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APRESENTACAO

O livro “Ensino e pesquisa em bioquimica” apresenta artigos de pesquisa na &rea
de microbiologia, bioquimica, processos bioquimicos e analises clinicas. O e-book contem
8 capitulos, que abordam temas sobre processos fermentativos, atividade antibi6tica de
extratos naturais, bioacumulagcdo de compostos quimicos na fauna, estudos de enzimas
associadas a patologias, caracterizacdo quimica de extratos naturais, aproveitamento de
produtos naturais na sintese de compostos quimicos de interesse industrial e utilizagdo de
softwares para gerenciamento de laboratorios cientificos.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos das aplicagbes e pesquisas em processos bioquimicos, microbiologia e analises
clinicas de forma pratica, objetiva, atualizada e contextualizada.

Os artigos constituintes da colegéo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagédo
do estado da arte nas areas descritas.

Apos esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “Ensino e pesquisa em bioquimica”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: Garcinia gardneriana  (Planch.
& Triana) Zappi, popularmente conhecida
como bacupari, € uma arvore nativa da regiao
Amazbnica, dispersa por todo o territorio brasileiro
e usada na medicina popular brasileira para o
tratamento de infeccbes e alivio da dor. Essas
propriedades terapéuticas e, portanto, o uso
tradicional dessa planta tem sido corroborados
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por diversos estudos em que se comprovaram
atividades anti-inflamatéria, analgésica,
anticancer, antimicrobiana e antioxidante de
extratos da planta. Entretanto, segundo nossos
levantamentos bibliograficos, nenhum estudo
sobre atividade antioxidante de extratos de
espécimes de G. garderiana coletadas na regiao
sudeste do Brasil foi conduzido até o momento.
No presente trabalho, folhas de G. gardneriana
coletadas no Estado de Minas Gerais foram
submetidas a extragdo em aparelho de Soxhlet
utilizando hexano, acetato de etila (AcOEt) e etanol
(EtOH) como solventes. Os extratos resultantes
foram analisados quanto ao conteudo de
fendlicos totais pelo método de Folin—Ciocalteau
e tiveram suas atividades antioxidantes avaliadas
por ensaio de captura de radicais livres utilizando
DPPH*. Os extratos em AcOEt e EtOH foram
obtidos em rendimentos de 4,9 e 10,1% (m/m),
respectivamente, e apresentaram atividades
antioxidantes superiores ao controle positivo em
todas as concentragbes avaliadas. Na menor
concentragdo testada (31,25 yg mL"), o extrato
em EtOH reduziu em 70% a atividade do DPPH-".
O ensaio de Folin—Ciocalteau indicou que o
extrato em etanol apresenta cerca de 30% de
fendlicos a mais do que o extrato em acetato de
etila. Em conclusao, os resultados do presente
estudo permitem sugerir que compostos fendlicos
estdo envolvidos na atividade antioxidante de
extratos de G. gardneriana.
PALAVRAS-CHAVE: Compostos fendlicos;
1,1-difenil-2-picril-hidrazila; Folin—Ciocalteu.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF GARCINIA GARDNERIANA (BACUPARI) LEAF
EXTRACTS COLLECTED IN MINAS GERAIS

ABSTRACT: Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi, popularly known as bacupari, is
a tree native to the Amazon region, dispersed throughout the Brazilian territory and used in
Brazilian folk medicine to treat infections and relieve pain. These therapeutic properties and,
therefore, the traditional use of this plant has been corroborated by several studies in which anti-
inflammatory, analgesic, anticancer, antimicrobial and antioxidant activities of plant extracts
have been proven. However, to the best of our knowledge, no study on the antioxidant activity
of extracts from specimens of G. gardneriana collected in the southeastern region of Brazil
has been conducted so far. In the present work, G. gardneriana leaves collected in the Minas
Gerais state were submitted to extraction in a Soxhlet apparatus using hexane, ethyl acetate
(AcOEt) and ethanol (EtOH) as solvents. The resulting extracts were analysed for the content
of total phenolics by the Folin—Ciocalteu method and had their antioxidant activities evaluated
by free radical capture assay using DPPH*. The AcOEt and EtOH extracts were obtained in
4.9 and 10.1% (m/m) yields, respectively, and showed antioxidant activities greater than the
positive control in all evaluated concentrations. At the lowest concentration tested (31,25 pg
mL"), the EtOH extract reduced DPPH?®* activity by 70%. The Folin—Ciocalteu assay indicated
that the ethanol extract has about 30% more phenolics than the ethyl acetate extract. In
conclusion, the data suggest that phenolic compounds are involved in the antioxidant activity
of extracts from G. gardneriana. Additional studies will be carried out to isolate and identify
phenolic compounds in plant extracts.

KEYWORDS: Phenolic Compounds; 1,1-difenil-2-picril-hidrazil; Folin—Ciocalteu.

11 INTRODUGAO

Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi (Rheedia gardnerina Planch. & Triana
(1860)), conhecida popularmente como bacupari, € uma arvore nativa da regido Amazénica
e disseminada por grande parte do territorio brasileiro (OTUKI et al., 2011; PEREIRA, 2017).
Esta espécie apresenta importancia econémica, em fungdo do uso de sua madeira em
carpintaria, ecologica, pelo fato de seus frutos consistirem em importante fonte de alimento
para diversas espécies animais e diferentes biomas brasileiros (PEREIRA, 2017) e, ainda,
pelo seu uso na medicina tradicional brasileira para o tratamento de gastrite, hepatite e
outras inflamagbes (OTUKI et al.,, 2011; TRIBESS et al., 2015; YAZBEK et al., 2019)this
article investigated the effect of G. gardneriana extracts from leaves, bark and seeds and
two isolated compounds in ear oedema and leucocytes migration caused by croton oil.
The topical application of the extract of G. gardneriana leaves was able to reduce (70+3%,
and ID50 0.33mg/ear. De fato, estudos tém demonstrado varias propriedades terapéuticas
associadas a diferentes partes de G. gardneriana, incluindo atividades anti-inflamatéria,
analgésica, anticancer, antimicrobiana e antioxidante (VERDI et al., 2004; OTUKI et al.,
2011; DEMENCIANO et al., 2020).

As propriedades antioxidantes do bacupari foram reportadas recentemente
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por FERNANDEZ et al. (2018) e DEMENCIANO et al. (2020). O grupo de pesquisa de
FERNANDEZ (2018) avaliou o contetdo de fendlicos totais e atividade antioxidante de
uma gama de extratos de plantas nativas da Amazénia, incluindo G. gardneriana. Naquele
trabalho, extratos metanélicos das cascas, polpas e sementes apresentaram efeito
antioxidante. Em trabalho complementar, DEMENCIANO et al. (2020) demonstraram
atividade antioxidante de extratos em etanol das folhas e frutos de G. gardneriana
coletada no Mato Grosso do Sul. Estes autores atribuiram o efeito observado ao conjunto
de compostos fendlicos identificados nos extratos boténicos, principalmente flavonoides,
biflavonoides e xantonas.

O perfil de metabdlitos secundarios e, consequentemente, as propriedades bioativas
de plantas, em geral, podem ser influenciados pela regido de cultivo devido a inUmeros
efeitos, tais como sazonalidade, clima e solo, entre outros (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Desta forma, plantas de diferentes regidbes devem ser incorporadas a estudos
direcionados ao desenvolvimento de agentes bioativos, incluindo antioxidantes. Apesar de
alguns trabalhos ja terem avaliado as atividades antioxidantes de extratos de diferentes
partes de espécimes de G. gardneriana coletadas em algumas regides do Brasil, segundo
nossos pesquisas bibliograficas, ndo ha relato sobre a avaliagdo destas propriedades em
espécimes da planta coletados na regiao Sudeste do Brasil.

Os antioxidantes naturais conferem protecdo ao organismo dos danos celulares
resultantes do excesso de radicais livres. Tal protecdo é atribuida a diminuicéo do estresse
oxidativo, induzido pelos radicais livres (DIAS et al., 2020). O estresse oxidativo, por sua
vez, € associado a diferentes patologias que acometem o ser humano, incluindo céncer,
doenca de Alzheimer, hipertenséo, diabetes e envelhecimento celular precoce, entre outros
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; POPRAC et al.,, 2017). Além da importancia voltada
para a saude humana, os antioxidantes também séo Uteis na indistria alimenticia, atuando
na conservagdo de alimentos, principalmente na reducédo da oxidacéo lipidica (DEL RE;
JORGE, 2012). Deste modo, a descoberta de novos agentes antioxidantes é um fator de
fundamental importancia nos setores alimenticio, farmacéutico e medicinal.

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta, Preparo da Planta e Obtencéo dos Extratos

As folhas de G. gardneriana foram coletadas na cidade de Vigcosa, Minas Gerais,
Brasil (20°47°48.6” S 42°51°35.6” W) em fevereiro de 2017. A exsicata (VIC 2604) foi
depositada no herbéario da Universidade Federal de Vigosa. Apds a colheita, as amostras
foram secas em temperatura ambiente, trituradas em liquidificador industrial e submetidas
a extracdo em aparelho Soxhlet. A extragado foi conduzida usando os solventes hexano,
acetato de etila e etanol, sucessivamente (2 x 1,4 L), por duas horas cada.
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2.2 Atividade Antioxidante

Os extratos das folhas da G. gardneriana foram submetidos a avaliagéo da atividade
antioxidante por meio de teste de captura de radicais livres, de acordo com a metodologia
reportada por RUFINO et al. (2007). O teste foi realizado em placa de microdiluicdo contendo
96 pocos (TPP, Trasadingen Switzerland) usando o reagente 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
(DPPH*). Os extratos foram preparados em etanol absoluto nas concentracdes de 2; 1;
0,5; 0,25 e 0,125 mg mL"". Uma aliquota de 25 pL das solugbes foi transferida para cada
poc¢o na placa de microtubos e, em seguida, foram adicionados 175 pL de DPPH* 0,1 mmol
L (etanol absoluto). As placas foram mantidas em repouso ao abrigo de luz durante uma
hora e entdo submetidas a analise por espectrofotometria no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
a 517 nm (Thermo Scientific, Vantaa, Finland). As porcentagens de atividade antioxidante
(AA%) foram calculadas de acordo com a equacéo 1, descrita por MILANI et al. (2012),
considerando a absorbancia (Ab) do DPPH* como controle negativo. Di-terc-butil metilfenol
(BHT), preparado nas mesmas condi¢des e concentragcbes dos extratos, foi utilizado como
controle positivo. As solugbes de extratos em auséncia de DPPH* foram utilizadas como
branco. As concentragbes finais dos extratos em cada pogo variaram entre 31,25 e 500 ug

mL". O experimento foi realizado em triplicata, com duas réplicas bioldgicas cada.

2.3 Analise Estatisitica

Analise de variancia (ANOVA) e o pés-teste de Tukey (p <0,05) foram utilizados para
comparar as atividade antioxidante dos diferentes extratos usando GraphPad Prism® 5.0
software.

2.4 Conteudo de Fendlicos Totais

O conteldo de fendlicos totais dos extratos foi determinado pelo método de Folin—
Ciocalteu, de acordo com a metodologia reportada por BABA E MALIK (2015), com
modificagdes. Os extratos brutos foram preparados na concentragédo de 2 mg mL" em
etanol absoluto. Uma aliquota de 100 pL das solugdes foram diluidas em agua destilada
até um volume final de 3 mL. As novas solugdes dos extratos, a 67 yg mL"' em etanol
3,33% (v/v) foram utilizadas para o teste. Um volume de 150 puL das solugdes diluidas
foi transferido para placa de microdiluicao de 96 pocos, seguida da adi¢ao de 25 pL do
reagente de Folin—Ciocalteu (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA®, Sao Paulo, Brazil).
Decorridos trés minutos, foram adicionados 100 pL de solugéo de carbonato de sédio (20%
m/v) a cada micropoco. A placa foi mantida em repouso durante 60 minutos e as leituras de
absorbancia (650 nm) foram realizadas em espectrofotdbmetro UV-Vis (Thermo Scientific,
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Vantaa, Finland). A curva de calibragédo foi construida usando solugédo de &cido géalico em
concentragdes finais variando de 0 a 25 yg mL". O contetdo de fendlicos totais foi expresso
em mg g equivalente de acido galico (EAG) através da curva padréo y = 32,591x — 2,2749;
R, =0,9987, na qual y é a absorbancia e x & concentragéo de acido galico.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de bacupari foram submetidas a extracdo por Soxhlet, utilizando
solventes de diferentes polaridades, adicionados sucessivamente. O primeiro
solvente utilizado foi o hexano, objetivando extrair compostos de baixa polaridade.
Posteriormente, a extracdo foi conduzida em acetato de etila para a obtencao de
componentes de polaridade intermediaria. Etanol foi adicionado ap6s o AcOEt
visando a extragdo de metabdlitos de maior polaridade. As massas e os rendimentos,
calculados em relagédo a matéria seca, estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1- Massas e rendimentos dos extratos obtidos de folhas de Garcinia gardneriana.

Na maioria dos trabalhos j& reportados na literatura sobre obtencdo e avaliagdo
biol6gica de extratos brutos das folhas bacupari, os extratos foram obtidos por maceragéo,
utilizando principalmente agua e etanol como solventes (VERDI et al., 2004; OTUKI et al.,
2011; DEMENCIANO et al., 2020). No presente estudo, foi utilizada a extragédo por Soxhlet,
uma vez que se trata de um processo exaustivo e, normalmente, proporciona maiores
rendimentos em relag@o aos procedimentos realizados a frio e demanda menor tempo de
extracdo (OLIVEIRA et al., 2016).

3.1 Atividade Antioxidante

Os extratos obtidos foram submetidos a avaliagdo da atividade antioxidante em
concentragdes finais entre 31,25 e 500 ug mL™* (Figura 1). O extrato em hexano apresentou
baixa atividade antioxidante, enquanto os demais extratos exerceram atividade antioxidante
superior ao controle positivo BHT em todas as concentragdes testadas. O extrato em etanol
foi 0 que apresentou maior atividade antioxidante, alcangando 70% de atividade a 31,25 pyg

mL-', menor concentragdo avaliada.
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Figura 1 - Atividade antioxidante de extratos das folhas de Garcinia gardneriana.

Com o objetivo de enfatizar o efeito da concentracdo na atividade antioxidante,
comparacao da capacidade antioxidante entre os extratos e o controle positivo foi realizada
na concentracdo de 500 yg mL" (Figura 2). Nessa concentracao, os efeitos antioxidantes
dos extratos em acetato de etila e etanol foram superiores ao BHT (P < 0,05).

Figura 2 - Atividade antioxidante (média + desvio padréo) de extratos de folhas de Garcinia
gardneriana a 500 pyg mL™". Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica (p < 0.05 de
acordo com ANOVA seguido de pds-teste de Tukey).
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Os resultados da atividade antioxidante constatados para os extratos das folhas
de bacupari coletadas em Minas Gerais corroboraram com os efeitos reportados por
DEMENCIANO et al. (2020). Naquele trabalho, foi constatada a atividade antioxidante do
extrato bruto das folhas de bacupari em etanol, com valor IC,, (metade da concentragéo
inibitéria maxima) de 16,95 yg mL". Tais autores ainda reportaram fracdes em hexano,
cloroférmio, acetato de etila e hidrometanol (oriundas do extrato etanoico), apresentando
IC,, entre 14,27 e 35,46 pyg mL"'. DEMENCIANO et al. (2020) também identificaram
diferentes compostos fendlicos, principalmente flavonoides, biflavonoides e xantonas como
constituintes quimicos do extrato etanoico. Os autores atribuiram o efeito antioxidante aos
metabdlitos identificados, cujas atividades antioxidantes ja foram reportadas na literatura.

3.2 Conteudo de fendlicos totais

A fim de relacionar a atividade antioxidante dos extratos a presenca de compostos
fendlicos, o conteudo de fendlicos totais foi determinado através do teste de Folin—Ciocalteu
(BABA; MALIK, 2015). O teor total de fendlicos foi determinado para os extratos em acetato
de etila e etanol, amostras que apresentaram atividade antioxidante. Ambos os extratos
apresentaram elevadas taxas de EAG/g (Tabela 2). Como esperado, o extrato das folhas em
etanol demonstrou o maior conteudo de fendlicos, resultanto em aumento de cerca de 30%
em relagéo a outra amostra, em total acordo com os resultados de atividade antioxidante.

Tabela 2 - Contetdo de fendlicos totais (média + desvio padréo) de extratos de folhas de G.
gardneriana em acetate de etila e etanol.

41 CONCLUSAO

No presente trabalho foi constatado o elevado potencial antioxidante de extratos
botanicos das folhas de G. gardneriana coletadas em Minas Gerais. Em concentragdo
superiores a 500 yg mL" os extratos em acetato de etila e etanol apresentaram atividades
antioxidantes aproximadamente iguais aos valores observados para os controles positivos.
Elevados valores de fendlicos totais foram encontrados para os extratos ativos, o que
permite relacionar a atividade antioxidante desses extratos a presenca destes metabdlitos
secundarios. Trabalhos futuros para isolamento e caracterizagao das estruturas quimicas
desses compostos trardo a luz maior conhecimento sobre os compostos quimicos
responsaveis pelas atividades medicinais de G. gardneriana, podendo servir de base

para o desenvolvimento de extratos padronizados para uso fitoterapico ou mesmo para a
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descoberta de novos compostos com potencial terapéutico
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