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RESUMO

(Nunes, F. A)) Composigcao quimica e atividades biologicas de extratos e fra¢cfBes de
Guadua chacoensis (Rojas) Londofio & P.M. Peterson. 2020. 102 p. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduacao em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de
S&o Paulo, Sdo Paulo.

O Brasil € o0 pais que possui a maior diversidade de bambus em todo o continente americano,
com mais de 200 espécies catalogadas. Devido a alta resisténcia e durabilidade, essas
espécies sdo muito utilizadas na construcéo civil e confeccdo de moveis e utensilios. No
entanto, faltam estudos que investiguem a composi¢do quimica e as atividades biolégicas.
Neste projeto foram avaliados extratos etandlicos de folhas e colmos de Guadua chacoensis
(Rojas) Londoiio & P.M. Peterson e fragbes em hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-
butanol. Também se obteve o 6leo volatil, mas com um rendimento extremamente baixo
(0,00079%). As fracdes dos extratos apresentaram teores de compostos fendlicos variando
entre 1,92 e 15,80 pg EAG/mg. Esses compostos mostraram-se mais abundantes nas
amostras de colmos. Em relagcdo ao teor de flavonoides, as folhas apresentaram maior
guantidade, variando entre 0,39 e 1,18 ug EQ/mg contra 0,17 a 0,34 ug EQ/mg nos colmos.
Investigou-se a atividade antimicrobiana dos extratos, fragcbes e 6leo volétil frente cinco
microrganismos: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Candida albicans e Aspergillus brasiliensis. As amostras demonstraram potencial inibitério
moderado a bom contra S. aureus e C. albicans, porém fraca para as demais espécies.
Testou-se a capacidade antioxidante frente o radical DPPH e os resultados indicaram
atividade antioxidante significativa, especialmente as fragdes acetato e butanol de colmos. As
folhas apresentaram ECso variando entre 67,5 e 124,0 ug/mL e os colmos entre 40,2 e 124
pg/mL. A inibicdo da enzima tirosinase, que esta associada a producao de melanina, também
se mostrou boa a uma concentracao de 1 mg/mL, com o extrato bruto de colmos apresentando
43% de inibico, seguido pelas fragdes acetato (36%) e n-butanol (38%) de folhas. As andlises
por CG-MS detectaram pelo menos 44 compostos diferentes no 6leo volatil, com varios
terpenos e sesquiterpenos, e com B-ionona sendo 0 componente majoritario (8,75%). As
amostras de colmos e folhas apontaram grande diversidade de compostos, cerca de 20 para
cada fracdo, onde os &acidos graxos como acido palmitico e linoleico e seus ésteres derivados
foram os mais abundantes. A andlise dos perfis cromatogréaficos por CCD e CLAE revelaram
a presenca de acido p-cumarico nos colmos de G. chacoensis. Esse composto tem relevante
atividade antioxidante e de inibicdo da tirosinase. Também foi possivel identificar a
guercetagetina-7-O-glicosideo, uma flavona glicosilada, com propriedades anti-inflamatorias
e antidiabéticas. Desta forma, constatou-se que G. chacoensis apresenta grande diversidade
de metabdlitos secundéarios com atividades bioldgicas relevantes, como atividade antioxidante
e clareadora, abrindo caminho para investigacdes mais profundas de suas aplicaces,
especialmente no segmento de cosmeéticos e produtos naturais.

Palavras-chave: Guadua chacoensis, bambu, composicdo quimica, antioxidante, tirosinase.



ABSTRACT

(Nunes, F. A.) Chemical composition and biological activities of extracts and fractions
of Guadua chacoensis (Rojas) Londofio & P.M. Peterson. 2020. 102 p. Master’s Thesis -
Graduate Program in Chemistry. Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, S&o Paulo.

Brazil is the country with the greatest diversity of bamboo in the entire American continent,
with more than 200 species catalogued. Due to their high resistance and durability, they are
widely used in home construction and manufacture of furniture and utensils. However, studies
investigating chemical composition and biological activities are absent. In this project, ethanol
extracts from leaves and stems of Guadua chacoensis (Rojas) Londofio & P.M. Peterson and
fractions in hexane, chloroform, ethyl acetate and n-butanol were evaluated. Volatile oil was
also obtained, but with an extremely low yield (0.00079%). The fractions of the extracts
presented contents of phenolic compounds varying between 1.92 and 15.80 ug GAE/mg.
These compounds were more abundant in culm samples. In relation to the flavonoid content,
leaves showed a greater amount, varying between 0.39 and 1.18 pg QE/mg against 0.17 to
0.34 pg QE/mg in culms. The antimicrobial activity of extracts, fractions and volatile oil were
investigated against five microorganisms: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida albicans and Aspergillus brasiliensis. The samples showed
moderate to good inhibitory potential against S. aureus and C. albicans, but weak for the other
species. The antioxidant capacity was tested against the DPPH radical and the results
indicated significant antioxidant activity, especially acetate and butanol culm fractions. The
leaves presented ECso varying between 67.5 and 124.0 pg/mL and culms between 40.2 and
124 pg/mL. The inhibition of the enzyme tyrosinase, which is associated with the production of
melanin, was also shown to be good at a concentration of 1 mg/mL, with the raw culm extract
showing 43% inhibition, followed by acetate (36%) and n-butanol (38%) fractions of leaves.
CG-MS analysis detected at least 44 different compounds in volatile oil, with several terpenes
and sesquiterpenes, and with B-ionone being the major component (8.75%). Culm and leaf
samples showed great diversity of compounds, about 20 for each fraction, where fatty acids
such as palmitic and linoleic acid and their derivative esters were the most abundant. The
analysis of the chromatographic profiles by TLC and HPLC revealed the presence of p-
coumaric acid in culms of G. chacoensis. This compound has relevant antioxidant and
tyrosinase inhibiting activity. It was also possible to identify quercetagetine-7-O-glucoside, a
glycosylated flavone, with anti-inflammatory and anti-diabetic properties. Thus, it was found
that G. chacoensis presents a great diversity of secondary metabolites with relevant biological
activities, such as antioxidant and whitening activity, opening ways for deeper investigations
of its applications, especially in the segment of cosmetics and natural products.

Keywords: Guadua chacoensis, bamboo, chemical composition, antioxidant, tyrosinase.
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1. INTRODUCAO

1.1 Bambus na Antiguidade

Desde os tempos antigos, produtos naturais obtidos a partir de plantas e
animais foram a fonte de inUmeras preparac¢des medicinais. Os seres vivos evoluiram
através dos tempos produzindo uma infinidade de metabdlitos que puderam ser
utilizados pela humanidade para os mais diversos fins (GANESAN, 2008). Baseado
em observacdes empiricas e no conhecimento popular repassado de geracdo a
geracado, extratos de produtos naturais foram 0s primeiros, e por muito tempo 0s

anicos, medicamentos disponiveis para tratar doencgas e enfermidades

O bambu é conhecido e utilizado no Oriente ha milénios para os mais diversos
fins: como alimento, em estruturas de casas, paredes, telhados, confeccdo de
mobiliario, utensilios de cozinha, objetos de decoracdo, portas, janelas, cercas,
pontes, embarcacdes, entre outras. (DRUMOND e WIEDMAN, 2017). As aplica¢cbes
medicinais de bambu foram mencionadas pela primeira vez na India, ha cerca de
10.000 anos, para a preparacao do Chyawanprash, um tdnico para a satude preparado
a partir de vérias ervas, incluindo o mana de bambu, algo semelhante a um sal de
origem vegetal, produzido a partir da exsudacao de certas espécies, com o intuito de

proporcionar juventude, beleza e longevidade (NIRMALAA et al., 2018).

Em alguns paises asiaticos, as folhas de bambu eram utilizadas para embalar
alimentos e dessa forma prevenir sua deterioragdo. Na medicina tradicional, a planta
é utilizada para tratar hipertensédo, febre, doencgas cardiovasculares, além de certos
tipos de cancer (YANG et al., 2017). Na Coréia do Sul, o sal de bambu, um cozido de

sal marinho e colmos de bambu, é utilizado na cozinha tradicional e na medicina como



16

agente antioxidante de efeitos anti-inflamatérios e antienvelhecimento (ZHAOA et al.,
2018). Além disso, o vinagre de bambu, um pirolisado derivado de colmos, apresentou

atividades antimicrobianas e antifiingicas (FUJIMURA et al., 2005).

Na América do Sul, sitios arqueoldgicos no Equador mostram que o bambu
comecgou a ser usado ha cerca de 5 mil anos pelos indigenas (DRUMOND e
WIEDMAN, 2017). Em paises como Coldémbia e Costa Rica, o vegetal € empregado
na construgdo de pontes, pracas de pedagio, paradas de 6nibus e em programas
governamentais de habitacfes sustentaveis resistentes a abalos sismicos. (NOIA,
2012). A durabilidade ao longo dos anos também € notéria, uma vez que estruturas

de bambu podem ser vistas em constru¢des centenarias desde 0s tempos coloniais.

1.2 Aspectos Gerais e Botanicos

Acredita-se que as espécies de bambu sejam originarias da China Central,
entretanto, sdo encontradas em muitas regides temperadas e tropicais do mundo
(HONG et al., 2010). Pertencendo a familia das gramineas perenes (Poaceae) e
subfamilia Bambusoideae, os bambus sdo encontrados em todos os continentes,
exceto Europa e Antartica. Até a presente data 1670 espécies distribuidas em 125
géneros foram catalogadas e agrupadas em trés tribos: Arundinarieae, bambus
lenhosos de clima temperado, Bambuseae, bambus lenhosos de clima tropical, e
Olyreae, bambus herbaceos (SORENG et al., 2017). A tribo Bambuseae inclui 966
espécies em 73 géneros, distribuidos em 11 subtribos. Uma delas, Guaduinae, é
composta por 53 espécies agrupadas em cinco géneros, os quais se distribuem pelo
hemisfério ocidental, nas Ameéricas do Sul e Central, México e ilhas caribenhas

(Bahamas e Antilhas). Apesar da tribo Bambuseae ser comumente encontrada em
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associacdo com florestas de planicie, ou formar florestas extensivas dominadas por
bambus, uma proporgéo significativa de suas espécies € encontrada em florestas

montanhosas ou campos de altitude (CLARK, LONDONO e RUIZ-SANCHEZ, 2015).

Os bambus herbaceos (Olyreae) sao caracterizados por brotos mais curtos e
com menor lignificagdo, ramificacdo menos vegetativa, flores unissexuais e padrdes
de flores anuais ou sazonais. (WYSOCKI et al.,, 2015). Os bambus lenhosos
(Arundinarieae e Bambuseae) compartilham sistemas de rizoma bem desenvolvidos,
colmos altamente lignificados, folhas de colmo bem diferenciadas das folhas dos
ramos, com ramificacdo aérea, bem desenvolvida e muitas vezes complexa (CLARK,
LONDONO e RUIZ-SANCHEZ, 2015). Esses bambus, alguns dos quais podem
crescer rapidamente até atingir 45 m de altura, servem como fonte econémica
importante para materiais de constru¢cdo e outros produtos culturais na América
Central e do Sul, Asia, Africa e Australia. Seu potencial para estabelecimento rapido,
combinado com uma extensa reproducéo vegetativa, faz com que os bambus também
sejam importantes do ponto de vista ecoldgico, especialmente como sequestradores

de carbono atmosférico. (WYSOCKI et al., 2015).

Segundo um estudo feito em 2005 pela Organizacéo das Na¢des Unidas para
a Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a Rede Internacional para Bambus e Rattan
(INBAR), 16 paises asiaticos reportaram um total de 24 milhdes de hectares de solo
ocupado por bambus distribuidos em florestas exclusivas de bambus, florestas onde
estavam disseminados entre outras espécies, sendo ou ndo a vegetagdo
predominante, e em regifes como fazendas e terras de cultivo. Na Africa cinco paises
apresentaram um total de 2,8 milhGes de hectares e na América Latina, 10 paises

reportaram a presenca de mais de 10 milhdes de hectares em recursos florestais de
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bambu (LOBOVIKOV et al., 2005). Apesar da importancia mundial, dados estatisticos
de uso global sobre recursos, producdo e comércio ainda permanecem escassos e
inconsistentes. A falta de dados confidveis e compreensiveis sobre a utilizagdo dos
bambus dificulta seu desenvolvimento sustentavel e limita seu potencial para a

reducdo da pobreza e melhora da saude publica (LOBOVIKOQV et al., 2005).

1.3 Atividades Bioldgicas

Até o inicio do século passado, mais de 80% dos farmacos utilizados para
tratamento de doencas e enfermidades advinham de produtos naturais ou eram
inspirados em um composto natural. Apesar disso, € provavel que a grande maioria
das espécies de plantas ndo tenha sido sistematicamente investigada

apropriadamente para a descoberta de novos farmacos (INBAR, 2010).

Os metabdlitos secundarios, grandes responsaveis por muitas das atividades
biol6gicas nos organismos, costumam estar associados a mecanismos de defesa
contra patdgenos e agentes externos como herbivoros, comunicagdo com outros
organismos (plantas e micro-organismos) ou protecdo contra estresse oxidativo

(radiacao ultravioleta) (ZAYNAB et al., 2018).

Na Asia, a industria de bambu ja é bem desenvolvida e atuante, com grande
destaque para a investigacdo das atividades biolégicas. No entanto, essa industria
caminha a passos lentos na Africa e América. A atividade antioxidante é a que recebe
maior destaque e com a maior quantidade de estudos na literatura. A presenca de
acidos fendlicos e flavonoides ja foi associada a atividade anti-inflamatoria,

antidiabética, neuroprotetora, hepatoprotetora e prebidtica, as quais foram
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relacionadas com a presenca de polissacarideos especificos (CHEN et al., 2018;
HUANG et al., 2017; LIU et al., 2018; DING et al., 1998). A atividade neuroprotetora
foi relacionada com a presenca de derivados lignofendlicos, compostos altamente
ativos presentes na lignina de Phyllostachys bambusoides Siebold & Zucc. Um desses
derivados, lignocresol carboximetilado, demonstrou atividade antiapoptética entre 50-
100%, apresentando a maior efetividade dentre todas as espécies pesquisadas

(AKAOQ et al., 2004).

Na China, o antioxidante de folhas de bambu (AOB, antioxidant of bamboo, em
inglés), um extrato rico em flavonoides, lactonas e &cidos fendlicos, tem autorizagao
do Ministério da Saude para a comercializagdo como aditivo em alimentos, laticinios,
produtos a base de carne e 6leos. Dentre seus principais componentes funcionais
estdo flavonoides como orientina, iso-orientina, vitexina e isovitexina, lactonas e

acidos fendlicos (Figuras 1 e 2) (ZHANG et al., 2005).



Figura 1. Acidos fendlicos comumente encontrados em bambus.
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Figura 2. Flavonoides comumente encontrados em bambus.
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Fonte: adaptado de (WROBLEWSKA, 2019)

Os bambus séo reconhecidos por acumularem compostos fendlicos, com

caracteristicas comuns a outras espécies de gramineas. Muitos desses compostos
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encontram-se ligados a uma ou mais moléculas de agucar (glicideos), formando o que
€ chamado de glicosideo, cuja parte glicidica é denominada glicona e a parte nao
glicidica, aglicona. Diversas flavonas, classe de flavonoides, sao glicosiladas. Em
muitas espécies de gramineas como milho, trigo e arroz (BRAZIER-HICKS et al.,
2009), a maioria dos glicosideos estédo conjugados com a flavona via uma ligacédo C-

glicosidica, assim como nos bambus.

No extrato das aparas de colmos, EBS (extract of bamboo shavings, em
inglés), o qual é obtido da camada intermediaria dos colmos, da espécie Bambusa
tuldoides Munro foram identificados os triterpenoides friedelina, lupeol, lupenona,
assim como, a-amirina e B-amirina. Este extrato foi responsavel por aumentar a
resisténcia de ratos em provas de natacdo e os resultados demonstraram uma
atividade antifadiga atribuida aos triterpenoides presente no extrato (ZHANG et al.,
2006). No EBS de P. nigra var. henonis foi identificado um total de 73,6% de
triterpenoides, dentre eles friedelina, friedelanol, lupenona e lupeol (ZHANG et al.,
2004). As atividades antimicrobiana, antifingica e antiparasitaria desta espécie foram
atribuidas a presenca de derivados de benzoquinona (NISHINA e UCHIBORI, 1991)
ou sesquiterpenos (TAO et al., 2018). Além disso, ao compostos fendlicos extraidos
de bambus também foram atribuidas atividades anti-inflamatéria, antiulcerogénica e
antitumoral (WEDLER et al., 2014), anti-hipertensiva (PARK e JHON, 2010),
hipomelanogénica (CHOI et al., 2018) e anticonvulsivante (ZHANG et al., 2018).
Alguns pesquisadores também relataram atividade antibacteriana do carvdo de
bambu (YANG et al., 2012) e do vinagre de bambu, produzido da pirélise de colmos

da espécie Gigantochloa scortechinii Gamble ( (SULAIMAN et al., 2005)
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Bambus de origem asiatica também apresentaram resultados relevantes em
relagdo a capacidade de inibicdo da enzima tirosinase, uma enzima contendo cobre
que esté presente em células denominadas melandcitos em animais, plantas e fungos
e que catalisa a producdo de melanina e outros pigmentos a partir da oxidagao da
tirosina (HUH et al., 2014 ). A tirosinase é a responsavel pelo escurecimento de
vegetais e da pele de animais. Desta forma, a indUstria cosmética direciona esforgos
e pesquisa em inibidores da enzima para tratar de desordens da pele como a
hiperpigmentacdo. Extratos etandlicos de Gigantochloa ligulata Gamble e
Schizotachyum zollingeri Steud. apresentaram inibicdo quase total da enzima na
concentracdo de 1,0 mg/mL (ILHAM et al., 2008). Ja os extratos de P. bambusoides
a 5,0 mg/mL reduziram significativamente o processo de melanogénese em testes in

vitro em melandcitos humanos (HUH et al., 2014 ).

O estresse oxidativo ao qual estamos expostos diariamente principalmente
por radiacdo UV e poluentes atmosféricos também desperta o interesse académico e
da industria para a neutralizacdo dos radicais livres gerados nesse processo, que
entre outros danos causam o aparecimento de rugas, fotoenvelhecimento, pele seca
ou alteracbes de cor e textura da pele, inclusive o surgimento de carcinomas e
melanomas. Antioxidantes tépicos figuram, entdo, como uma solucdo para impedir
gue essas reacdes em cadeia se propaguem, pois eles proprios sofrendo oxidagéo
eliminam esses radicais livres e dessa forma protegem a pele do estresse oxidativo.
(IDHA e GUNAWAN, 2013). A espécie Phyllostachys nigra Munro var. henonis Stapf.
apresentou uma atividade antioxidante e sequestradora potente do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), atividade esta atribuida & presenca de acido clorogénico,

acido cafeico e luteolina-7-glicosideo (HU, ZHANG e KITTS, 2000).
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A quercetina em particular esta quase sempre presente em quantidades
substanciais nos tecidos de plantas. E um poderoso antioxidante, quelante de metais,
com a capacidade de neutralizar radicais e prevenir a oxidagdo de lipoproteinas.
Outros flavonoides encontrados no vinho tinto como canferol e antocianidinas, e em
chas, como catequinas e ésteres de catequina galato também se mostraram como

antioxidantes eficazes (DEWICK, 2009).

1.4 Bambus no Brasil

O Brasil € um dos paises com a maior diversidade de bambu nas Américas
com 34 géneros e 232 espécies (FILGUEIRAS e SANTOS-GONCALVES, 2004),

distribuidas entre a Mata Atlantica, Cerrado e Amazoénia (Flora do Brasil 2020, 2016).

Por aqui os bambus sdo primariamente utilizados para a construcéo civil,
devido a sua grande resisténcia mecanica e baixo custo, como, por exemplo, na
construcdo de habitacbes para populacbes carentes, além de ser empregado na
fabricacdo de moveis e utensilios. No entanto, o potencial dessa graminea se mantém
subaproveitado devido a resisténcia cultural de aceitar o bambu como material duravel
e confiavel, além da ideia errbnea de associa-lo a obras temporarias ou miséria,

diminuindo dessa forma o interesse para investigacao cientifica e tecnologica

(BERALDO e AZZINI, 2004)

No sudoeste da AmazoOnia encontra-se uma das maiores reservas de bambu
nativo, com uma area de mais de 180.000 km? (JUDZIEWICZ et al., 1999), compondo

uma oportunidade econdmica valiosa e pouco explorada. De acordo com o INBAR, o
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pais possui uma area total de bambuzais que pode chegar a oito milhdes de hectares

(INBAR, 2010).

Apesar da diversidade de estudos sobre composi¢cdo quimica e atividade
biolégica de tantas espécies asiaticas de bambus, a pesquisa nessa area no Brasil

ainda é incipiente, com poucos artigos a respeito.

1.5 Guadua Kunth

Guadua pertence a Guaduinae Soderstr. e R. P. Ellis, uma subtribo
monofilética, apoiada por dados moleculares e micromorfolégicos. (LIZARAZU,
AGRASAR e VEGA, 2013). A classificacdo mais recente dessa subtribo indica que
Guaduinae compreende 53 espécies distribuidas em cinco géneros: Apoclada
McClure com uma espécie, Eremocaulon Soderstr. & Londofio com quatro espécies,
Guadua Kunth com 32 espécies, Olmeca Soderstr., com cinco espécies, e Otatea
(McClure & E. W. Sm.) Calderdn & Soderstr., com oito espécies (CLARK, LONDONO
e RUIZ-SANCHEZ, 2015). As espécies da subtribo Guaduinae sdo encontradas do
México ao Uruguai e Argentina (JUDZIEWICZ et al., 1999), (CLARK, LONDONO e
RUIZ-SANCHEZ, 2015). O Brasil possui a maior diversidade de espécies dessa
subtribo, com 21 espécies descritas em trés géneros (Apoclada, Eremocaulon e
Guadua) (Flora do Brasil 2020, 2016), seguido pelo México, com 20 espécies com 0

mesmo numero de géneros (Guadua, Olmeca e Otatea).

Guadua € um género considerado promissor, tanto do ponto de vista de
propriedades fisicas quanto de composi¢cdo quimica O género ocorre em toda a

América tropical, do México ao Brasil e norte da Argentina (LONDONO e PETERSON,
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1992). As espécies deste género apresentam grande importancia na América, estando
intimamente ligadas com o desenvolvimento econdémico de algumas regides

colombianas.

Devido a alta resisténcia mecénica, durabilidade, facilidade de manuseio
como material de construcdo e substituto da madeira, as espécies deste género
vieram a ser chamadas de a¢o vegetal. Seu crescimento € rapido comparado com
outros tipos de madeira utilizadas na construgcao. Isso quer dizer que em cinco anos
essas espécies alcancam a altura de 30 metros, diferentemente de arvores comuns,
gue necessitam mais de 15 a 20 anos para atingir a mesma altura. O género Guadua
é fonte de material sustentavel e renovavel para estruturas resistentes a terremotos
(PEREA-RIVAS et al., 2003). A espécie Guadua angustifolia Kunth € considerada uma
das 20 espécies mais importantes de bambu em todo o mundo, devido as suas
propriedades mecénicas e fisicas, incluindo sua grande flexibilidade para edificios

resistentes a terremotos, (LIZARAZU, AGRASAR e VEGA, 2013).

1.6 Guadua chacoensis (Rojas) Londofio & P.M. Peterson

Guadua chacoensis (Rojas) Londofio & P.M. Peterson (Figuras 3 e 4) é uma
espécie nativa do Brasil, que também ocorre no norte da Argentina, sudeste da Bolivia,
sul do Paraguai e norte do Uruguai (LONDONO e PETERSON, 1992). No passado,

era erroneamente confundida com G. angustifolia Kunth.
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Figura 3. Fotos de Guadua chacoensis (Rojas) Londofio e Peterson

Fonte: adaptado de (Apuama, 2018)

Figura 4. llustracdo de Guadua chacoensis (Rojas) Londofio e Peterson. (LONDONO e PETERSON,
1992) - A. Ramo de floragdo; B. Complemento de folhas; C. Ligula da folha; D. Bainha de colmo; E.
Detalhe da ligula da bainha do colmo, vista adaxial; F. Complemento de galho.

A espécie foi descrita pela primeira vez em 1918 pelo botanico argentino

Nicolas Rojas Acosta como Bambusa chacoensis, a qual era conhecida popularmente
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sob o nome de "tacuara”, distinguindo-a de duas outras espécies que ocorrem na
mesa regido, G. paraguayana Doell, conhecida como "picanilla” e Guadua trinii (Nees)
Ruprecht, conhecida como "yatevo", "tacuaruzu" ou "tacuara brava" (NICORA e
RUGOLO DE AGRASAR, 1987; YOUNG, 1985). McClure (1973) chegou a incluir G.
chacoensis como taxon de status especifico ndo resolvido em sua lista de espécies
catalogadas. Young (1985), por outro lado, tratou esta espécie como uma das duas
subespécies no complexo variavel Guadua angustifolia Kunth e indicou um novo tipo.
No entanto, o autor apontou que as duas subespécies poderiam ser separadas
usando uma combinacéo de caracteristicas vegetativas e reprodutivas (LONDONO e

PETERSON, 1992).

Em territério brasileiro existem ocorréncias confirmadas nas regifes Centro-
Oeste (Mato Grosso do Sul), Sudeste (Séo Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina) (Flora do Brasil 2020, 2016) em areas de Mata Atlantica, onde ocorre
em florestas de galeria, geralmente ao longo das margens de riachos e rios, em

elevacdes de 75 a 450 m (Figura 5).

Figura 5. Distribuicdo geografica de Guadua chacoensis no territério brasileiro.

é,

b

Fonte: (Flora do Brasil 2020, 2016)
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Em relacdo a reproducdo, Guadua chacoensis tem um ciclo de floragdo de
aproximadamente 31 anos (GUERREIRO, 2014), podendo florescer ininterruptamente
por pelo menos trés anos (LONDORNO e PETERSON, 1992). Os frutos caem no chéo,
germinam e crescem sob as plantas-mae, resultando em uma taxa de sobrevivéncia
das sementes maior que de outras espécies do género. G. angustifolia, por exemplo,
apresenta taxa estimada em menos de 1%. No clima correto, as espécies de Guadua
podem crescer até 11 centimetros por dia e atingir a altura méxima de 30 m em 6

meses.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Devido a falta de estudos sobre as espécies de bambus americanos, o
objetivo principal deste trabalho é investigar a composicdo quimica de extratos e
fragcbes de Guadua chacoensis (Rojas) Londofio & P.M. Peterson e avaliar seu

potencial antimicrobiano, antioxidante e inibidor de tirosinase

2.2 Objetivos Especificos

e  Obter extratos brutos de folhas e colmos de G. chacoensis e fracionar
esses extratos em solventes de diferentes polaridades, a saber: hexano, cloroférmio,
acetato de etila e n-butanol;

e Analisar a composicdo quimica dos extratos brutos e fracdes por
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia a gas acoplada a
espectrometro de massas (CG-EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e  Quantificar o teor de compostos fendlicos e flavonoides presentes nos
extratos brutos e fracoes;

) Determinar a capacidade antioxidante dos extratos brutos e fragbes
utilizando ensaios qualitativos e quantitativos de supressao do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH);

e  Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos e fragbes pelo
teste de microdiluicdo frente a culturas de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas

e fungos;
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e Avaliar atividade inibitéria da enzima tirosinase, visando aplicagcdo em

formulac6es cosméticas para o tratamento de hiperpigmentacéo cutanea.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta de Material Vegetal

As folhas e colmos de Guadua chacoensis foram coletados no dia 11 de abiril
de 2017 na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento (UPD) de Tatui, SP (23°17°16,7”
S e 47°54°0,4” O) vinculada a Agéncia Paulista de Tecnologia de Agronegocios
(APTA) da Secretaria de Agricultura e Abastecimento. O material vegetal recolhido foi,
entdo, identificado taxonomicamente e confirmado pelo Dr. Tarcisio Filgueiras do
Instituto de Botanica de Séao Paulo (Sao Paulo, SP, Brasil). Uma espécie testemunha

foi depositada no Herbario dessa mesma instituicdo sob o nimero MORENO 603.

3.2 Reagentes

Para a extracdo de componentes do material vegetal utilizou-se etanol 98%
(v/v) da marca Synth®. Toda agua destilada usada na parte experimental foi obtida
através de osmose reversa (OS10XLE, GEHAKA). Os solventes utilizados no
fracionamento dos extratos de colmos e folhas — hexano, cloroférmio, acetato de etila,
n-butanol — também foram obtidos da Synth®. O sulfato de sédio anidro grau P.A. foi
fornecido por J.T. Baker. Para os ensaios cromatograficos utilizou-se éter etilico da
LS Chemicals. Acetona, acido férmico, cloroférmio, tetraidrofurano e tolueno da
Merck. Os padrbes de flavonoides e a enzima tirosinase foram adquiridos da Sigma
Aldrich®. O metanol utilizado para dissolucdo das amostras de ensaios quimicos e
bioldgicos foi da marca Synth®. Os reagentes 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH),
Folin-Ciocalteau e Natural Product Polyethylene Glycol Reagent (NP-PEG) também

foram da Sigma Aldrich®. O cloreto de aluminio utilizado no teste de teor de
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flavonoides foi da marca Merck e o carbonato de sédio no teste de fendélicos da marca

J.T. Baker.

3.3 Extrag&o do Oleo Volatil

O dleo volatil foi obtido a partir das folhas do material vegetal seco a sombra
por 15 dias. As folhas foram separadas dos galhos, fragmentadas com auxilio de
tesoura e a extracao foi realizada através do processo de hidrodestilagdo em aparelho
de Clevenger (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Em balzo de fundo redondo com
capacidade de 3 L, foram acondicionadas as folhas e agua destilada (1,5 L). Apos 3
horas de extracdo, o 6leo volatil foi recolhido do frasco florentino do equipamento com
auxilio de éter etilico, a fim de se retirar alguma porcao de dleo que tenha ficado retida
em seu interior. Em seguida, foi secado sobre sulfato de sédio anidro. O solvente
proveniente da lavagem do equipamento foi eliminado em evaporador rotatério
(BUCHI Rotavapor R-124) a pressdo reduzida em temperatura ambiente. Esse
processo foi repetido trés vezes utilizando-se um total de 201,38 g de folhas.
Finalmente, o 6leo foi pesado para determinacdo do rendimento e armazenado em

freezer (-25°C) até sua utilizacdo nas analises.

3.4 Obtencao dos Extratos Brutos

O material vegetal foi seco a sombra por aproximadamente 30 dias, separado
em folhas ou colmos, incluindo os galhos, e submetido a secagem em estufa de
circulacdo de ar forcada a temperatura de 40° C. Apds a secagem, o material foi

triturado em moinho de facas (TECNAL TE-580) até a obtencdo de um po fino. A
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extracdo foi realizada com aparelhagem Soxhlet e etanol 60% (v/v) trés vezes até a
exaustdo, isto é, até que a solucdo se apresentasse limpida e incolor apds varios
ciclos de refluxo do solvente. Os extratos obtidos nesta etapa serdo doravante
denominados extratos brutos. A concentracdo dos extratos brutos foi realizada em
evaporador rotatério (BUCHI Rotavapor R-124) e ap6s concentragio, passaram por
processo de liofilizagcdo (Thermo Fisher Scientific — ModulyoD Freeze Dryer), sendo
posteriormente armazenados em freezer (-25° C). O rendimento do processo foi

calculado de acordo com a Equagéo 1.

Equacéo 1. Rendimento de extracao

massa do extrato
massa de material vegetal

Rendimento (%) =

3.5 Fracionamento dos Extratos Brutos

Os extratos brutos liofilizados de folhas e colmos de G. chacoensis foram
fracionados em quatro solventes em ordem crescente de polaridade: hexano,

cloroférmio, acetato de etila e n-butanol.

Pesou-se 23,92 g de extrato de folhas em um béquer e dissolveu-se
diretamente em 100 mL de hexano. Deixou-se sob agitagcdo magnética intensa por 10
minutos, filtrou-se com papel de filtro, e recolheu-se o solvente. Efetuou-se outras trés
extragcbes com hexano seguindo o mesmo procedimento e recolheu-se todo o
solvente, totalizando quatro extracbes de 100 mL cada, e partindo-se, a seguir, para

cloroformio, acetato de etila e n-butanol. Para o fracionamento do extrato bruto de
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colmos pesou-se 19,04 g e executou-se o0 mesmo procedimento para obtengcédo das

fracOes.

A seguir, eliminou-se grande parte do volume de solvente de cada fracédo
utilizando-se evaporador rotatério (BUCHI Rotavapor R-124) sob presséo reduzida.
Os pequenos volumes restantes foram transferidos para frascos de vidro menores e
colocados em chapa de aquecimento a 60-100° C para evaporacgado total dos

solventes.

3.6 Quantificacdo de Compostos Fenolicos Totais

Os compostos fenolicos foram quantificados de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Ainsworth e Gillepsie (2007) com algumas
modificacdes, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau. Esse reagente € o mais
amplamente utilizado na determinacédo de compostos fendlicos totais. Ele € composto
pela mistura dos acidos fosfotingstico e molibdénico, nos quais tungsténio e
molibdénio encontram-se no estado de oxidacdo +6 (IKAWA et al., 2003). Na presenca
de compostos redutores, tungstanato e molibdato perdem 1, 2 ou até os 3 atomos de
oxigénio produzindo diferentes espécies reduzidas de uma cor azul intensa e
caracteristica (Amax = 745-750 nm) (PETERSON, 1979).No entanto, esse método nao
€ seletivo apenas para compostos fendlicos, onde algumas substancias nitrogenadas
como aminas terciarias alifaticas, hidroxilaminas, hidrazinas entre outras, também

podem atuar como agentes redutores.

Os extratos brutos de folhas e colmos e suas respectivas fragbes foram

dissolvidos em MeOH:H20 (80:20, v/v) nas concentracbes de 1 mg/mL (fracbes
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acetato de etila de colmos e n-butanol de colmos) e 2 mg/mL para as demais fracdes
e extratos brutos. O padréo utilizado no ensaio para a constru¢cdo da curva de
calibracéo foi &cido gélico (Sigma Aldrich®), com concentragfes no ensaio entre 20 a
200 pg/mL em MeOH:H20 (80:20, v/v). Outro reagente necesséario a reacao foi
carbonato de sédio (Na2CO3), preparado a uma concentragdo de 500 mmol/L em agua

destilada.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogos e as amostras
(extratos brutos e fracfes) e os demais componentes foram distribuidos da seguinte

forma:

e Amostra: 20 pL da amostra + 30 pL de agua destilada + 50 pL do
reagente de Folin-Ciocalteau + 100 uL de solucéo de carbonato de sodio;

° Branco de amostra: 20 yL da amostra + 80 uL de agua destilada + 100
pL da solucéo de carbonato de sddio.

Apbs 2 horas de reacdo no escuro com a microplaca coberta com folha de
aluminio, as absorbancias foram determinadas em espectrofotometro (BioTek EON

Multi-Detection Microplate Reader, BioStack Ready) em A = 760 nm.

O conteudo dos compostos fendlicos foi expresso em microgramas
equivalentes de acido galico (EAG) por miligrama de amostra (ug EAG/mg), calculado
a partir da equacao gerada pela curva de calibracdo. As analises foram realizadas em

triplicata e os resultados apresentados como média seguida de erro padréo.
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3.7 Quantificacdo de Flavonoides

Para a quantificacdo foi empregado o método espectrofotométrico utilizando
cloreto de aluminio (AICIs) como agente complexante. A metodologia foi adaptada da

Farmacopeia Francesa (ISSA, 2015).

Os extratos brutos das folhas e colmos e suas respectivas fracdes foram
dissolvidos em MeOH:H20 (80:20, v/v) na concentragéo [5 mg/mL]. O padréo utilizado
no ensaio para a construcdo da curva de calibracao foi quercetina (Sigma Aldrich®),
nas concentracoes finais de 10 a 100 pg/mL em MeOH:H20 (80:20, v/v). Cloreto de

aluminio foi utilizado na concentracéo de 2% (m/v) em MeOH:H20 (80:20, v/v).

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos e as amostras e

demais componentes foram distribuidos da seguinte forma:

e  Amostra: 20 pL de amostra + 160 uL de metanol 80% + 20 pL da solugéo
de AICI3;

° Branco de amostra: 20 pL de amostra + 180 pL de metanol 80%.

Apos 30 minutos de reacdo no escuro com a microplaca coberta com folha de
aluminio, as absorbéancias foram determinadas em espectrofotémetro (BioTek EON
Multi-Detection Microplate Reader, BioStack Ready) em A = 425 nm.

O conteudo de flavonoides totais foi expresso em microgramas equivalentes
de quercetina (EQ) por miligrama de amostra (ug EQ/mg), valor calculado a partir da
equacao gerada pela curva de calibracdo. As andlises foram realizadas em triplicata,

e os resultados apresentados como média seguida de erro padrao.
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3.8 Capacidade Antioxidante

Para avaliar a capacidade antioxidante dos extratos foi empregado o método
espectrofotométrico de captura do radical livre DPPH (BRAND-WILLIANS, 1995),
espécie que se mantém estavel devido a deslocalizagdo do elétron desemparelhado
por toda a molécula (Figura 6). Essa deslocaliza¢do € caracterizada por uma banda
de absor¢cdo em metanol em A = 520 nm, o que confere a solu¢cdo uma coloracao
violeta. O ensaio consiste, entdo, na capacidade de uma determinada substancia, o
agente antioxidante, atuar como doadora de atomos de hidrogénio ou elétrons e
reduzir o radical a hidrazina. Esta reducéo desloca a banda de absor¢éo para um
maior comprimento de onda, resultando em uma mudanca de cor de violeta para

amarelo pélido. (ALVES et al., 2010).

Figura 6. Formas radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH.
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Os extratos brutos de folhas e colmos e suas respectivas fragbes foram
dissolvidos em metanol em concentragdes iniciais de 1 a 0,1 mg/mL para triagem
preliminar, as quais foram ajustadas posteriormente para definir a ECso especifica de

cada amostra. O padréo utilizado no ensaio para a constru¢do da curva de calibracéo
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foi quercetina (Sigma Aldrich®) dissolvida em metanol, nas concentragdes finais de

1,5 a5 pg/mL.

A solugéo estoque de DPPH foi preparada pela dissolu¢éo de 2,0 mg em balédo
volumétrico de 50 mL de metanol, para uma solugdo-estoque [0,04 mg/mL] e
concentragéo final no pogo da placa Elisa de 0,03 pg/mL. Esta solugao foi mantida ao

abrigo da luz até o momento de utilizacao.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos e as amostras
(extratos brutos e fracdes) e demais componentes foram distribuidos da seguinte

forma:

e  Amostra: 50 uL da amostra + 150 pL de DPPH;

° Branco da amostra: 50 pL da amostra + 150 puL de metanol;

e  Controle: 150 pL de DPPH + 50 yL metanol;

° Branco do controle: 200 puL de metanol.

Apos 30 minutos de reacdo no escuro com a microplaca coberta com folha de
aluminio, as absorbancias foram determinadas em espectrofotémetro (BioTek EON

Multi-Detection Microplate Reader, BioStack Ready) em A = 515 nm.

Os ensaios foram realizados em triplicata e a porcentagem de capacidade

antioxidante foi calculada de acordo com a Equagéo 2.

Equacéo 2: Célculo da capacidade antioxidante

[(Abscontrole' Absbranco do controle) - (Absamostra' Absbranco da amostra)] P

% CA = 00

(Abscontrole' AbSbranco do Controle)
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3.9 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A andlise preliminar da composicao dos extratos brutos e fracdes foi feita por
CCD, utilizando-se substancias de referéncia (padrdes) indicados na Tabela 1 e folhas
de silica gel 60 F2s4 (0,2 mm, Merck) como fase estacionaria. Os extratos brutos e
fragOes foram dissolvidos a uma concentracdo de aproximadamente 2 a 5 mg/mL em

metanol.

Tabela 1. Sistemas de eluicdo e padrdes utilizados com as fragdes e extratos brutos na CCD.

Fracdes Sistema Padrbes
tolueno:éter etilico : :
Hexano Cumarina, umbeliferona
(2:1, viv)
acido cafeico, acido cinamico,
Cloroférmio e cloroférmio:metanol acido clorogénico, acido p-
acetato de etila (9:1, viv) cumarico acido galico,
guercetina e rutina
THF:tolueno:acido iso-orientina, isovitexina,
n-butanol férmico:agua orientina, quercetina, rutina e
(16:8:2:1, viv) vitexina
Extratos brutos e tolueno:acetona
fracbes acetato (9:1, viv) B

As fases méveis foram preparadas em béqueres e a corrida de solvente era
interrompida a cerca de 1 cm da borda superior da folha de silica. Apos secagem total
foi feita visualizac&do sob luz UV em A = 254 nm e A = 366 nm. A seguir, revelou-se
essas folhas com NP/PEG (difenilboriloxietilamina 1% (m/v) em metanol), um
intensificador de fluorescéncia em A ~ 365 nm para flavonoides e acidos fendlicos, e
novamente visualizadas em 366 nm, marcando as manchas e deslocamentos em
ambos o0s casos. Para a comparacédo das amostras com os padrdes, calculou-se o

fator de retencao (Rf) de acordo com a Equacéo 3:
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Equacdo 3: Fator de retencédo, Rf

distancia percorrida pela substancia

Rf-

frente do solvente

3.10 Cromatografia a Gas Acoplada a Espectrémetro de Massas

(CG-EM)

A andlise da composicdo do 6leo volatil das folhas e das fracbes hexano,
cloroférmio e acetato de etila de G. chacoensis foi realizada no laboratorio do Instituto
de Botanica de S&o Paulo, supervisionado pela Dra. Maria Claudia Marx Young.
Utilizou-se o0 CG-EM Agilent® (série 6890) acoplado a espectrometro de massas com
sistema quadrupolo (Agilent 5973 Network Mass Selective Detector) e energia de
ionizacéo de 70 eV. A coluna capilar utilizada foi DB-5 (30 m x 0,25 mm de diametro
interno) tendo hélio como gas de arraste, pressao de 80 kPa, fluxo de 1 mL/min. As

condicBes em pregadas para as analises do 6leo volatil e fracdes sdo descritas abaixo:

Oleo volatil: Temperatura inicial de 40°C mantida por 1 minuto e aumento
subsequente do aquecimento em 3°C/min até atingir 240°C mantendo essa
temperatura por 15 min. As temperaturas do injetor e detector foram programadas

para 250°C.

FracOGes: Temperatura inicial de 100°C mantida por 1 minuto e aumento
subsequente do aquecimento em 10°C/min até 290°C, com manutencdo da
temperatura final por 15 minutos. As temperaturas do injetor e detector foram

ajustadas para 290°C.
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Os indices de retencdo aritméticos (IA) (DOOL e KRATZ, 1963) foram
calculados conforme descrito na Equacao 4. Para tal, utilizou-se uma série homologa
de n-alcanos (C8-C22) para o 6leo volatil e (C13-C31) para as fracdes, ambas

submetidas as mesmas condi¢des de andlise cromatografica das amostras.

Equacao 4. indice aritmético (IA) empregado nos célculos.

100[( TRy) - (TR,)]

IA=100Z +
(TRZ+1 ) - (TRZ)

X - composto de interesse; Z - numero de &omos de carbono do alcano com tempo de retencéo
imediatamente anterior ao tempo de retencdo de X; TRx - tempo de retencdo do composto X; TRz -
tempo de retencéo de Z; TRz+1 - tempo de retengéo do alcano com tempo de retengéo imediatamente
posterior ao tempo de retencéo de X.

A identificacdo dos compostos volateis foi realizada através da comparacao
entre os indices de retencdo obtidos na andalise e 0s espectros de massas de
bibliotecas instaladas no equipamento (Wiley; NIST 2014; ADAMS, 2017), além de
comparacao com espectros de massa registrados em banco de dados como NIST
(National Institute of Standards and Technology). Para caracterizar cada composto
considerou-se uma diferenca de até + 10% do IA em relacdo aos valores reportados

na literatura.

3.11 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatogréfico das fracdes cloroférmio, acetato de etila e n-butanol
dos extratos brutos de colmos e folhas foi analisado utilizando-se os solventes acido
acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, ambos de grau HPLC da marca T. J. Baker. As

analises foram feitas em um cromatografo Agilent 1260 com detector de espectro
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ultravioleta por fotodiodos com célula de fluxo de 60 mm. Como fase estacionaria foi
utilizada uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um de diametro de
particula) e fluxo de 1,0 mL/min. O volume de injecéo foi de 3 uL e a temperatura da

coluna 45° C. O gradiente de eluicdo das amostras foi 0 seguinte (Tabela 2).

Tabela 2. Gradiente de eluicdo CLAE das fragBes acetato de etila e n-butanol de colmos e folhas,
partindo de uma solugdo aquosa de acido acético 0,1% (v/v).

Fracdes acetato e n-butanol Fracdes cloroformio
Tempo (min) Acetonitrila Tempo (min) Acetonitrila
(%) (%)

0-6 10 0-10 10a 25
6-7 10a15 10-30 25a50
7-22 15 30-50 50 a 100

22 -32 15a50 50 - 60 100

32-42 50 a 100

42 - 50 100

3.12 Atividade Antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos, fracdes e 6leo
volatil foi realizada utilizando-se o método de microdiluicdo empregando microplacas
estéreis de 96 pocos, adaptando-se os volumes de amostras e controles para 200 uL

(ELOFF, 1998). A metodologia para essa analise foi feita conforme descrito a seguir:

Microrganismos: Foram utilizados cinco microrganismos para este ensaio.

Trés bactérias: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) (Gram-negativa),

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (Gram-positiva) e Escherichia coli (ATCC 8739)

(Gram-negativa), e dois fungos: Candida albicans (ATCC 10231) e Aspergillus
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brasiliensis (ATCC 16404). O dleo volatil de G. chacoensis foi testado contra S.

aureus, E. coli e C. albicans. As concentrac¢des finais nos pog¢os da microplaca foram:

e 0,5 mg/mL para o 6leo volatil
¢ 0,1 mg/mL para os extratos brutos e fracdes

e 0,05 mg/mL para os controles positivos (clorafenicol, amicacina e

nistatina)
e ~2x10% UFC/mL para 0s microrganismos
Estas cepas encontravam-se liofilizadas e cada uma foi ressuspendida em
solucdo salina estéril 0,9% (m/v). A seguir, foram ativadas transferindo-se a

suspensao para caldo nutritivo com incubacéo adequada para cada microrganismo:

e  Bactérias: 35-37 °C por 24 horas;
e C. albicans: 20-25 °C por 48 horas;

e A brasiliensis a 20-25 °C por sete dias.

Partindo deste caldo, os microrganismos foram transferidos em estrias para
superficie de meio de cultura solido e incubados em estufa. A. brasiliensis foi estriado
em agar acondicionado em tubos de ensaio inclinados. A partir dessas culturas, foram

realizadas no maximo cinco subculturas para 0s ensaios antimicrobianos posteriores.

Meios de cultura: Para as bactérias, foram utilizados caldo nutritivo e agar

caseina de soja — Tryptic Soy Broth (TSB) e Tryptic Soy Agar (TSA) da marca Difco®.
Para os fungos, foi utilizado caldo nutritivo e agar Sabouraud Dextrose — Sabouraud
Dextrose Broth (SDB) e Sabouraud Dextrose Agar (SDA) — Difco®. Todos 0s meios

de cultura foram preparados de acordo com as instrucdes do fabricante.
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Preparacdo do inéculo: A massa celular resultante do crescimento em meio

sélido foi recolhida em 9 mL de solugéo salina estéril 0,9% (m/v) e padronizada através
de escala McFarland. Polissorbato 80 foi utilizado como padrdo para auxiliar no
recolhimento da massa celular de A. brasiliensis. Partindo dessa primeira solugao,
foram realizadas diluicbes seriadas (em solucao salina estéril) até que se obtivesse
concentracdo de 10* UFC/mL. A partir dessa diluicdo foi preparado o inéculo a ser
utilizado nos ensaios. O in6culo da diluicdo 10* UFC/mL foi diluido em meio de cultura,
até que se atingisse uma concentracao final de cerca de 2 « 103 UFC/mL. Para cada
experimento foi realizada a semeadura da diluicdo microbiana para confirmacgéo de

viabilidade do in6culo.

Controle positivo (agentes antimicrobianos): Foram empregados

cloranfenicol (USP) para E. coli e S. aureus, amicacina (Sigma Aldrich®) para P.
aeruginosa e nistatina (USP) para C. albicans e A. brasiliensis. As solu¢des-estoque

foram preparadas para atingirem a concentracao de 50 pg/mL no pogo da microplaca.

Amostras: As amostras foram solubilizadas em DMSO:MeOH (1:1, v/v). A
concentracéo final no poco da microplaca foi de 0,5 mg/mL para o 6leo volatil e de 0,1

mg/mL para os extratos brutos e fracoes.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos e as amostras (6leo volatil,

extratos brutos, fracées) e os controles foram distribuidos da seguinte forma:

e  Amostra: 10 pL de amostras + 190uL de ino6culo;

e  Amostra em branco: 10 pL de amostra + 190 uL do meio de cultura;
e  Controle de crescimento: 200 pL de indculo;

° Controle de esterilidade: 200 uL meio de cultura;

° Controle de solvente: 10 pL de + 190 uL de inéculo;
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° Branco de crescimento: 10 pL de DMSO:MeOH +190 yL de meio de
cultura.

As microplacas foram incubadas em estufa por 48 horas a 25°C para C.
albicans, 72 horas a 25 °C para A. brasilensis e 24 horas a 35°C para os demais
microrganismos. Passado o periodo de incubacéo, a leitura das placas foi realizada
em espectrofotdbmetro (Synergy™ HT Multi-DetectionMicroplate Reader — Biotek) em
A = 630 nm. A avaliacdo de inibicdo de A. brasilensis foi visual, sem o uso de

equipamentos, considerando a presenca ou auséncia de crescimento.

Com os valores de absorbéancia das amostras e dos controles positivos foi
possivel calcular a porcentagem de inibi¢cdo de crescimento microbiano. As equacdes
utilizadas encontram-se a seguir (Equacdes 5 e 6). Diferentemente das outras
espécies testadas, a analise de A. brasiliensis foi qualitativa (visual) pela presenca ou
auséncia de crescimento, uma vez que esta espécie de fungo produz filamentos, o

que impossibilita a leitura em espectrofotometro (Figura 30).

Equacgédo 5. Calculo de crescimento microbiano.

. L AbS;mostra — ADSpranco d t
Crescimento microbiano (%) = amos™ ranco 2o amosr 100

Abscontrole de solvente — Absbranco de crescimento

Equacéo 6. Calculo de porcentagem de inibigdo microbiana.

Inibi(;éo (%) = Abscontrole de solvente — Absbranco de crescimento — Crescimento microbiano

3.13 Atividade Antitirosinase

Tirosinase é uma enzima (mono-oxigenase) dependente de Oz que contém

cobre e é responsavel pelas reacdes de escurecimento que produzem melanina. A
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enzima é responsavel pela hidroxilagdo da tirosina, oxidagédo da diidroxifenilalanina
(DOPA) para dopaquinona entre outras etapas posteriores no mecanismo de

escurecimento (DEWICK, 2009).

Os ensaios com tirosinase foram realizados utilizando solu¢éo-tampé&o fosfato
de potéassio, KH2POa, pH 6,8. Preparou-se em baldo volumétrico de 250 mL uma
solucéo (solucdo A) com 6,8045 g de KH2PO4 em agua destilada. Em outro baldo de
250 mL, preparou-se uma solugcdo (solu¢cdo B) com 2,00 g de NaOH em &gua
destilada. Em seguida, em baldo volumétrico de 200 mL adicionou-se 50 mL da

solucédo A, 22,4 mL da solucéo B e completou-se o volume com agua destilada.
As amostras de extrato bruto e fracdes foram preparadas da seguinte forma:

a) Dissolveu-se 25 mg de cada amostra em 100 pL de Tween 20
(polissorbato 20 — surfactante) e 900 uL de DMSO (dimetilsulfoxido),
concentracao inicial de 25 mg/mL.

b) De cada uma dessas solucdes, pegou-se 200 pL e adicionou-se 800
uL de tampéo fosfato, concentracdo 5 mg/mL.

A enzima tirosinase (Sigma-Aldrich®) foi preparada previamente a uma
concentracédo [0,1 mg/mL] no tampéo fosfato e mantida frasco plastico com tampa sob
refrigeracdo a -25° C. Para 0s experimentos, transferiu-se para caixa de isopor com
gelo e esperou-se a solucdo enzimatica descongelar. Em 2 mL de tampéao fosfato foi
adicionado 1 mL da enzima para utilizacdo nos ensaios com concentracéo final [0,033

mg/mL].

O substrato utilizado para a reagdo enzimatica foi a levodopa (L-Dopa)

(Sigma-Aldrich®). A preparacgéo era efetuada no dia do experimento com 0 preparo
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de uma solugcédo [0,5 mg/mL] em tampao fosfato, sendo descartado qualquer

excedente ao término do experimento.

Os ensaios foram realizados em triplicata em microplacas de 96 pocos e as
amostras (extratos brutos e fragbes) e demais componentes foram distribuidos da

seguinte forma:

e  Amostra: 80 pL tampéo fosfato + 40 pL amostra + 40 pL tirosinase;
° Branco da amostra: 120 pL tampéo fosfato + 40 L tirosinase;

e  Controle: 80 pL tampéao fosfato + 40 pL solvente + 40 L tirosinase;
° Branco do controle: 120 pL tampao fosfato + 40 uL solvente;

O solvente € o mesmo das amostras, ou seja, Tween 20 + DMSO 1:9 (v/v).

A concentracao final de cada amostra nos pocos das microplacas foi de 1

mg/mL.

Apbs adicionar todos 0s componentes, incubou-se a placa por 10 minutos a
30° C. A seguir, acrescentou-se em todos 0s pocos, isto é, amostra, branco de
amostra, controle e branco do controle, 40 pL de L-Dopa. Encubou-se, entéo, por mais
10 minutos a 30° C e fez-se a leitura em espectrofotbmetro (BioTek EON Multi-
Detection Microplate Reader, BioStack Ready) em A = 475 nm. A porcentagem de

inibicdo da enzima tirosinase foi medida de acordo com a equacéo (Equacao 2:).

3.14 Analise Estatistica

As andlises estatisticas efetuadas nesse trabalho foram feitas com o auxilio

programa Minitab® 19. Foram executadas a analise de variancia para 1 fator (ANOVA
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One-Way) estabelecendo o nivel de significancia a = 0,05, isto é, nivel de confianca

de 95%, com posterior aplicacdo do teste de comparacéo de Tukey.

Resumidamente, ANOVA € uma analise da dispersao dos valores obtidos em
torno da média do resultado apresentado. Ela informa se existe ou nao diferenca
estatistica relevante entre os valores numéricos dos resultados, mas nao permite
concluir qual ou quais valores diferem entre si. Essa comparacéao é feita pela aplicacao
do teste de Tukey, que separa os resultados em grupos e aqueles que fazem parte de

grupos diferentes séo significativamente distintos para poderem ser comparados.

Outros parametros envolvidos na analise séo o valor-P, que para a ANOVA
ser confidvel deve ser menor que «, e o valor-F, que deve ser maior que 1 para que o
valor-P obtido seja confiavel. Quanto maior o valor-F, mais confidvel é a significancia
estatistica do valor-P. O numero de graus de liberdade expressa o espaco amostral
analisado. Quanto maior, melhor é a estimativa de variabilidade entre os resultados

apresentados (Suporte ao Minitab® 19).



50

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise do Oleo Volatil

Oleos volateis s&o liquidos aromaticos obtidos a partir de material vegetal —
flores, ervas, brotos, folhas, frutas, galhos, casca, sementes, madeira e raizes. Os
componentes desses 06leos e o teor (%) que eles aparecem na composicao do 6leo
varia entre as espécies, entre as partes da planta analisada e até mesmo de acordo
com as condi¢des de cultivo e época de coleta (MIRANDA et al., 2016).

Devido a atividade antibacteriana e antifingica normalmente associada aos
Oleos volateis, existe grande interesse em estudar e isolar seus principais
componentes de modo que se possa tratar de doencas infeciosas ou emprega-los
como conservantes na inddstria alimenticia (SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-
NOVALES, 2012).

Ao final do processo de extracéo do 6leo, obteve-se 0,0016 g resultando num
rendimento de 0,00079% (m/m). O rendimento da hidrodestilacdo do 6leo volatil de G.
chacoensis teve um rendimento bem pequeno se comparado a outras espécies de
bambus asiaticos como Phyllostachys pubescens 0,01% (m/m) (TAKAHASHI, MIZUI
e MIYAZAWA, 2010).

A analise do 6leo volatil de G. chacoensis por CG-EM indicou a presenca de
pelo menos 44 compostos diferentes, dos quais 18 puderam ser identificados,
perfazendo 57,98% composicdo total do Oleo. Analisando-se 0s compostos
identificados (Tabela 3), a maior parte pertence a classe dos terpenos (mono, di e
sesquiterpenos) ou seus derivados oxigenados, os terpenoides (mono, sesqui
tetraterpenoides), compondo 41,13% do total. No entanto, os dois compostos

majoritarios, sdo acido palmitico, um acido graxo, e (E)-B-ionona (Figura 7), um
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produto de degradacao de carotenoides que ja foi identificado nos compostos volateis
de Phyllostachys heterocycla cv. Pubescens Mazel ex Houz. De ehaie, ao qual
atribuiu-se atividade antidiabética (GUO et al., 2015). Também se observou a
presenca do artefato diisobutil ftalato, um plastificante que provavelmente adveio de

algum frasco de acondicionamento das amostras.

Tabela 3. Componentes identificados do 6leo volatil de Guadua chacoensis.

N Composto % 1A 1A (lit.)
1 (E)-B-ionona 8,75 1477 1487
2 acido palmitico 6,54 1829 1963
3 (E)-fitol 5,32 2107 2106
4 (E)-geranil acetona 5,06 1447 1453
5 a-cedreno 4,76 1411 1410

6 Hexa-hidrofarnesil acetona (fitona) 4,73 1840 1842

7 ylangenol 3,30 1647 1666

8 (E,E)-farnesil acetona 3,03 1893 1915
9 (E)-B-damascenona 2,99 1377 1383
10 1,7-di-epi-a-cedrenal 2,70 1663 1639
11 cedren-8-en-15-ol 2,58 1693 1669
12 cedrol 2,17 1604 1600
13 diisobutil ftalato 1,56 1855 1873
14 isofitol 1,22 1857 1946
15 (E)-a-ionona 0,96 1432 1428
16 B-ciclocitral 0,83 1217 1217
17 B-bisaboleno 0,82 1505 1505

18 10-epi-cubebol 0,66 1512 1533
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Figura 7. Estrutura molecular dos quatro compostos majoritarios do 6leo volatil de Guadua chacoensis.
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Diferentes cultivares (cv.) da espécie asiatica Phyllostachys heterocycla, P.
heterocycla cv Pubescens, P. heterocycla cv. Gracilis e P. heterocycla cv. Heterocycla
tiveram a composicdo dos seus Oleos volateis analisada e apresentaram 53
componentes identificados em ~ 92% da composicao total do cultivar. Acido palmitico
foi o principal componente no cv. Pubescens (3,19%) e fitol, cedrol e (E)-B-ionona

também estavam entre os compostos identificados (JIN, YUAN e ZHANG, 2011).
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4.2 Obtencao dos Extratos Brutos

Extracdo Sohxlet, ou extracdo por refluxo, € o método mais largamente
utilizado para a extragdo de compostos fendlicos de plantas e a utilizacdo de
etanol:agua 60% (v/v) tem se mostrado como melhor solvente de extracdo nesse
método (SU et al., 2019).

Partiu-se de 449,92 g de po6 de folhas e obteve-se 84,10 g de extrato bruto
apos liofilizacdo, resultando em um rendimento de 18,67%. Em relagdo aos colmos,
partiu- se de 452,29 g de p6 e obteve-se 44,71 g de extrato, o que resultou em um

rendimento de 9,88 % (Tabela 4).

Tabela 4. Rendimento da obtencado de extrato bruto de folhas e colmos de Guadua chacoensis.

Porcéo Massa de Massa de extrato Rendimento
vegetal material (g) bruto (g) (%)
Folhas 449,92 84,10 18,67
Colmos 452,29 4471 9,88

Comparando-se com outras espécies de bambus americanos
(WROBLEWSKA, 2019), percebeu-se que o rendimento da extracao de G. chacoensis

foi muito préximo ou superior a maior parte das espécies reportadas (Figura 8).
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Figura 8. Comparativo de rendimento, em porcentagem, da extracéo de folhas e colmos de espécies
de bambus americanos. (WROBLEWSKA, 2019)
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Daesquerda para a direita: Folhas — Guadua chacoensis, Aulonemia aristulata, Chusquea
bambusoides, Chusquea capituliflora, Chusquea meyeriana, Merostachys pluriflora. Colmos
segue a mesma ordem.

Além disso, observou-se que o rendimento da extracdo das folhas foi maior
gue a dos colmos para todas as espécies. Isso se deve ao fato de as folhas
desempenharem um papel biossintético muito mais ativo, como por exemplo
realizando fotossintese ou produzindo uma gama de metabdlitos secundarios
utilizados nas interacbes com outros organismos, do que os colmos, cuja principal

funcao é a sustentacdo da planta.

4.3 Fracionamento dos Extratos Brutos

Os extratos brutos de folhas e colmos de G. chacoensis foram particionados
em quatro solventes aumentando a polaridade na seguinte ordem: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. Apos eliminacao dos respectivos solventes,

pesou-se a massa de cada fracdo e calculou-se o rendimento de acordo com a
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Equacéo 1. Lembrando-se que foi utilizado apenas uma parte da massa total de cada
extrato bruto, 23,92 g para folhas e 19,04 g para colmos, as massas de cada fracéo

obtida encontram-se na Tabela 5 com o0s respectivos rendimentos expressos na

Figura 9.

Tabela 5. Rendimento das fractes de folhas e colmos de Guadua chacoensis.

Massa (g)
Fracéo
Folhas Colmos
Hexano 1,66 0,70
Cloroférmio 2,00 1,15
Acetato de etila 1,18 0,63
n-butanol 2,31 0,82

Figura 9. Rendimento, em porcentagem, das fracdes de folhas e colmos de Guadua chacoensis.
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Da Figura 9 é possivel perceber que novamente as folhas apresentaram
maior rendimento que os colmos, indicando uma maior presenca de metabdlitos
secundarios que os colmos. Além disso, percebe-se que os extratos de G. chacoensis
sdo ricos em compostos de baixa polaridade, como agliconas livres — flavonas

polimetoxiladas e flavanonas (fracdes hexano e cloroférmio) — e de alta polaridade
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— compostos fendlicos glicosidicos e flavonoides ligados a acgucares (fracdo n-

butanol). A fragcdo que teve menor rendimento foi acetato de etila.

4.4 Quantificacdo de Compostos Fendlicos Totais

A quantidade de compostos fendlicos totais presentes nos extratos brutos e
fracOes de G. chacoensis foi estimada por meio de uma curva de calibracao de acido
galico (Figura 10) e os resultados foram expressos como pg EAG/mg, isto €, ug
equivalentes de acido galico por miligrama de amostra. Estes valores encontram-se
na (Figura 11), cujos respectivos erros-padrao ndo puderam ser representados no

gréafico por serem inferiores a 0,03.

Figura 10. Curva de calibracdo de acido gélico para a quantificacdo de compostos fendlicos presentes
em extratos brutos e fragcdes de Guadua chacoensis pelo método com reagente de Folin-Ciocalteau.
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Figura 11. Teor de compostos fendlicos de Guadua chacoensis nos extratos brutos de folhas e colmos
e nas respectivas fracdes em hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol pelo método com
reagente de Folin-Ciocalteau. Os erros-padrao ndo puderam ser representados em escala por serem
inferiores a 0,03.
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Legenda: EAG = ug equivalentes de acido galico, EB = extrato bruto, F = folhas, C = colmos, H = fragdo hexano,
Cl = frag&o cloroférmio, Ac = fragcdo acetato de etila, Bu = fragdo n-butanol.

O tratamento estatistico deu-se fez pela analise de variancia (ANOVA) One-

Way, onde foram considerados nove graus de liberdade, resultando em um valor-P =
0,000 com intervalo de confianca de 95%, isto €, nivel de significancia o = 0,05, e

valor-F =191,34. Como valor-P < q, as diferencas entre as médias apresentadas como
resultado para cada amostra séo estatisticamente significativas, isto €, verdadeiras e
nado-aleatédrias, e o valor-F >> 1 indica alto grau de confiabilidade no valor-P obtido.
Além disso, utilizando o teste de comparacdo de Tukey temos que as amostras
pertencentes a grupos designados por letras diferentes sdo significantemente distintas

(Tabela 6).
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Tabela 6. Teor de compostos fendlicos (em pg EAG/mg) em amostras de Guadua chacoensis
determinado pelo método com reagente de Folin-Ciocalteau, acompanhado dos respectivos erros
padrdo. As letras sobrescritas representam os grupos do teste de Tukey. Letras diferentes indicam
amostras significantemente distintas.

Folhas Colmos
EBF 540+0,11¢ EBC 493+0,01¢
HF 1,92 +0,00f HC 2,37 +0,01f

CIF 5,65 + 0,02 de CIC 8,88 £ 0,022
AcF 9,32+0,002 AcC 15,80 + 0,02°
BuF 7,06 £0,01°¢ BuC 12,68 + 0,03 ¢d

Legenda: EAG = ug equivalentes de acido galico, EB = extrato bruto, F = folhas, C = colmos, Cl = fragédo
cloroférmio, Ac = fragdo acetato de etila, Bu = fragdo n-butanol.

Com base na comparacdo esbocada na Figura 11 e na andlise estatistica é
nitido que as fracbes AcC e BuC apresentaram a maior quantidade de compostos
fendlicos 15,80 = 0,020 e 12,68 + 0,029 ug EAG/mg, respectivamente. As amostras
de colmos apresentaram, de maneira geral, maior teor que as fracdes homologas de
folhas, observando-se o0 mesmo padréo de distribuicdo entre as fracdes. Além disso,
a maior quantidade de compostos fendlicos nas fragdes acetato de etila indicam maior
afinidade com esse solvente, sendo que a fracdo AcC, apresentou teor cerca de 50%

maior em relagéo a AcF.

A espécie asiatica Bambusa arundinacea (Retz.) Wild apresentou 14,6 g
EAG/mg no extrato metandlico de folhas e 4,26 ug EAG/mg no extrato butandlico
(MACWAN, PATEL e KALIA, 2010). J& Sasa quelpaertensis Nakai apresentou
guantidade de compostos fendlicos bem inferior a G. chacoensis, com as mesmas
frac6es hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol variando entre 0,001 e 0,030

ug EAG/mg (HEWAGE et al., 2018 ).



59

4.5 Quantificacdo de Flavonoides

A determinacgéao do teor de flavonoides presente nas fracdes e extratos brutos
de G. chacoensis foi feita usando quercetina como padrdo de quantificacdo através
de uma curva de calibracdo (Figura 12). Os resultados foram expressos como g
EQ/mg, isto é, ug equivalentes de quercetina por miligrama de amostra. Estes valores

encontram-se na Figura 13.

Figura 12. Curva de calibracdo de quercetina para a quantificacdo de flavonoides presentes em
extratos brutos e fracdes de Guadua chacoensis determinado pelo método espectrofotométrico com
AlCls.
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Figura 13. Teor de flavonoides de Guadua chacoensis determinado pelo método espectrofotométrico
com AICIs nos extratos brutos de folhas, colmos, nas respectivas fracdes em cloroférmio, acetato de
etila e n-butanol, acompanhados dos erros padrao.
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Legenda: EQ = pg equivalentes de quercetina, EB = extrato bruto, F = folhas, C = colmos, Cl = fracédo
cloroférmio, Ac = fragdo acetato de etila, Bu = fragdo n-butanol.

Na analise de variancia (ANOVA) One-Way de flavonoides foram

considerados sete graus de liberdade, resultando um valor-P = 0,000 com intervalo de

confianca de 95%, isto €, nivel de significancia a = 0,05, e valor-F = 504,51. Conforme

abordagem no item 4.4 (Quantificacao de fendlicos, p.55), com valor-P < a e valor-F

>> 1, h&a grande nivel de significancia e variabilidade entre as amostras. Além disso,
utilizando o teste de comparacao de Tukey temos que as amostras agrupadas abaixo

com letras diferentes séo significantemente distintas (Tabela 7).
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Tabela 7. Teor de flavonoides em amostras de Guadua chacoensis (em pug EQ/mg) determinado pelo
método espectrofotométrico com AICl3, acompanhado dos respectivos erros padrdo. As letras
sobrescritas representam os grupos do teste de Tukey. Letras diferentes indicam amostras
significantemente distintas.

Folhas Colmos
EBF 1,18 + 0,15°¢ EBC 0,17 +0,01°¢
CIF 0,39+0,04°¢ CIC 0,30 +0,01¢
AcF 0,99 £0,122 AcC 0,34 +£0,07¢
BuF 1,15+ 0,17° BuC 0,30 + 0,044

Legenda: EQ = pg equivalentes de quercetina, EB = extrato bruto, F = folhas, C = colmos, Cl = fracédo
cloroférmio, Ac = fragdo acetato de etila, Bu = fragdo n-butanol.

No item anterior constatou-se que a maior quantidade de compostos fendlicos
foi encontrada no extrato bruto de colmos e suas respectivas fragdes. Apesar disso,
percebeu-se que os flavonoides de G. chacoensis concentram-se mais nas folhas,
especialmente nas fracbes mais polares AcF (0,99 £ 0,01 pg EQ/mg) e BuF (1,152 +
0,004 ug EQ/mg). Essas fragOes apresentaram, inclusive, teor de flavonoides cerca
de trés vezes maior em relacdo a fracdo CIF. No extrato de folhas de Merostachys
pluriflora Munro ex. C. G. Camus, observou-se também baixo teor de flavonoides nos
colmos em relacéo as folhas e a fracédo acetato de etila foi a que apresentou maior
teor de flavonoides (8,31 pg/mg) (GAGLIANO, GROMBONE-GUARATINI e FURLAN,
2018). Com base nisso, € possivel concluir que os compostos fendlicos encontrados
mais abundantemente em colmos pertengcam a outras classes como a dos acidos

hidroxibenzdicos (C6-C1), dos acidos hidroxicinamicos (C6-C3) e seus derivados.
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4.6 Capacidade Antioxidante

Existem diversos métodos para avaliar a capacidade antioxidante de extratos
de plantas. Dentre os métodos in vitro mais comuns estdo a reducéo de ions Fe3*
(FRAP, do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power) e o sequestro de radicais livres,
como ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) que utiliza dicloridrato de 2-azo-
bis-(2-amidinopropano), também conhecido como AAPH, ABTS (4cido 6-[2,2’-azino-
bis-(3-etilbenzotiazolin)] sulfénico) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (GAGLIANO,
GROMBONE-GUARATINI e FURLAN, 2018). Para investigar a capacidade
antioxidante de G. chacoensis utilizou-se este Ultimo, por ser um teste simples, preciso
e reprodutivel (ALVES et al., 2010). Feita a triagem preliminar dos resultados,
procedeu-se a obtencdo das curvas de calibracdo das amostras em diferentes
concentracbes para a obtencdo da CEso (ug/mL) que € a concentracdo efetiva
necessaria para reduzir a concentragdo de DPPH em 50%. Os resultados, erros

padrao e coeficiente de determinacdo (R?) encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Potencial antioxidante das amostras de Guadua chacoensis determinado pelo método
espectrofotométrico de sequestro do radical livre DPPH acompanhado dos respectivos erros padréo e
coeficientes de determinacéo (R?). As letras sobrescritas representam os grupos do teste de Tukey.
Letras diferentes indicam amostras significantemente distintas.

Folhas R? Colmos R?
EBF 92,9+0,8° 0,993 | EBC 109,1+2,32 0,990
CIF 1240+4,12 | 0,989 CiC 61,7+0,5°¢ 0,982
AcF 75,1+19°¢ 0,993 | AcC 40,2+ 2,24 0,992
BuF 675+25¢ 0,997 | BuC 43,9+2,14d 0,990

Legenda: EAG = ug equivalentes de acido galico, EB = extrato bruto, F = folhas, C = colmos, Cl = fracéo
cloroférmio, Ac = fragdo acetato de etila, Bu = fragdo n-butanol.
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Figura 14. Potencial antioxidante das amostras de Guadua chacoensis determinado pelo método
espectrofotométrico de sequestro do radical livie DPPH acompanhado dos respectivos erros padréo.
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Frente ao radical DPPH, a atividade mais intensa foi observada no extrato bruto
e fracbes de colmos, onde observou-se um aumento da capacidade antioxidante
conforme aumentou-se a polaridade das fracGes (Figura 14), isto é, CEso fracdo n-
butanol > CEso fracdo acetato de etila > CEso fracdo cloroférmio, e lembrando que
qguanto menor a CEso, maior a capacidade antioxidante. Do item 4.4 (Quantificacéo de
fendlicos, p.57), constatou que os colmos apresentavam a maior quantidade de
compostos fendlicos e deduziu-se que a maior parte se constitui de acidos fendlicos

C6-C3 e C6-C1 e seus derivados.

A insaturacdo da cadeia lateral dos acidos hidroxicinamicos (C6-C3) foi
atribuida maior capacidade antioxidante que os acidos benzoicos (C6-C1) pelo fato
de a por¢do —-C-CH=CH-COOH ligada ao anel aromatico estabilizar por conjugacao
e ressonancia radicais livres como DPPH ou espécies reativas de oxigénio (ROS)
(RAZZAGHI-ASL et al., 2013; HEIM, TAGLIAFERRO e BOBILYA, 2002). Heim et al.

(2002), também afirmam que os acidos hidroxicinAmicos sdo provavelmente o grupo
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de 4cidos fendlicos mais abundante em bambus. Além disso, pela CLAE descrita no
item 4.9 identificou-se a presenca do acido p-cumérico, ao qual ja foi reportada
intensa atividade antioxidante (ZHANG et al., 2007) e reparo de dano oxidativo e
regulagéo positiva (upregulation) de enzimas antioxidantes (URSINI et al., 1999).

No extrato bruto de folhas e suas fragOes, observou-se a mesma tendéncia
em relagdo a polaridade que as amostras de colmos, sendo a fracdo n-butanol de
folhas a mais ativa dentre elas. No entanto, as fracbes acetato e n-butanol
apresentaram CEso cerca de 50% menor que as homdlogas de colmos, mesmo
apresentando quase o triplo do teor de flavonoides. Esta observagao vem do fato de
gue a estrutura do flavonoide e seu arranjo espacial influenciam o poder redutor que
ele desempenha. Impedimento estérico e grupos volumosos como acucares,
especialmente nos anéis A e B do flavonoide (os anéis ndo heterociclicos), diminuem
drasticamente sua ac¢éo antioxidante, pois dificultam a doacéo de elétrons ou atomos
de hidrogénio. O grau de hidroxilacgdo no anel B também afeta positiva e
significantemente essa capacidade (HEIM, TAGLIAFERRO e BOBILYA, 2002).

A titulo de comparacdo, em outras espécies de bambus também foram
reportadas altas capacidades antioxidantes como, por exemplo, no extrato metandlico
de folhas de Oxyteneanthera abyssinica (A. Rich Murno) com ECso = 56,2 ug/mL
(BARTHOLOMEW, MAXWELL e BITRUS, 2013) e Bambusa nutans Wall. ex Munro

com ECso = 123,5 ug/mL. (TRIPATHI, JHUMKA e ANJUM, 2015).
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4.7 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

A cromatografia de camada delgada € um método simples, rapido e barato
para a separacao e identificagdo de componentes em uma amostra (COOPER e

NICOLA, 2015).

Foram analisados os perfis cromatograficos dos extratos brutos de folhas,
colmos e as respectivas fragcbes cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, com
posterior comparacdo com padrées — flavonoides e acidos fendlicos comumente
encontradas em bambus asiaticos (Figuras 15 a 17). A visualizacdo e registro
fotografico das placas foi feita sob luz UV em 254 nm (A) e 366 nm (B). As cores
amarelo ou amarelo esverdeado sao caracteristicas de flavonoides glicosilados,

enquanto que a cor azul clara é tipica de acidos fendélicos (WAGNER e BLADT, 1996).
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Figura 15. Cromatoplaca das fragdes cloroférmio e acetato de etila de folhas e colmos de Guadua
chacoensis dissolvidas em metanol. Sistema de eluicdo: cloroférmio:metanol (9:1, v/v). Visualizac&o:
luz UV 254 nm (A), 366 nm (B), apds revelacdo com reagente NP/PEG.

1 — fragdo cloroférmio de colmos; 2 — fragdo cloroférmio de folhas; 3 — fragdo acetato de colmos; 4 —
frac@o acetato de folhas; 5 — quercetina; 6 — rutina; 7 — &cido clorogénico; 8 — 4cido galico; 9 — acido
cindmico; 10 — acido cafeico; 11 — 4cido p-cumarico. Destaque para a correspondéncia entre o padrao
11 e as amostras 1 e 3.



67

Figura 16. Cromatoplaca das fracdes n-butanol de Guadua chacoensis dissolvidas em metanol.
Sistema de elui¢éo: cloroférmio:metanol (9:1, v/v). Visualizagdo: luz UV 254 nm (A), 366 nm (B), apos
revelagdo com reagente NP/PEG.

1 - fracdo n-butanol de colmos; 2 — fragdo n-butanol de folhas; 3 — quercetina; 4 — rutina; 5 — orientina;
6 — iso-orientina; 7 — vitexina; 8 — isovitexina; 9 — &cido p-cumarico.

Apesar da boa separacdo de bandas dos extratos e fracbes apresentadas
acima (Figura 16), a comparacdo com os padrdes indicou a presenca de um unico
composto de referéncia, o acido p-cumarico. Isto pode significar que os outros padrées
OU Nao estejam presentes ou ocorram em pequenas quantidades nos extratos de G.
chacoensis. As amostras cloroférmio de colmos e acetato de colmos na Figura 15

apresentaram uma faixa azul clara, ambas com Rf = 0,20, muito similar em cor e fator



68

de retencdo a do 4cido p-cumarico, cujo Rf = 0,19. Na Figura 16 também foi possivel

identifica-lo na fragdo n-butanol de colmos, onde ambos Rf = 0,23.

Figura 17. Cromatoplaca dos extratos brutos de folhas e colmos e respectivas fragbes acetato de
Guadua chacoensis dissolvidas em metanol. Sistema de eluicdo: cloroférmio:metanol (9:1, v/v).
Visualizagdo: luz UV 254 nm (A), 366 nm (B), apds revelacdo com reagente NP/PEG.

1 — extrato bruto de colmos; 2 — extrato bruto de folhas; 3 — fracdo acetato de colmos; 4 —fracao acetato
de folhas.

Na figura acima também foi possivel perceber uma mancha azul clara nas
amostras extrato bruto de colmos (1) e acetato de colmos (3) em comparagdo com o
extrato bruto de folhas (2), cujos Rf foram 0,32, 0,30 e 0,30 respectivamente, e a
presenca havia sido determinada na Figura 15. Desta forma, é possivel concluir que

0 acido p-cumarico também esteja presente nas folhas de G. chacoensis.

4.8 Cromatografia a Gas Acoplada a Espetrémetro de Massas (CG-

EM)

A composicdo quimica das fracdes menos polares de G. chacoensis (hexano,
cloroférmio e acetato de etila) foi investigada através de CG-EM Os cromatogramas

obtidos estdo representados nas Figuras 18 a 23. A identificacdo dos compostos
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detectados foi feita através dos indices de retenc¢do calculados (IA) (Equagéo 4) e por
comparacao dos espectros de massas com as bibliotecas do equipamento (Wiley;
NIST, 2014; ADAMS, 2017) e com o banco de dados NIST (National Institute of

Standards and Technology) (Tabelas 9 a 14).

Figura 18. Cromatograma da fracdo hexano de folhas de Guadua chacoensis obtido por cromatografia
a gas acoplada a espectrémetro de massas em coluna capilar DB-5.
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No cromatograma da Figura 18Figura 18 foi detectada a presenca de pelo
menos 27 compostos diferentes, no entanto, muitas deles ndo puderam ser
identificados devido a problemas de coeluicdo ou falta de correspondéncia com as

bases de dados. Em face disso, apenas oito compostos puderam ser identificados
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(Tabela 9). O composto majoritario foi o acido palmitico, um &cido graxo, cuja

abundéancia foi de 25,77%, seguido por (Z)-fitol (7,15%) e estearato de etila (6,24%).

Tabela 9. Composicdo quimica da fracdo hexano de folhas de Guadua chacoensis por cromatografia
a gas acoplada a espectrdmetro de massas em coluna capilar DB-5.

N Composto [Acac [Ait %

1 acido dodecanoico 1504 1558 0,95
2 neofitadieno 1794 1806 3,52
3 acido palmitico 1990 1958 25,77
4 (2)-fitol 2091 2086 7,15
5 linolato de etila 2094 2185 2,34
6 estearato de etila 2189 2189 6,24
7 4,8,12,16-tetrametiI-heptadecan-4- 9292 2364 1,22

olideo
8 a-tocospiro B 2787 2860 3,54

IAcaic = indice de retencgéo calculado; lAiit = indice de retengdo de acordo com literatura (ADAMS,
2007) e bases de dados: NIST e PubChem.

Depois do acido palmitico, os principais componentes identificados nessa
fracdo foram ésteres de acidos graxos, o (Z)-fitol, que € um diterpénico aciclico e
constituinte da clorofila (a estrutura do isémero (E) encontra-se na Figura 7, p. 51) e

o 4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-olideo, que é uma y-lactona isoprenoidica de
cadeia mais longa que o fitol e € produto de degradacéo do a-tocoferol (vitamina E)
(RONTANI, NASSIRY e MOUZDAHIR, 2007). Ja o a-tocospiro B é um metabdlito que

foi identificado em uma espécie de arbusto e ao qual foi atribuido atividade inibidora

de glicosidase (atividade antidiabética) (MURUGESU, 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146638006002373
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146638006002373
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146638006002373
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Figura 19. Cromatograma da fracdo cloroférmio de folhas de Guadua chacoensis obtido por
cromatografia a gas acoplada a espectrdmetro de massas em coluna capilar DB-5.
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O cromatograma da Figura 19 apresenta o perfil da fracao cloroférmio de
folhas, onde foram detectadas pelo menos 19 substancias. A

Tabela 10 abaixo mostra os nove que puderam ser identificados. O composto
majoritario nesta fracdo foi acido palmitico, com a mesma abundancia (25,70%)
observada para a fracdo hexano. O segundo composto majoritario, abundéancia de
20,20%, |Acaic = 1796 e TR = 9,267 min, ndo pbdde ser identificado por problemas de
coeluicdo. A seguir, identificou-se neofitadieno (12,31%), que é um diterpeno
desoxigenado, produto da degradacdo do fitol. Os outros compostos sdo o préprio

fitol, &cidos graxos e seus derivados.
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Tabela 10. Composicdo quimica da fracdo cloroféormio de folhas de Guadua chacoensis por

cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas em coluna capilar DB-5.

N Composto lAcac 1Ajit %

1 acido dodecanoico 1504 1558 1,87
2 siringaldeido 1694 1662 2,20
3 neofitadieno 1794 1806 12,31
4 acido palmitico 1897 1958 25,70
5 palmitato de etila 1990 1992 5,65
6 acido heptadecanoico 1996 2065 0,99
7 (2)-fitol 2091 2086 2,51
8 acido linoleico 2093 2130 4,05
9 acido estearico 2095 2166 4,97

IAcaic = indice de retencgéo calculado; IAiir = indice de reteng&o de acordo com literatura (ADAMS,

2007) e bases de dados: NIST e PubChem.

O cromatograma da fracdo acetato de etila folhas (Figura 20) abaixo

apresentou pelo menos 23 substancias, das quais 15 puderam ser identificadas

(Tabela 11, abaixo). Os compostos majoritarios foram 4-vinilfenol (18,58%), que é

encontrado em espécies vegetais como arroz selvagem (Poaceae),

café

(Rubiaceae) e amendoim (Fabaceae), ao qual foi atribuida acéo antitumoral (LEUNG

et al.,, 2018), &cido palmitico (13,35 %), acido esteéarico (10,24%) e neofitadieno

(6,33%). Apenas um dos componentes majoritarios ndo péde ser identificado, com

abundancia de 14,05 %, |Acac = 1796 e TR = 9,274 min.
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Figura 20. Cromatograma da fracdo acetato de folhas de Guadua chacoensis obtido por cromatografia
a gas acoplada a espectrometro de massas em coluna capilar DB-5.
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Tabela 11. Composicao quimica da fragéo acetato de folhas de Guadua chacoensis por cromatografia
a gas acoplada a espectrometro de massas em coluna capilar DB-5.

N Composto 1Acac 1At %

1 4-vinilfenol 1292 1237 18,58
2 2-metoxi-4-vinilfenol 1305 1309 2,12

3 4-hidroxibenzaldeido 1403 1317 3,31

4 1-hexadeceno 1504 1592 1,36

5 4-vinil-siringol 1594 1573 1,64

6 3-hidréxi-B-damascona 1599 1617 1,77

7 siringaldeido 1695 1662 2,14

8 1-octadeceno 1700 1792 3,10
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9 neofitadieno 1794 1806 6,33
10 palmitato de metila 1893 1910 1,52
11 acido palmitico 1897 1963 13,35
12 palmitato de etila 1990 1992 2,44
13 acido estearico 2095 2188 10,24
14 1-docoseno 2292 2190 1,79
15 estearato de butila 2293 2388 1,62

IAcaic = indice de retengéo calculado; lAiit = indice de retencdo de acordo com literatura (ADAMS,
2007) e bases de dados: NIST e PubChem.

Pelo cromatograma da fracdo hexano de colmos (Figura 21 abaixo),
observou-se a presenca de pelo menos 19 substancias. Os trés componentes
majoritarios, com abundancias 32,45% (lAcac = 2884, TR = 16,553 min), 14,63% (lAcalc
= 2992, TR = 19,940 min) e 11,95% (lAcac = 2975, TR = 16,582 min), néo
apresentaram correspondéncia com nenhuma base de dados e por isso ndo puderam
ser identificados. No entanto, entre os 10 compostos identificados observou-se a
predominéancia de acidos graxos como acido palmitico, estearico e linoleico e seus

ésteres (Tabela 12).
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Figura 21. Cromatograma da fracdo hexano de colmos de Guadua chacoensis obtido por cromatografia
a gas acoplada a espectrdmetro de massas em coluna capilar DB-5.
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Tabela 12. Composicdo quimica da fracdo hexano de colmos de Guadua chacoensis por cromatografia
a gas acoplada a espectrometro de massas em coluna capilar DB-5.

N Composto 1Acac 1At %
1 acido pentadecanoico 1798 1863 1,15
2 acido palmitico 1990 1958 8,19
3 palmitato de etila 1990 1991 6,30
4 acido linoleico 2093 2130 3,17
5 linolato de etila 2094 2185 1,20
6 acido esteérico 2095 2166 0,97
7 estearato de etila 2189 2189 1,83
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4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-

8 . 2292 2364 1,05
olideo

9 docosanoato de etila 2586 2593 0,85

10 a-tocospiro B 2787 2860 2,15

IAcaic = indice de retengéo calculado; lAiit = indice de retengdo de acordo com literatura (ADAMS,
2007) e bases de dados: NIST e PubChem.

Na fracdo cloroférmio de colmos, observou-se a presenca de pelo menos 24
compostos, dos quais 13 puderam ser identificados (Figura 22 abaixo). O composto
majoritario apresentou abundancia de 20,67%, |Acaic = 2790 e TR = 16,297 min, porém
nao pode ser identificado. Os compostos seguintes mais abundantes foram &cido
palmitico (12,97%), 4-hidroxi-benzaldeido (10,28%) e alcool coniferilico (7,87%), um
dos componentes da lignina produzido pela via biossintética dos fenilpropanoides

(DEWICK, 2009) (Tabela 13).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146638006002373
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146638006002373
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Figura 22. Cromatograma da fracao cloroférmio de colmos de Guadua chacoensis obtido por
cromatografia a gas acoplada a espectrdmetro de massas em coluna capilar DB-5.
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Tabela 13. Composi¢do quimica da fracdo cloroférmio de colmos de Guadua chacoensis por
cromatografia a gas acoplada a espectrdmetro de massas em coluna capilar DB-5.

N Composto 1Acalc 1At %
1 4-vinilfenol 1292 1237 4,51
2 4-hidroxibenzaldeido 1403 1317 10,28
3 4-vinil-siringol 1595 1573 0,76
4 siringaldeido 1695 1670 4,05
5 alcool coniferilico 1793 1727 7,87
6 neofitadieno 1794 1838 2,25
7 acido pentadecanoico 1798 1863 2,83
8 acido palmitico 1897 1958 12,97



9
10
11
12
13

palmitato de etila
acido heptadecanoico
acido linoleico
acido estearico

estearato de etila

1990
1996
2093
2095
2189

1992
2065
2130
2166
2189

5,47
1,32
4,48
2,05
1,63

IAcaic = indice de retengéo calculado; At = indice de retencdo de acordo com literatura (ADAMS,
2007) e bases de dados: NIST e PubChem.
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Diferentemente das outras fragfes, na fracdo acetato de colmos (Figura 23)

foram detectados apenas cinco compostos, cujos dois componentes majoritarios ndo

puderam ser identificados devido a problemas de coeluicdo. O primeiro teve

abundéancia de 45,74%, 1Acaic = 3090 e TR = 22,084 min e o segundo, abundancia de

29,92%, lAcaic = 3090 e TR = 22,244 min. Os outros componentes identificados foram

4-vinilfenol (16,43%), 4-hidroxibenzaldeido (4,89%) e &cido palmitico (3,02%) (Tabela

14).
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Figura 23. Cromatograma da fracéo acetato de colmos de Guadua chacoensis obtido por cromatografia
a gas acoplada a espectrdmetro de massas em coluna capilar DB-5.
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Tabela 14. Composicdo quimica da fracdo acetato de colmos de Guadua chacoensis por cromatografia
a gas acoplada a espectrometro de massas em coluna capilar DB-5.

N Composto [Acalc [Ait %

1 4-vinilfenol 1292 1237 16,43
2 4-hidroxi-benzaldeido 1401 1317 4,89
3 acido palmitico 1897 1958 3,02

IAcaic = indice de retencéo calculado; IAiit = indice de reteng&o de acordo com literatura (ADAMS,
2007) e bases de dados: NIST e PubChem.

Ao todo, foi possivel identificar 30 compostos diferentes nas fracdes. A maior
parte deles pertence a classe dos acidos graxos como acidos palmitico, estearico e

linoleico e seus ésteres derivados. Em seguida, as classes mais presentes foram a
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dos terpenos, fitol e neoftadieno, diterpenos encontrados nas amostras de folhas, e
alguns compostos fendlicos como 4-hidroxibenzaldeido, 4-vinilfenol e 4-vinil-siringol.
Um dos grandes problemas para a identificacdo de mais compostos foi a coeluicéo, a
qual poderia ser contornada com outros programas de aquecimento durante a eluigao
para separar melhor os compostos e poder identifica-los. Além disso, ao comparar 0s
cromatogramas das fragbes hexano e cloroformio de folhas e colmos, é possivel
perceber picos de eluicdo correspondentes, ou seja, tempos de retencdo muito
proximos, sendo que a quantidade presente em colmos foi relativamente menor em
comparacao com as folhas. A excecéao foi para as duas fracdes acetato de etila que
apresentaram composi¢cdo bem diferentes, tendo a amostra de folhas apresentado
pelo menos 23 substancias, enquanto que a amostra de colmos apresentou apenas
cinco, ou seja, a amostra de folhas produz uma diversidade de compostos volateis
muito maior que os colmos, possivelmente para dispor de uma maior interacdo com o

meio ambiente.

4.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As fragBes cloroférmio e acetato de etila de colmos e acetato de etila e n-
butanol de folhas de G. chacoensis foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A identificacdo dos &acidos fendlicos e flavonoides foi feita por comparacgéo
direta dos tempos de retencao e dos espectros de absor¢do UV das amostras com 55
compostos padrbes, normalmente encontrados em bambus. O detector do
equipamento era do tipo de arranjo de diodos (DAD, Diode Array Detector em inglés),
0 qual possibilita avaliar os grupos cromaoforos presentes na amostra e separa-las em

diferentes classes de compostos de acordo com o formato e Ana de absorcéo.
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Os flavonoides, que sao subdivididos entre flavonas, flavanonas, isoflavonas,
flavonais, entre outros (DEWICK, 2009), apresentam uma ou até duas bandas de
absorcao caracteristicas, dependendo da estrutura de cada subgrupo: a banda I, que
absorve na regiao de 300 — 380 nm, e a banda I, que absorve na regido de 240 — 280

nm (MABRY, MARKHAM e THOMAS, 1970).

Com base no tempo de retencédo da amostra (10,218 min), da substancia de
referéncia (10,428 min) (Figura 26) e nos respectivos formatos de banda do espectro
UV (Figuras 25 e 26) abaixo, € possivel afirmar que o composto majoritario (pico mais

intenso) da fracdo acetato de etila de colmos é o acido p-cumarico.
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Figura 24. Cromatogramas obtidos para a fracdo acetato de etila de colmos de Guadua chacoensis
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa C18 em 254, 280 e 325 nm.
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Figura 25. Espectro de absorcdo na regido UV e tempo de retencdo do composto majoritario de
Guadua chacoensis registrado nos cromatogramas em 280 e 325 nm para a fracdo acetato de etila de
colmos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa C18.
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Figura 26. Espectro de absor¢éo na regido UV e tempo de retencdo do &cido p-cumaérico.
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De acordo com (GAGLIANO, GROMBONE-GUARATINI e FURLAN, 2018),

substancias com uma unica banda de absorgéo no espectro UV entre 250 — 280 nm

indicam a presenca de derivados de acido hidroxicinamico, o que foi observado para
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0S outros compostos majoritarios da fracdo acetato de etila de colmos. Com base
nisso, € possivel supor que esses compostos sejam derivados de acidos fendlicos C6-
C3 (&cidos hidroxicinamicos) como &cido ferulico, cafeico ou singpico, ou C6-C1
(acidos hidroxibenzoicos) como &cido galico, vanilico ou siringico (IGNAT, VOLF e
POPA, 2011), hipétese em concordancia com o teor de fendlicos e flavonoides
encontrados nos itens 4.4 (Quantificacdo de fendlicos, p. 55) e 4.5 (Quantificacao de
flavonoides, p. 58). E embora ndo tenha sido possivel obter o espectro UV da amostra
acetato de etila de folhas, existe um composto majoritario com tempo de retencéo
muito similar (10,252 min) ao composto encontrado na amostra homaologa de colmos.
Com base nisso e na analise por CCD, é muito provavel que esse composto também

seja 0 acido p-cumarico.

Pertencendo a classe dos fenilpropanoides, o acido p-cumarico ja foi isolado
em outas espécies de bambus (HOYWEGHEN et al., 2012; WROBLEWSKA, 2019),
apresentando atividade antioxidante significativa e grande biodisponibilidade para
absorcao intestinal em testes em ratos (ZHANG et al., 2007) e funcao hepatoprotetora,
inibindo a lipogénese no figado (HEWAGE et al., 2018 ). Também foi reportado como
0 composto majoritario em S. quelpaertensis e associado a inibicdo de melanogénese

celular por inibir significativamente a enzima tirosinase (AN et al., 2008 )

Na fracdo n-butanol de folhas, os cromatogramas para A = 280 nm e A = 325
nm séo apresentados abaixo (Figura 27). O composto com TR = 10,722 min, um pico
de absor¢do em 260 nm, um ombro em 270 nm e outro pico com maximo em 370 nm
apresenta tempo de retencdo e espectro UV (formato de bandas e A's max) muito
similares aos da quercetagetina-7-O-glicosideo, um flavonol glicosilado, com TR =

10,638 min (Figura 29) Portanto, € possivel supor que este seja um dos compostos



85

majoritarios da fragdo n-butanol de folhas de G. chacoensis, sendo necessaria a
confirmacédo por alguma outra técnica espectroscopica. O flavonoide quercetagetina-
7-O-glicosideo, cuja presenca s6 havia sido reportado para flores, mas para nenhuma
espécie de bambu até a presente data, ja foi associado a acao anti-inflamatoria em
ratos (TORDERA, FERRANDIZ e ALCARAZ, 1994) e ao efeito antioxidante e
antidiabético do cha de crisantemo da neve, ou margaridinha escura, como é chamada

no Brasil (Coreopsis tinctoria Nutt) (LAM et al., 2016).

Figura 27. Cromatogramas obtidos para a fragcéo n-butanol de folhas de Guadua chacoensis através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa C18 em 280 e 325 nm.
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Figura 28. Espectro de absorcéo na regiao UV e tempo de retencdo de um dos compostos majoritarios
de Guadua chacoensis registrado nos cromatogramas em 280 e 325 nm para a fracdo n-butanol de

folhas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa C18.

llAlIAAAl

N
o

Q

Ty

TR = 10,722 min

TTTY Y Ty

—r

™

™3
250

300

Ty

-
350

L] |
<400

=g
QS0 S00 550 e

Figura 29. Espectro de absor¢éo na regido UV e tempo de reten¢do da quercetagetina-7-O-glicosideo.
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4.10 Atividade Antimicrobiana

Nos Uultimos anos tem-se observado uma tendéncia crescente em utilizar

extratos de plantas como agentes antimicrobianos e antifungicos, especialmente nas

industrias farmacéutica e alimenticia (GYAWALI e IBRAHIM, 2014).0s ensaios

antimicrobianos realizados com extratos e fragdes de G. chacoensis foram feitos em
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microplacas de 96 pocos. A Figura 30, feita com o microrganismo Aspergillus
brasiliensis ilustra a disposicdo dos componentes de estudo na placa e a aparéncia

do mesmo apos o devido tempo de incubacéo.

Figura 30. Microplaca de crescimento de A. brasiliensis.

Fonte: proprio autor

Legenda:

IAmostras: 190 pL inéculo + 10 pL amostra (inéculo = meio de cultura inoculado)
2 Branco de amostra: 190 pL de meio de cultura ndo inoculado + 10 puL amostra
3 Controle de crescimento: 200 pL de indculo
I Branco de crescimento: 190 pL de meio ndo inoculado + 10 pL solvente
5/Controle de solvente: 190 pL in6culo + 10 pL solvente

Controle de esterilidade: 200 pL meio de cultura ndo inoculado

Controle de antibiético: 190 pL indculo + 10 pL antibiético (controle positivo)

As porcentagens de inibicdo de crescimento microbiano das diferentes fracdes

e extratos brutos de G. chacoensis encontram-se na Figura 31.
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Figura 31. Porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano dos extratos brutos e fracdes de folhas
e colmos de G. chacoensis [0,1 mg/mL] frente a cinco microrganismos: Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Candida albicans
(ATCC 10231) e Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) [~ 2 » 102 UFC/mL]. O 6leo volatil [0,5 mg/mL]
foi testado frente a S. aureus, E. coli e C. albicans. Controles positivos: clorafenicol (E. coli e S. aureus),
amicacina (P. aeruginosa) e nistatina (A. brasiliensis e C. albicans).
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Legenda: EB = extrato bruto, F = folhas, C = colmos, H = fragdo hexano, Cl = fragdo cloroférmio, Ac = fragdo
acetato de etila, Bu = fragdo n-butanol, OV= éleo volatil.

Contra S. aureus todas as amostras apresentaram atividade, especialmente
CIC (81%), BuF (62%) e AcF, HC e AcC (~56% cada). Para folhas, aumentando a
polaridade da fracdo, aumentou-se a atividade. No entanto, os extratos brutos tiveram
atividades préximas e baixas, apesar de atividades bem maiores das suas respectivas
fracbes, o que indica certo grau de antagonismo entre compostos de diferentes
polaridades. Na fracdo CIC foi onde houve a maior inibicdo. Entdo o composto mais
ativo € de média polaridade e provavelmente tem uma boa interacdo com o
peptidoglicano, um polimero constituido por acucares e aminoacidos que originam
uma espécie de malha formando a parede celular bacteriana e sendo mais espesso
nas Gram-positivas (DHAR et al., 2018). Desta forma, os extratos e fracdes de G.
chacoensis podem ter potencial contra essa classe de bactérias, abrindo campo para

maiores avaliagdes.
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Contra C. albicans foi notoria a atividade do 6leo volatil, que inibiu 95% do
crescimento. As amostras de folhas também apresentaram boa atividade,
especialmente o extrato bruto (48%) e HF (43%). Entre as amostras de colmos,
apenas BuC teve atividade (54%). No extrato bruto e fracbes de folhas a atividade
antimicrobiana decrescia com o aumento da polaridade, entdo o microrganismo
mostrou-se sensivel a compostos pouco polares, especialmente 0s que se encontram
na fragdo hexano. Isso vai de encontro com a atividade apresentada pelo 6leo volatil,
de natureza mais hidrofébica. No entanto, pela atividade da fragdo BuC é possivel
perceber que existe outro composto, ou conjunto de compostos, bastante polar, ao

qual essa levedura também é sensivel.

Nenhum dos extratos e frag6es de colmos e folhas ou o 6leo volatil foi capaz
de inibir em 100% o crescimento de qualquer dos cinco microrganismos acima
discriminados. Além disso, frente A. brasiliensis os extratos brutos e fragbes nao
apresentaram atividade, uma vez que se observou crescimento do microrganismo em
todas as amostras (Figura 30). Também é importante destacar que, a concentracdo
méaxima que se pbde atingir com os extratos brutos e fracdes com os solventes
utilizados no ensaio foi de 2 mg/mL, isto é, 100 pug/mL no poco, e ainda assim nao
houve atividade expressiva. Desta forma, a determinacdo da concentracao inibitéria
minima (CIM), pardmetro que permite comparar a atividade antimicrobiana de
diferentes extratos vegetais, ndo foi investigada, pois a CIM de todas as amostras
estaria acima de 100 uyg/mL no pogo da microplaca, limite maximo aceitavel para
caracterizar um extrato vegetal como agente antimicrobiano viavel (MORENO et al.,

2013).
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A espécie de bambu nativa do Brasil, Apoclada simplex McClure & L.B.Sm
(ISSA, 2015), também apresentou atividade antimicrobiana baixa. Contudo, ao avaliar
a associacdo dos extratos da espécie com conservantes sintéticos (metil e
propilparabenos), constatou-se sinergia. Desta forma, a investigagdo desse efeito
poderia ser melhor explorada utilizando-se outros conservantes e extratos vegetais.
Além disso, fala-se muito sobre a inibicdo de microrganismos, porém ainda nao
existem estudos sobre bambus que avaliem a atividade pré-biotica, que poderia ser
muito mais benéfica para manter ou aumentar a protecdo que bactérias que habitam
pele e tecidos de seres humanos nos oferecem contra patégenos (MAGUIRE e

MAGUIRE, 2017).

4.11 Atividade Antitirosinase

A avaliacédo preliminar de compostos com suposta acao inibitoria de tirosinase
€ comumente feita por ensaios in vitro utilizando a enzima extraida de cogumelos (LIM,
ISHIGURO e KUBO, 1999), a qual correlaciona-se significativamente com a sintese

de melanina nos melanécitos, células epidérmicas produtoras desse pigmento.

A porcentagem de inibi¢cdo de tirosinase dos extratos brutos e fragdes de G.
chacoensis acompanhada dos respectivos erros padrao encontram-se na Tabela 15.
A representacdo gréafica encontra-se na Figura 32, cujos respectivos erros padrao ndo

puderam ser representados em escala por serem inferiores a 0,005.
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Figura 32. Porcentagem de inibic&o da tirosinase de cogumelos pelos extratos brutos de folhas, colmos,
nas respectivas fracdes em cloroférmio, acetato de etila e n-butanol de Guadua chacoensis utilizando
L-Dopa como substrato. Os erros-padrdo ndo puderam ser representados em escala por serem
inferiores a 0,005.
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Legenda: EB = extrato bruto, F = folhas, C = colmos, CI = fragéo cloroférmio, Ac = fracé@o acetato de etila, Bu =
fracao n-butanol.

Na analise de variancia (ANOVA) One-Way para a inibicdo da enzima tirosinase

foram considerados sete graus de liberdade, resultando um valor-P = 0,000 com
intervalo de confianca de 95%, isto &, nivel de significancia o = 0,05, e valor-F =
2309,41. Conforme abordagem no item 4.4 (Quantificacdo de fendlicos, p. 55), com
valor-P < a e valor-F >> 1, ha grande nivel de significancia e variabilidade entre as
amostras. Além disso, utilizando o teste de comparacao de Tukey temos que as

amostras agrupadas abaixo com letras diferentes sao significantemente distintas

(Tabela 15).



92

Tabela 15. Porcentagem de inibicdo da tirosinase de cogumelos em amostras de Guadua chacoensis
acompanhadas dos respectivos erros padrédo e utilizando L-Dopa como substrato. As letras sobrescritas
representam os grupos do teste de Tukey. Letras diferentes indicam amostras significantemente
distintas.

Folhas Colmos
EBF 25,908 + 0,002 ¢ EBC 42,819 +0,001f
CIF 30,255 + 0,005 @ CIC 16,212 + 0,003 °¢
AcF 35,713 £ 0,005° AcC 14,471 + 0,002 ¢
BuF 37,506 + 0,003 ¢ BuC 38,220 +0,001¢

Legenda: EB = extrato bruto, F = folhas, C = colmos, Cl = fragdo cloroférmio, Ac = fracdo acetato de etila, Bu =
frac@o n-butanol.

Lembrando que todas as amostras estavam a uma concentracdo final de 1
mg/mL, o extrato bruto de colmos apresentou a maior atividade dentre as amostras,
seguido pelas fracBes n-butanol de colmos e de folhas. No extrato bruto de colmos
deve haver um efeito sinérgico, pois a porcentagem de inibicdo da fracdo n-butanol foi
muito proxima a do extrato e a atividade das fracdes cloroformio e acetato foi bem
menor, ao passo que nas fracdes de folhas percebeu-se que a atividade aumentava
com o aumento da polaridade da fracdo, mesma tendéncia observada para o teor de
flavonoides. Em uma reviséo da literatura feita de 2008-2013 (ORHAN e KHAN, 2014),
constatou-se que muitos flavonoides glicosilados, os quais estdo presentes nas
fracbes mais polares, possuem alto poder inibidor da tirosinase, o que explica a

observacéao feita para as frac6es de folhas.

Dentre as substancias mais largamente utilizadas como agentes clareadores,
0s compostos fendlicos figuram entre os principais, sendo que os acidos fendlicos ja
foram associados a citotoxicidade para células de melanoma, suprimindo o

crescimento e vascularizagao de tumores (KANLAYAVATTANAKUL e LOURITH,

2018).
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Nos dois primeiros passos da biossintese de melanina, a tirosinase catalisa a
hidroxilagdo de L-tirosina a 3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA) e a oxidacao de L-DOPA
a dopaquinona (CHOI et al., 2018). Por ter uma estrutura similar a L-tirosina (Figura
33) substrato da tirosinase, o acido p-cumarico pode impedir a ligacdo ao sitio ativo
da enzima por atuar de maneira competitiva com o substrato natural. Além disso, ele
que mostrou-se muito mais potente que arbutina ou acido kdjico para inibir tirosinase,
ndo apenas inibiu melanogénese celular, como também preveniu a perda de
melandcitos de epiderme humana por exposicao a radiacdo UV (efeito fotoprotetor)
(SONG et al., 2011). Nesse mesmo estudo, &cido p-cumarico mostrou-se mais efetivo

contra tirosinase humana do que contra a de cogumelo.

Figura 33. Estrutura da L-tirosina (A) e acido p-cumarico (B).

0 OH 0 OH
NH, /
OH OH
A B

Portanto, dispor de boa capacidade antioxidante auxilia a evitar o
escurecimento da epiderme. Levando isso em consideragédo e os dados obtidos, os
extratos de G. chacoensis, e especialmente suas fragbes mais polares, que
apresentaram boa capacidade antioxidante e moderada atividade contra tirosinase de
cogumelos, dispdem de potencial promissor para inibir a melanogénese em células
humanas e posterior aplicacdo cosmética em formula¢des contra hiperpigmentacéo

da pele.
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5. CONCLUSOES

Neste projeto foi investigada a composicéo quimica de uma espécie de bambu
nativa do Brasil e algumas atividades biolégicas para seus extratos brutos e fracdes.
Durante a conducéo do projeto percebeu-se que, apesar da quantidade crescente de
estudos em relacdo a bambus, padronizar métodos de extracdo, obtencdo dos
extratos brutos e fragGes e indicar as concentracdes dos reagentes nos diversos
métodos € de suma importancia para permitir comparacées mais confiaveis das

atividades biologicas de plantas.

Através da analise por CG-EM foi possivel identificar 45 compostos diferentes
no Oleo essencial e nas fracfes e por CLAE-DAD foi possivel detectar a presenca de
mais dois, sendo um deles um flavonol glicosilado (quercentagetina-7-O-glicosideo) o
qgual s6 havia sido reportado para espécies de outras familias. Além disso, verificou-
se por CCD e depois por CLAE-DAD que os flavonoides normalmente encontrados
em outras espécies de bambus ndo estdo presentes em Guadua chacoensis. Isso
muito provavelmente estd relacionado ao processo de evolucdo e adaptacdo da
espécie, levando a uma biossintese de compostos diferentes e mais adequados ao
ambiente onde ela cresce naturalmente. Além disso, é importante destacar a
importancia da complementaridade das diferentes técnicas utilizadas para identificar

composicao quimica dos extratos vegetais.

A atividade antimicrobiana, apesar de baixa para bactérias Gram-negativas,
mostrou-se boa contra a espécie S. aureus, uma bactéria Gram-positiva. Entdo novos
estudos poderiam ser conduzidos para avaliar a agdo dos extratos de G. chacoensis
frente outras bactérias dessa classe. Além disso, os estudos sobre bambus existentes

concentram-se em avaliar a atividade de inibicdo, mas uma outra abordagem que vem
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ganhando forga nos ultimos anos € avaliar a atividade pré-biética, que pode ser muito

mais benéfica para os seres humanos.

Muitos estudos apontam que o &cido p-cumarico, identificado no extrato bruto
de colmos de G. chacoensis, apresentou atividade inibitoria significativa de tirosinase
em melandcitos. Considerando, entdo, a atividade antioxidante e atividade inibitoria
de tirosinase de cogumelo apresentadas pelas amostras, abre-se caminho para a

investigacdo do efeito dos extratos em células humanas.

Por fim, os resultados obtidos mostraram-se promissores para uma futura
utilizacdo de extratos de G. chacoensis em formulacbes cosméticas com acao

antioxidante ou que reduzam hiperpigmentacédo na pele.
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