € o segundo maior bioma do Brasil (Eiten, 1972), apresentando mais de
1200 espécies de plantas. Destas, cerca de 110 possuem um forte potencial econémico.
Muitos dos seus frutos sdo saborosos e contém proteinas, sais minerais, acidos graxos,
vitaminas do complexo B e carotendides. Sdo atrativos pelo sabor, cor, aroma peculiar e
intenso. Porém, mesmo apresentando tanta riqueza as espécies do Cerrado estdo sendo pouco

utilizadas e exploradas comercialmente (Silva et al., 2001).

Entre os géneros encontrados no Cerrado encontram-se 0 género Annona que
atualmente é composto por uma espécie entre as A. crassiflora é popularmente conhecida
como marolo, é uma espécie arbdrea nativa do Cerrado brasileiro, pertencente a divisdo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Magnoliales e a familia Annonaceae. Em
diferentes regides, o fruto também é conhecido como araticum-do-Cerrado, araticum-do-
campo, pand, cabeca de negro e pinha-do-Cerrado (Soares et al., 2009). Seus frutos séo ricos

em vitaminas, ferro, fosforo, célcio e moléculas antioxidantes (Almeida ,1998).

Nos Gltimos anos a industria farmacéutica tem se empenhado em desenvolver produtos
de origem vegetal, devido ao fato destes apresentarem importantes propriedades
farmacoldgicas e terapéuticas. Neste sentido, o objetivo de nosso trabalho foi desenvolver um
fitocosmético a partir do extrato da A. crassiflora. Para isso, foi investigada a acdo
antioxidante desta planta e quantificados os niveis de fenodis totais, flavonoides e taninos

condensados.
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2. Material e Métodos
2.1 Material vegetal
2.1.1 Coleta e preparacao do material vegetal

As folhas e os frutos da A. crassiflora M. foram coletados no municipio de Assis/Sao
Paulo/Brasil (latitude: 22°39'42"S, longitude: 50°24'44"W, altitude: 546m), de ocorréncia
nativa com colaboracdo a dos pesquisadores do Instituto Florestal do Estado de Sao Paulo,
localizado na cidade de Assis/SP, local onde foi realizada a identificacdo e o depdsito da
exsicata no herbario da Estacdo Ecologica de Assis. O material coletado foi limpo e
submetido a secagem em estufa de ar circulante (x40°C). As folhas foram pulverizadas em

moinho de facas. Os frutos foram despolpados e as polpas congeladas a -18°C e liofilizadas.

2.1.2 Preparacao dos extratos

Os extratos hidroalcodlicos da polpa e da folha da A. crassiflora foram preparados
utilizando 10 g de material seco em 100 ml de solucdo (etanol 70% e agua destilada 30%).
Em seguida os extratos foram submetidos a agitacdo mecéanica por um periodo de 90 min,
permanecendo em maceracao estatica ao abrigo da luz por 3 dias. O residuo vegetal foi
retirado por filtragem a vacuo e reextraido por duas vezes. Os extratos obtidos foram levados
ao rotaevaporador para eliminacdo completa do alcool. Os extratos foram colocados em estufa
até obtencdo do peso seco constante. Ambos extratos foram armazenados em frasco de vidro

ambar (para evitar degradacdo por oxidacdo), protegido da luz.

2.2 Preparo dos extratos em diferentes concentragoes

Os extratos hidroalcodlicos secos, da polpa e folha da A. crassiflora, foram diluidos
em élcool etilico P.A. nas concentragdes de 1.000 a 10.000 pg/mL. Estas dilui¢des foram
empregadas no teste da atividade antioxidante DPPH e de lipoperoxidacdo, avaliacdo das

absorbancias e na quantificacdo de fendis, flavonoides e taninos.
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2.3. Caracterizacao fitoquimica dos extratos da A. crassiflora
2.3.1 Dosagem de fendis totais

O método utilizado foi o de Folin-Ciocalteau para a determinacdo dos compostos de
fenois totais, utilizando-se acido galico como padrdo de comparagdo. A cada 0,5 mL de
amostra de cada extrato em diversas concentracdes foram adicionados 5 mL de agua destilada
e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (molibdato, tungstato e acido fosforico). Apds 3
min foi adicionado 1 mL de solugdo de bicarbonato e sodio (Na,COs) saturada a 10% e a
mistura armazenada por 1 h. A absorbancia foi medida a 725 nm usando um
espectrofotobmetro UV-Vis. Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados

expressos em miligrama de acido galico por grama de extrato seco (mg/g).

2.3.2 Dosagem de flavonoides

Os flavonoides totais dos extratos foram quantificados utilizando espectrofotometro
UV-Vis. As amostras foram preparadas segundo a metodologia de Zhishen; Mengcheng;
Jianming (1999) com modificagdes, baseado na complexagéo dos flavonoides com cloreto de
aluminio (AICI3), ocorrendo o deslocamento das bandas de absor¢do para maiores
comprimentos de onda. Uma aliquota de 500 pL dos extratos em diversas concentragdes
foram misturados com 1,5 mL de &lcool etilico absoluto P.A. e 0,1 mL de cloreto de aluminio
(AICl3 10%. Foi adicionado 0,1 mL de acetato de sodio (CH3COONa) e os tubos foram
completados para 5,0 mL com 2,8 mL de &gua destilada. Os tubos com as misturas foram
agitados e homogeneizados. Ap6s 30 min ao abrigo da luz foi realizada a leitura a 425 nm.
Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em miligrama de

quercetina por grama de extrato seco.
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2.3.3 Dosagem de taninos condensados

Os taninos foram analisados segundo a metodologia descrita por Price; Hagerman;
Butler (1980) com modificacGes realizadas pela nossa equipe, por meio de reacdo
colorimétrica com solucdo de vanilina empregando diferentes concentracfes de extratos. Em
tubos de ensaios pré-aquecidos a 30 °C foi adicionado 1,0 mL da amostra, e acrescentados 2,5
mL de H,SO,4 25% e 2,5 mL de vanilina 1%. As amostras foram homogeneizadas e aquecidas
durante 20 min a temperatura de 30 °C. A leitura foi realizada a 500 nm em
espectrofotbmetro, obtendo-se assim a concentracdo de taninos a partir de uma curva padrao
de proantocianidinas, sendo os resultados expressos em miligrama de proantocianidinas por

grama de extrato seco.

2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos da A. crassiflora
2.4.1 Por sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril hidrazila (DPPH)

Para a avaliacdo do antioxidante o método utilizado foi o decaimento da absorbancia
no comprimento de onda observado entre 515 a 528 nm, produzido pela adicdo do
antioxidante a uma solucdo alcodlica do radical DPPH.

Os experimentos com os extratos hidroalcéolicos das folhas e polpa de A. crassiflora
foram realizados em triplicata para fins estatisticos, utilizando a solucdo de 1 mL de tampéo
acetato (pH 5,5 e 100 mM), 1,25 mL de etanol P.A., 500 uL de solu¢ao de DPPH" (250 uM) e
de 50 uL das amostras de cada extrato. Os extratos reagiram com o radical DPPH' por um
periodo aproximado de 30 min em ambiente de pouca luminosidade e em seguida foram
submetidos ao espectrofotdmetro UV-Vis a um comprimento de onda de 517 nm,
comprimento de onda em que o DPPH" apresentou maxima absorbancia. O alcool etilico
absoluto foi utilizado como controle. O célculo da atividade antioxidante dos extratos, ou seja,

a capacidade de sequestrar radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH") foi expressa
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pelo percentual de inibicdo de oxidacdo do radical, de acordo com a férmula: atividade
antIOXidante (%) = [(Acontro|e - Aamostra) / Acontro|e] X 100, Onde Aamostra é a abSOFbé.nCIa daS

amostras apds 30 min e Acontrole € @ absorbancia do DPPH', ambos a 517 nm.

2.4.2 Pelo método de lipoperoxidacao in vitro

Visto que a descoberta de novos extratos vegetais que, optamos por avaliar 0 stress
oxidativo é consequentemente o peroxido lipidico de suma importancia. Analisamos a
capacidade do extrato da A. crassiflora, em inibir o processo de peroxidacdo lipidica. Para
tanto foi escolhido o extrato da folha que apresentou um melhor resultado no teste. Este
ensaio foi realizado de acordo com o modelo proposto por Daker et al. (2008), com algumas
modificagdes. Como fonte de lipidios foi usado um homogeneizado de gema de ovo. Assim,
inicialmente 10 g de gema foram homogeneizados em 100 mL de tampdo fosfato 0.1 M.

Em tubos de vidro com tampa de rosca foi adicionado 0,5 mL de solu¢do de gema, 0,4
de &gua destilada e 0,1 ml da solugdo do extrato hidroalcodlico da folha da A. crassiflora em
alcool metilico nas concentragcdes ja definidas, de modo a obter as concentracdes finais de
1,25, 2,5 e 5 mg/mL. A este meio foi adicionado 0,1 ml de solucdo AAPH (2,2-azobis
amidinopropano dihidroclorido) a 0,12 M. Incubado a 37°C por 30 min. Adicionado 1,5mL de
TCA (4cido tricloroacético) a 20% e 1,5 mL de TBA (Acido Tiobarbiturico) a 1%. Esta
mistura foi incubada a 95°C por 60 min, em seguida foram adicionados 5,0 mL de butanol a
cada tubo e centrifugado a 3500g por 10 min. Apds este periodo foi retirado 1 mL do
sobrenadante e medida a absorbancia a 532 nm.

Como controle negativo (CN) foi utilizado alcool metilico absoluto em substituicdo
aos extratos da folha, também, no volume de 0,1 ml. Como controle positivo (CP) foi
utilizado 0,1 mL de uma solu¢do contendo quercetina na concentragdo de 0,1 mg/mL,

dissolvida em alcool metilico. O branco (B) continha apenas alcool metilico.
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A atividade antioxidante foi calculada como porcentagem de inibicdo da peroxidacao
de lipideos, segundo a equacéo: Inibicdo da peroxidacédo lipidica (%)= [(Acn — As) — (Aa —
Ag) / (Acn — Ag)] x 100; onde Aa €é a absorbéncia das amostras, Acy é a absorbancia do

controle negativo e Ag € a absorbancia do branco.

2.5 Preparo da formulacéo do gel do extrato da folha A. crassiflora

Gel de Natrosol é o gel de maior interesse para veiculagdo de ativos em dermatologia.
Apresenta carater ndo idnico sendo soluvel em agua quente ou fria. Ele é indicado para
incorporacdo de farmacos que diminui o pH final da formulagdo como, por exemplo, &cido

glicolico. Forma filme néo oclusivo e de facil remocao com agua.

2.6 Preparo de solugdes com o gel de A. crassiflora

Foi preparada uma solu¢do com a concentracdo 50 mg/ml do extrato seco, 1 g do gel,
contendo 100 mg do extrato, foi dissolvido em 1 mL de &lcool metilico. A partir desta foram
realizadas sucessivas dilui¢cdes de modo a obter as concentracdes de 12,5; 6,25 e 3,12 mg/mL,

que foram empregadas no teste de sua atividade antioxidante.

2.7 Avaliacdo da atividade antioxidante do gel de A. crassiflora
Neste teste a atividade antioxidante do gel nas concentracdes de 12,5, 6,25 e 3,12
mg/mL foi avaliada pelo método do sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril hidrazila

(DPPH), de acordo com metodologia ja descrita no item 2.4.1, para a avaliacdo dos extratos.
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3. Resultados
3.1 Dosagem de fenois totais

Para a quantificacdo de fendis totais no extrato da folha da A. crassiflora inicialmente

foi plotada uma curva de calibracéo, utilizando o &cido galico como padréo (Figura 1).
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Figura 1. Curva de calibracdo com &cido galico.

Posteriormente, os valores das absorbancias medidos para cada amostra foram inseridos
na curva de calibracdo e entdo obtidos os valores dos compostos fendlicos equivalentes ao
acido galico. Sendo os resultados expressos em miligrama de acido galico por grama de extrato

seco (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentragdo de compostos fendlicos (MQzcido galico/Jextrato seco) Presentes no extrato
das folhas e da polpa de A. crassiflora

Concentracao (mg/mL) Folhas Polpa
1,0 15,458 13,443
2,5 20,746 14,049
5,0 29,107 24,549
7,5 48,462 23,197
10,0 123,647 37,224

3.2 Dosagem de flavonoides
A dosagem de flavonoides dos extratos avaliados consistiu primeiramente em plotar

uma curva de calibracdo, em que se utilizou a quercetina como padrédo (Figura 1).
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Figura 2. Curva de calibragdo com quercetina.

Os valores das absorbancias medidas para as amostras de cada extrato foram
inseridos na curva de calibracdo e entdo obtidas as concentracbes dos compostos
flavonodicos equivalentes a quercetina. Sendo os resultados expressos em miligrama de

quercetina por grama de cada extrato seco (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentragdo de compostos flavonoides (MQquercetina/Jextrato seco) Presentes no extrato
das folhas e da polpa de A. crassiflora.

Concentracao (mg/mL) Folhas Polpa
1,0 1,005 21,277
2,5 1,657 31,323
50 1,328 40,661
7,5 0,959 47,510
10,0 0,954 46,600

3.3 Dosagem de taninos condensados

Os taninos condensados encontrados na dosagem desse metabolito, no extrato de
folha desse fitoquimico foi avaliada quantitativamente. Para isso, primeiramente uma curva

de calibracdo, utilizando as proantocianidina como padrao foi plotada (Figura 3).

1 -
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<
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Figura 3. Curva de calibragédo com proantocianidinas.

A insercdo dos valores da absorbancia medido para cada amostra dos extratos na
curva de calibracdo resultou nas concentracdes dos taninos condensados equivalentes as
proantocianidinas. Sendo os resultados expressos em miligrama de proantocianidinas por

grama de extrato seco (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentracdo de taninos condensados (MQproantocianidinas/extrato seco) Presente no
extrato da folha de A. crassiflora.

Concentracao (mg/mL) Folhas Polpa
1,0 30,882 0
2,5 80,784 0
50 183,941 0
7,5 232,862 0
10,0 122,607 0,882

3.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos por meio do teste do DPPH.

Os valores médios da atividade antioxidante (AA), resultantes da analise de cada um
dos extratos de A. crassiflora estdo expressos em porcentagem e foram obtidos por meio do
teste de sequestro de radical livre estavel DPPH (Tabela 4). Este método foi validado com o

uso da quercetina a 0,1 mg/mL que promoveu inibicédo de 95,73%.

Tabela 4. Percentual dos valores médios da atividade antioxidante (AA) e dos extratos das
folhas e da polpa de A. crassiflora, avaliados em diferentes concentracdes.

Concentracdo (mg/mL) AA (%) Folhas AA (%) Polpa
1,0 75,313 10,826
2,5 67,052 7,494
5,0 76,095 12,390
7,5 84,136 44,806

10,0 90,425 69,743
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3.5 Avaliacéo da lipoperoxidacéo do extrato da folha de A. crassiflora in vitro.
O método da peroxidacéo lipidica foi validado com o uso da quercetina a 0,1 mg/mL e
obteve inibicdo de 92,76% (Tabela 5). O teste mostrou que o extrato obtido a partir das folhas

de A. crassiflora também apresentou capacidade de inibicéo a lipoperoxidacao.

Tabela 5. Porcentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica pelo extrato obtido a partir das
folhas de A. crassiflora.

Concentragéo do Extrato (%) Inibigéo (%)
1,0 89,14
2,5 91,40
50 95,25

3.6. Avaliacdo da atividade antioxidante do gel enriquecido com o extrato hidroalcodlico

obtido a partir das folhas de A. crassiflora Mart.

O gel enriquecido com o extrato a partir das folhas A. crassiflora apresentou uma

atividade antioxidante, pois foi capaz de sequestrar radicais livres DPPH, no teste realizado.

Tabela 6: Percentual dos valores médios da DPPH do gel enriquecido com o extrato da folha da
A. crassiflora, por meio do teste do DPPH avaliados em diferentes concentragoes.

Concentracdo (mg/mL) AA (%)
12,5 63,31
6,25 38,20

3,12 5,34
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4. Discussao

A atividade antioxidante de plantas esta correlacionada a quantidade de seus compostos
fenolicos (Cheung; Cheung; Ooi, 2003). Assim, tem sido mostrado, que os flavonoides
possuem a capacidade de inibir a xantina oxidase, enzima responsavel pela oxidacdo de
tecidos, sendo, portanto, capazes de inibir a formacdo de radicais livres e de prevenir o
envelhecimento precoce. A capacidade de remocao de radicais livres dos flavonoides pode
prevenir processos de estresse oxidativo, que causam a morte celular (apoptose), como a
degeneracdo de neurdnios e membranas celulares (Parkinson e mal de Alzheimer) (Giasson
et al., 2002). Além disso, diversos estudos tém evidenciado que 0s taninos possuem acao
contra determinados microrganismos, como agentes carcinogénicos e causadores de
toxicidade hepatica. Além disso, podem agir como anti-inflamatoério e cicatrizante, e até
como inibidores da transcriptase reversa em HIV (Monteiro; Albuquerque; Aradjo, 2005).

Os sistemas bioldgicos oferecem condicdes favoraveis para a ocorréncia de reacoes de
carater oxidativo, devido a existéncia de acidos graxos insaturados nas membranas celulares,
e pela abundéancia de reagdes oxidativas que ocorrem durante o metabolismo normal (Junior et
al., 1998). Assim, o equilibrio entre a produgdo e o combate de radicais livres é fundamental
para manter a integridade das estruturas moleculares — proteinas, lipidios, carboidratos,
nucleotideos, necessaria para sustentar a homeostase metabdlica. A reacdo dos radicais livres
com os &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) presentes nas membranas celulares e nas
lipoproteinas inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidacdo lipidica ou
lipoperoxidagdo (LPO), que pode ser avaliado e utilizado como um indicador do estresse
oxidativo celular (Lima e Abdalla, 2001). Isto porque, a peroxidacdo lipidica induzida por
radicais livres constitui um dos danos moleculares mais expressivos do processo metabolico
degenerativo molecular. A peroxidacdo lipidica esta relacionada ao envelhecimento celular e

muitas doencas podem ser por ela ocasionadas, como aterosclerose, diabetes mellitus,
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insuficiéncia renal cronica, artrite reumatoide e doencas neurodegenerativas (Abuja e

Albertini, 2001).

Avaliagdo dos compostos fendlicos, flavonoides e taninos, os resultados obtidos neste
trabalho evidenciou que o extrato hidroalcodlico obtido a partir da polpa de A. crassiflora
apresentou as maiores concentracdes de flavonoides, enquanto que o extrato hidroalcodlico
obtido a partir das folhas apresentou a maior concentracdo de compostos fenolicos e de
taninos condensados. Devido aos testes de dosagem tornou-se evidente que as folhas
apresentaram maiores concentragdes de compostos.

A molécula de DPPH' € caracterizada como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalizacdo confere a
esta molécula uma coloracéo violeta, caracterizada por uma banda de absor¢do em etanol em
cerca de 520 nm (Molyneux, 2004). Este ensaio se baseia na medida da capacidade
antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o radical DPPH', reduzindo-o a
hidrazina. Quando uma determinada substancia que age como doador de &tomos de
hidrogénio é adicionada a uma solucdo de DPPH:, a hidrazina é obtida com mudanca
simultdnea na coloracdo de violeta a amarelo péalido. Esta habilidade foi primeiramente
avaliada espectroscopicamente por Ressonancia de Elétron Spin (RES), uma vez que a
intensidade do sinal do radical DPPH" € inversamente relacionada com a concentracdo do
antioxidante testado e o tempo de reacdo (Chen et al., 2000).

Pelo método do DPPH, a analise revela que o extrato da folha da A. crassiflora
apresentou atividade antioxidante, ao padrdo quercetina. Ao compararmos a concentracdo de
compostos fendlicos presentes nos extratos da A. crassiflora, com a atividade antioxidante
apresentada pelos mesmos, € possivel sugerir que a intensidade desta atividade biologica esta
correlacionada com uma alta concentracdo desses compostos presentes nos extratos,

principalmente de taninos condensados, visto que o extrato hidroalcoolico obtido a partir das
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folnas de A. crassiflora apresentou altas concentracbes de taninos e maior atividade
antioxidante.

Hatano et al. (1989) em estudo detalhado de varias espécies vegetais, determinou que
0 alto peso molecular e a presencga dos grupos hidroxilo dos compostos fenolicos promovem
um aumento do sequestro de radicais DPPH, ou seja, diminui o efeito oxidante do radical.
Oliveira Junior et al. (2013) relataram que flavonoides e taninos presentes em extratos da
espécie Neoglaziovia variegata conferem alta atividade antioxidante. O extrato hidroalcodlico
obtido a partir das folhas da A. crassiflora que apresentou a maior atividade antioxidante
avaliada pela técnica de DPPH foi avaliado quanto a sua capacidade de inibir a peroxidagédo
lipidica, sendo possivel constatar uma atividade antioxidante comparavel ao padréo
quercetina.

Dessa forma, os resultados obtidos com o extrato hidroalcodlico obtido a partir das
folnas de A. crassiflora se mostraram promissores para o desenvolvimento de um
fitocosmético com efeito antioxidante e protetor, pois se trata de um extrato bruto, sem o
isolamento dos metabolitos secundarios especificos que respondem por essa a¢do. E usa esse
produto desta forma é um, método considerado, do ponto de vista metodolégico, um dos mais
simples e vidvel precisos e reprodutivos na avaliacdo da atividade antioxidante de extratos
vegetais ricos em flavonoides e terpenoides (Szabo et al., 2007).

Na literatura recente existem numerosos relatos de que varios polifendis, como os
flavonoides e as proantocianidinas (taninos condensados) presentes em diversas espécies
vegetais sdo capazes de exercer efeitos antioxidantes (Ramkissoon et al., 2013; Sadowska-
Bartosz e Bartosz, 2015). Esses resultados corroboram ainda mais a importancia dos
resultados obtidos no presente estudo.

Os extratos vegetais certamente estdo sendo presente da cosmetologia. Neste sentido,

o0 gel de natrosol enriquecido com uma concentracao de 12,5 mg/mL do extrato hidroalcodlico
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obtido a partir das folhas da A. crassiflora apresentou alta atividade antioxidante. Este
resultado sugere que a concentracdo dos compostos fendlicos vegetais, em especial dos
taninos condensados, presentes nas folhas desta planta, atuam como protetores do estresse
oxidativo por eliminar as espécies reativas de oxigénio. Embora ndo tenha sido realizada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para o isolamento de suas biomoléculas e
aprimoramento da formulacdo do fitocosmético e ja foi obtido um extrato que permite futuras

perspectivas.

5. Concluséo

O presente estudo demonstrou que o extrato hidroalcodlico obtido a partir das folhas
de A. crassiflora contém compostos fendlicos que podem servir como fontes naturais de
agentes antioxidantes, em especial os taninos. Descartamos a utilizacdo da polpa para a
realizacdo de teste para realizacdo do gel pelo seu pouco rendimento de antioxidante. Assim, a
formulacdo e avaliacdo de um gel enriquecido com este extrato abre a possibilidade do
desenvolvimento de um novo fitocosmético com atividade antienvelhecimento. Devido a falta
de aperfeicoamento de nossos estudos ainda ndo conseguimos obter dados se o araticum

nativo é mais viavel do que o araticum comercial.
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The Revista Brasileira de Farmacognosia (Brazilian Journal of Pharmacognosy) is a
periodical dedicated to the publication of original scientific work, reviews, and
communications in the field of Pharmacognosy (the study of biologically active natural
products).

1. General rules

1.1 All submitted manuscripts must be unpublished. The simultaneous submission of
manuscripts describing the same work to other journals is not recommended. The Journal will
accept contributions on the understanding that the author has obtained the necessary authority
for publication; in the case of several authors, each of them should have consented to the
corresponding author.

1.2 The Revista Brasileira de Farmacognosia accepts for publication original scientific work,
reviews, and communication articles written only in English. The content of the text is of
entire responsibility of the author(s), and does not necessarily reflect the opinion of the Editor,
Editorial Board or members of the Advisory Board.

1.3 Manuscripts written by authors whose mother language is not English should be checked
by a native speaker or a professional language editing service before submission. Assistance
of independent editing services can be found
at http://www.sbfgnosia.org.br/revista/englishassistance.html. All services are paid for and
arranged by the author, and the use of one of these services does not guarantee acceptance or
preference for publication.

1.4 The Revista Brasileira de Farmacognosia reserves the right to submit all received
manuscripts to ad hoc referees, whose names will be kept confidential, and will have the
authority to decide on the pertinence for acceptance. Referees may send back manuscripts to
Editor-in-Chief, or to Section Editors, for transmission to the author(s) with suggestions for
necessary alterations, which are to be made in order to conform to the standards and editorial
rules of the Journal.

1.5 All articles involving studies with humans or animals should have the approval and
authorization of the Ethics Committees on Research on Human Beings or on Animals of the
institutions to which the author(s) belong.

1.6 All plant, microorganism, marine organism materials used in the described research
should be supported by an indication of the site (including GPS coordinates, if possible) and
country of origin, the name of the person identifying the biological material, and the location
of the voucher specimen.

1.7 Authors should be prepared to provide documentary evidence that approval for collection
was afforded from an appropriate authority in the country of collection and, if applicable, to
follow the rules concerning the biodiversity rights.

1.8 It is desirable manuscripts dealing with essential oils that contain seasonal harvest and
biological activity exploring mechanisms of action or synergism.

1.9 The journal will not accept responsibility for research works which do not comply with
the author’s country of residence legislation.
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1.10 We strongly recommend that authors avoid stating that the popular or traditional use of a
certain herb was confirmed by pre-clinical, in vitro or in vivo tests using animals.

1.11 The following immediate rejection criteria apply:

Vi.

Vii.

viii.

X.
Xi.
Xii.

Xiii.

the manuscript does not fall into the areas of interest of the Journal,

manuscripts not formatted in accordance with the standards of the journal (see Section
3);

the manuscript results are preliminary;

manuscripts reporting activity data without comparison to a reference, or without a
positive control, or no proper controls, and not based on adequate statistics;

the biological source (e.g. plant, microorganism, marine organism etc.) is not clearly
identified, authenticated, and documented;

experimental work on antioxidant activity of crude extracts without isolation,
identification and content estimation of the active compounds;

experimental work on antimicrobial activity with crude extracts without isolation and
identification of the active compounds, with large MIC values (pg/mL) for
antimicrobial activity (> 250 pg/mL for plant extracts and > 50 pg/ml for pure
compounds), and without proper identification of culture collections/strain designation
codes;

experimental work on essential oils with only one sample of a single plant specimen
with a single chromatographic analysis and without proper statistical analysis; without
oil yield (%) and characterization and components quantification not performed using
GC-MS-FID and the analysis of the retention indexes of the components not
calculated using n-alkane homologous series together with analysis some of the
isolated natural components. Biological activity results without chemical
characterization of the compounds.

Too preliminary data using in-vitro assays will not be acceptable, when i) no
information on the type of activity is given; ii) single dose or very high concentrations
(must show dose-response studies); iii) repetition of a simple bioassay (usually one
assay with replicates); iv) lack of proper controls (solvents; positive or negative
substances according to the study); v) no IC50 values whenever it is the case.
manuscripts with repetition of a single bioassay for yet another extract or plant;

use solely the brine shrimp assay (Artemia salina) to access toxicity of extracts;
isolation and bioassay of well known compounds with tiny or no relation to the
activity or to the plant medicinal use without clear justification;

manuscripts reporting pharmacological or biological activities of crude extracts
without chemical and technical standardization.

2. Rules for the elaboration of contributions

2.1 The author(s) should retain a copy (electronic and paper) of the submitted manuscript, in
the event the loss or damage to the original sent to the journal.

2.2 The figures (photographs, charts, drawings etc) and tables should be inserted close to the
point at which they are discussed and numbered consecutively in Arabic numbers. The
respective captions should be clear, concise, with no abbreviations, and located underneath
the figures. Their respective position in the text should be indicated preferentially just after

their

citation in the body of the manuscript.

When figures are from another font, a formal authorization is required.
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2.3 Tables should be presented after the References and numbered consecutively using Arabic
numbers. Tables (numeric data) should not be closed by side lines. The respective captions
must be clear, concise, with no abbreviations, and located above table. There should be an
indication of the approximate position in the text where tables should be placed,
preferentially, just after their citation in the body of the manuscript.

2.4 The captions of botanical illustrations (anatomical description abbreviations) should be in
accordance with the rules adopted by the Journal. Please request standards by email
to revista@sbfgnosia.org.br.

3. Text formatting and contents of the work

3.1 Original papers: Original papers are research articles describing original experimental
results. The manuscript should be arranged in the following order: Title, Abstract, Keywords,
Introduction, Material and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements, References,
Figures with Legends, Tables, Structural Formulas. Results and Discussion sections may
appear as a combined “Results and Discussion” section. The normal length of the main text of
an Original Paper, excluding references, tables, figures and figure legends, is about 3,000
words. In exceptional and well justified cases longer manuscripts may be accepted. When
submitting such manuscripts, authors should provide a justification statement in the cover
letter, giving compelling reasons for the length of the paper.

3.2 Short communications: This section will cover mainly the isolation of known compounds
from new neotropical fonts, or complementary results of an ongoing work. The text should be
arranged as follows: Title, Abstract of 200 words, Keywords, Introductory Remarks, Material
and Methods with brief experimental details without subheadings, Results and Discussion as
one body of text without headlines, Acknowledgements, References up to 20 citations,
Figures and/or Tables up to 3. Authors should limit the text and not exceed 2,000 words.

3.3 Reviews will generally be invited by the Editor-in-Chief, and will only be considered
those with more than one hundred references. The main purpose of reviews is to provide a
concise, accurate introduction to the subject matter, and inform the reader critically of the
latest developments in the field. They should be as concise as possible and not include
experimental details.

3.4. In addition to these Guidelines, a template (for original papers) and a sample cover letter
are available at www.sbfgnosia.org.br/revista. Authors are strongly recommended to follow
these formats when preparing a manuscript.

3.5 The originals should be on A4 size paper, double spaced using Times New Roman size 12
font, fully justified, with margins of 2 cm.

3.6 Title and subtitle: They should be in lower case, using Times New Roman size 14 font,
and in accordance with the contents of the article, taking in consideration the scope and
objectives of the Journal.

3.7 Authors: The authors’ names should appear centered underneath the title. The first and last
names should appear in full, followed by the initials of all other names (e.g. Carlos N. U.
Silva). In the case of several authors, the names should be separated by commas.
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3.8 Authors’ affiliation: After each author name there should be superscript Arabic numbers
indicating the institution to which they are affiliated. The list of institutions should appear
immediately below the list of authors. The name of the corresponding author should be
identified with a superscript asterisk indicating the address to which all correspondence
should be sent. The electronic institutional address, telephone, and fax number of the main
author should appear after references. The Journal will not publish commercial e-mail
address.

3.9 Abstract: A brief and concise abstract with 200 or less words highlighting the most
important information, including the methodology, results, and conclusions that allow readers
to evaluate their interest in the article and thus avoiding the reading of the full work.

3.10 Keywords: Very important for data base searches, thus validating the article, the authors
should identify a maximum of six Keywords, in alphabetical order and separated by commas,
to represent the content of the article.

3.11 Introduction: The Introduction should clearly establish the objectives of the work and its
relationship with other works in the same field. Extensive literature reviews should be
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and are available.

3.12 Materials and methods: The description of the Material and the Methods used should be
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work. Processes and techniques already published, unless extensively modified, should be
referenced. Plant names should be complete, including author name and family, according
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chromatography; GC gas chromatography; NMR nuclear magnetic resonance; MS mass
spectrometry; UV ultraviolet; CD circular dichroism; and IR infrared; g instead rpm; ppm
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