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RESUMO

KAZLAUCKAS, J. Avaliagdo do potencial antioxidante e anti-tirosinase da
Guadua angustifolia var. bicolor Lodofio (Bambusoideae:Poaceae) e
composicdo quimica. 2023. no. f. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmécia-
Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2023.

Palavras chave: Guadua angustifolia var. bicolor; antioxidante, anti-tirosinase

INTRODUCAO: Guadua angustifolia var. bicolor Lodofio é uma variedade da espécie
G. angustifolia Kunth, endémica da Colémbia e introduzida no Brasil. Esta variedade
se destaca por caracteristicas como colmos verdes com listras amarelas e nos
esbranquicados. No entanto, sua distincdo dentro do grupo Guadua apresenta
desafios taxondmicos. OBJETIVO: Avaliar a atividade oxidante e anti-tirosinase de G.
angustifolia var. bicolor e tentar correlacionar essas atividades com os metabdlitos
presentes na espécie vegetal. METODOS: As folhas de G. angustifolia var bicolor
foram coletadas em Bauru, no Viveiro do Laboratoério de Experimentacdo com Bambu
da Universidade Estadual Paulista, Campus Bauru. A partir do material vegetal
coletado, foi preparado um extrato de folhas utilizando o aparelho de Soxhlet. Esse
extrato foi posteriormente submetido a um processo de fracionamento solido-liquido
em quatro fragcdes com diferentes polaridades (hexano, diclorometano, acetato de
etila e n-butanol). ApGs esse processo, as fracdes de diclorometano, acetato de etila
e n-butanol passaram por uma cromatografia em coluna (CC) para uma melhor
separacao das substancias presentes nelas. Em seguida, realizou-se a avaliacdo do
potencial antioxidante pelo método de supressao do radical DPPH e a atividade anti-
tirosinase fangica utilizando L-dopa como substrato. O extrato bruto, as fracdes
(diclorometano, acetato de etila e n-butanol), e as subfracfes de diclorometano e n-
butanol com melhores resultados nas atividades biologicas, foram quantificados os
compostos fendlicos totais com o reagente de Folin-Ciocalteu e os flavonoides totais
com AICls. Por fim, foi conduzido um estudo para relacionar essas atividades com a
composicao quimica das fracdes, utilizando o método de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM). RESULTADOS: O
rendimento do extrato foi de 16,71%, as fracdes de hexano, diclorometano, acetato
de etila e n-butanol apresentaram respectivamente 2,4%, 21,4%, 12,5% e 4,5%. Para
a atividade anti-tirosinase o extrato apresentou apenas 12,86% de inibicdo em uma
concentragao de 700 pg/mL. Por outro lado, as fragdes de diclorometano e n-butanol
mostraram maior potencial, inibindo 16,46% e 24,06%, respectivamente, ambas a 400
Mg/mL. Para a atividade antioxidante, tanto o extrato bruto como a fragao n-butanol
apresentaram os menores 1Cso, 163,55 ug/mL e 102,95 yg/mL respectivamente. Nos
testes de atividade antioxidante e anti-tirosinase das subfracdes, apenas
diclorometano C, D, E e F, e n-butanol B, C e D foram incluidas neste trabalho. A
fracdo n-butanol se mostrou aquela com a maior quantidade de compostos fenélicos
e flavonoides. Ao todo, foram possiveis anotar 9 compostos fendlicos, 12 flavonoides,
e 3 espécies de acidos graxos e seus derivados pelo método de CLAE-EM com auxilio



do GNPS, dentre eles acido p-cumérico, &cido azelaico, acido ferdlico, acido siringico,
apigenina e isovitexina. CONCLUSAO: Este estudo proporcionou uma anélise
guimica inicial da espécie G. angustifolia var bicolor. Além de fornecer subsidios para
comparacao da composi¢ao quimica com outras espécies dentro do género Guadua
para sua diferenciacdo. Adicionalmente, estes resultados podem orientar futuras
investigacBes na busca por novas moléculas com potencial farmacolégico.



l.Introducéo

1.1-Bambus

Os bambus sdo descritos como as espécies vegetais mais faciimente
encontradas em florestas pelo mundo. Com isso, 0 ser humano ao longo de sua
evolucado se aproveitou desse recurso para utiliza-lo tanto como um material na
construcédo de casas (HSIUNG, 1991), como no tratamento de doencas e fonte de
alimento. Na Medicina Tradicional Chinesa, espécies de bambu sao indicadas para
diminuir inflamagdes, reduzir o risco do desenvolvimento de céncer, doengas
cardiacas e desintoxicacdo. Alguns estudos associam compostos fendlicos,
flavonoides (AFIFI; SHERVINGTON; DARWISH, 1997; ZHANG et al., 2005), lactonas
e glicosideos (LU et al., 2005; PATWARDHAN et al., 2005; VAIRAPPAN et al., 2015;
WROBLEWSKA et al., 2018) com essas propriedades. Em 2014, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou a RDC 21/2014 (ANVISA, 2014), com o
intuito de comercializar os produtos da Medicina Tradicional Chinesa no Brasil por
trés anos vista a sua relevancia terapéutica para o tratamento de doencas, sendo
prorrogada mais dois anos pela RDC 152/2017 (ANVISA, 2017), e atualmente
encontra-se em debate para a devida regularizacao e fiscalizacéo.

No caso da espécie Guadua angustifolia Kunth var. angustifolia, estudos
anteriores indicaram a existéncia de compostos fendlicos e flavonoides em
guantidade moderada, demonstrando extratos de folhas e colmos com atividades
antioxidante e anti-tirosinase (DE OLIVEIRA, 2019). No entanto, o potencial total da
G. angustifolia, como também dos demais bambus americanos, ndo foram ainda
totalmente explorados. Além disso, o Brasil possui por volta de 32,5% das espécies
americanas de bambus (LONDONO et al. 1998), o que evidencia a forte presenca
dessas espécies em sua flora.

Por fim, Guadua angustifolia var. bicolor Lodofio é classificada como uma
subespécie, identificada pela primeira vez na Colémbia (LONDONO et al. 2000).,
porém, ainda ha dificuldades de diferencia-la das demais em funcdo da falta de
publicacdes cientificas sobre a mesma, ndo havendo estudos de sua composi¢cao

guimica.


http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/3390947/RDC_21_2014_COMP.pdf/2f80d608-6a45-4813-955e-4abc13f2a516

1.2-Atividade antioxidante

Agentes antioxidantes sdo frequentemente utilizados na indUstria para retardar
a degradacdo de alimentos e cosméticos. Também inibem o ataque de radicais livres
em estruturas de DNA, RNA e proteinas nas células. Eles reagem com os radicais
livres no meio formando estruturas de ressonancia mais estaveis e pouco reativas,
impedindo assim que as demais moléculas sejam afetadas (VALKO et al., 2006). Nos
bambus, as principais substancias antioxidantes sdo os compostos fendlicos e os

flavonoides.

1.3- Atividade anti-tirosinase

A tirosinase é uma enzima presente nos melandcitos que promove a
biossintese da melanina (Figura 1), substancia que da cor a pele. A biossintese da
melanina inicia-se com a conversao da tirosina em dopamina, seguindo-se uma seérie
de etapas oxidativas. A producdo em excesso de melanina causa disturbios
dermatolégicos, que levam ao aparecimento de melasmas, podendo evoluir para um
melanoma, isto €, um cancer de pele. Desse modo, a atividade anti-tirosinase visa a
inibicAo da enzima para retardar o crescimento de um melasma, ou auxiliar no

tratamento de um melanoma (MUKHERJEEA et al., 2018).

Figura 1-Biossintese da melanina, retirado de Rocha, Moreira (2007)

Tirosina
Tirosinase —»

DOPA
Tirosinase —» l

DOPAquinona

DOPAcisteina DOPAcromo
Feomelamina DHI DHICA
.

Eumelanina



2-Objetivos
Avaliar a atividade oxidante e anti-tirosinase de G. angustifolia var. bicolor e
tentar correlacionar essas atividades com os metabolitos presentes nas fracées mais

ativas da espécie vegetal.

3. Materiais e métodos
3.1- Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de Guadua angustifolia var. bicolor Lodofio foram coletadas no
Viveiro do Laboratério de Experimentacdo com Bambu da Universidade Estadual
Paulista, Campus Bauru (22°21'24,3" S 49°01'38,6" O). O material vegetal recolhido
foi entdo identificado pelo Dr. Tarcisio Filgueiras do Instituto de Botanica de Sao Paulo
(Séo Paulo, SP, Brasil). Uma amostra testemunha foi depositada no Herbario desta

mesma instituicdo sob o nimero Moreno 600.

3.2-Extracéao

As folhas foram separadas e secas em temperatura ambiente a sombra por 2
semanas. Apos, as folhas secas foram rasuradas e submetidas a extracdo em
aparelho de Soxhlet usando alcool etilico 70% como solvente, até a exaustdo do
material. Finalizado o processo de extracdo, o solvente foi eliminado em um
evaporador rotatorio IKA RV 05 basic e aquecedor IKA HB 05.06 CN sob presséo
reduzida. O extrato bruto obtido foi submetido a secagem em um recipiente contendo
silica no fundo, a fim de controlar a umidade, e em seguida, a pressao do sistema foi

reduzida utilizando uma bomba de vacuo.

3.3-Fracionamento

O extrato vegetal foi fracionado por extracao sélido-liquido da seguinte forma:
0 extrato seco foi suspenso em 100 mL de solvente por 10 minutos com o auxilio de
um agitador magnético, repetindo-se o procedimento quatro vezes para cada solvente
em ordem crescente de polaridade, utilizando-se o0s solventes n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol, respectivamente. Posteriormente os
solventes foram, novamente, eliminados em evaporador rotatério sob presséo
reduzida, resultando em quatro fracdes de polaridade distintas. As mesmas foram
colocadas em um recipiente de vidro, pesadas e postas para secar em uma chapa de

aquecimento a 60°C.



3.4- Separacéo e identificacdo dos metabdlitos secundarios.

3.4.1- Cromatografia em coluna (CC)

Para a CC, optou-se pelo uso das fracdes provenientes de diclorometano,
acetato de etila e n-butanol, pois tais fracdes demonstraram melhores resultados em
estudos de outras espécies de bambu em relacdo a atividade antioxidante e anti-
tirosinase. Foram dispostos 40 g de silica gel em uma coluna de vidro com diametro
de 4 cm, preenchendo-a até a altura de 5 cm, correspondendo a um volume
aproximado de 63 mL. Para cada separacdo, a fracdo correspondente foi
homogeneizada com 1 g de silica e inserida na coluna, sendo 500 mg para a fracdo
de diclorometano, 487 mg para a fracdo de acetato de etila e 279,6 mg para a fracao
de n-butanol. A sequéncia dos eluentes empregados para a Cromatografia em Coluna
esta detalhada no Quadro 1. Para cada composicao de solvente foram realizadas trés
eluicbes com 90 mL do solvente, totalizando 270 mL em cada etapa.



Quadro 1- Sequéncia de

cromatografia em coluna.

eluentes utilizados para cada fragcdo na realizacdo da

Sequéncia de Eluentes
utilizados para a fracéo
de diclorometano

Sequéncia de Eluentes
utilizados para a fracao
de acetato de etila

de

utilizados para a fragéo de n-

Sequéncia Eluentes

butanol

CHCls:hexano (50%, v/v)

CHCls:acetato
de etila (50%, v/v)

Cloroférmio

CHCIs Acetato de etila Cloroférmio:metanol  (90%,
v/v)

CHCls:metanol (95%, | Acetato de etila:metanol | Cloroféormio:metanol (90%,

vIv) (95%, viv) v/v)

CHCls:metanol (90%, | Acetato de etila:metanol | Cloroférmio:metanol (70%,

vIv) (90%, viv) v/v)

CHCls:metanol (80%, | Acetato de etila:metanol | Cloroférmio:metanol (50%,

VIV) (80%, v/v) VIV)

CHCls:metanol (70%, | Acetato de etila:metanol | Cloroférmio:metanol (30%,

VIV) (70%, viv) VIV)

CHCls:metanol (50%, | Acetato de etila:metanol | Cloroférmio:metanol (10%,

VIV) (50%, v/v) VIV)

metanol metanol metanol

metanol:H20 (50%, v/v)

metanol:H20 (50%, v/v)

metanol:H>0 (99%, v/v)

3.4.2- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo por Arranjo de

diodos (CLAE -DAD)

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, as amostras de extrato e das

fracOes (diclorometano, acetato de etila e n-butanol) foram solubilizadas em metanol,

exceto para as fragdes em cloroférmio que foram solubilizadas em acetonitrila, para



resultar na concentragéo de 1,0 mg/mL, sendo realizada em coluna de C18 4,6 x 150
mm com particulas de 3,5 um (Zorbax Eclipse Plus C18 p/n959963-902), célula de
fluxo de 60mm, nos comprimentos de onda de 352, 280, 254, 325, 215, 225 nm, sendo
a fase modvel acido acético a 0,1 % e acetonitrila, com fluxo de inje¢cdo de 1mL/min a
45°C, volume de injecao 3,0 uL. Utilizou-se o gradiente de fase movel da seguinte
maneira: 0-6 min (10% acetonitrila), 6-7 min (10 a 15% acetonitrila), 7-22 min (15%
acetonitrila), 22-32 min (15 a 50% acetonitrila), 32-42 min (50 a 100% acetonitrila),
42-50 min (100% acetonitrila). .

3.4.3- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de
Massas (CLAE-EM)

A CLAE-EM foi realizada pela Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo, utilizando os equipamentos acoplados: qTof MAXIS 3G-
Bruker Daltonics e HPLC Shimadzu LC 20AD XR. A coluna cromatografica utilizada
foi Phenomenex Luna C18 5 pm (250x4.6 mm) a 40 °C utilizando os solventes H>O
0,1%AF (Solvente A) e ACN 0,1%AF (Solvente B), cujo gradiente foi expresso no
Quadro 2, sob o fluxo de 1,0 mL/min. Enquanto que a espectrometria de massas foi
realizada em um sistema a 250 °C e 2 Bar com uma fonte de ionizacao eletrospray, e
detector de ions em modo negativo, onde foram captados MS?! e MS2. Neste caso,
preferiu-se a deteccdo em modo negativo pela maior quantidade de informacdes,
tanto em bancos de dados como na literatura, de espectros de flavonoides e
compostos fendlicos. Os cromatogramas obtidos foram lidos com recurso contido no
site denominado GNPS LCMS Dashboard - Version 0.60
(https://dashboard.gnps2.org/), no qual € possivel analisar o cromatograma obtido por
CLAE-EM, além de outras opcdes que permitem uma melhor compreensdo e
visualiza¢cdo do mesmo.

Quadro 2- Gradiente de solventes utilizado para CLAE-EM

Tempo (minutos) % Solvente B
0 2
60 100
65 100
66 2

70 2
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3.4.4- Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)

O GNPS (http://gnps.ucsd.edu) € uma plataforma online que integra diversos

bancos de dados publicos relacionados a espectrometria de massas, a fim de facilitar
e nortear pesquisas relacionadas a elucidagéo de estruturas quimicas. O pesquisador
gue deseja usufruir do recurso necessita apenas de se cadastrar e inserir 0s arquivos
obtidos em sua andlise na plataforma, selecionando quais pardmetros o programa
deve levar em consideracdo. O GNPS faz uso do algoritmo denominado MS-Cluster
para realizar essa busca, ao se basear no fragmento m/z e o MS? gerado pelo mesmo.
Além da funcionalidade para encontrar estruturas ja conhecidas, existem também
opcbes que apresentam redes moleculares inter-relacionando compostos com
padrdes semelhantes de fragmentacdo, a fim de auxiliar na elucidacdo de novas
substancias. Detalhes mais aprofundados da metodologia empregada no GNPS,
termos técnicos e outras especificacdes foram compilados por WANG et al. (2016) e
ARON et al. (2020).

Nesta analise, a tolerancia da massa do ion precursor foi determinada como
2,0 Da com toleréancia do ion do fragmento MS/MS de 0,5 Da, o valor de cosseno
maior ou igual a 0,7 e 6 picos correspondentes para comparar aos espectros de
massa obtidos por CLAE-EM. O tamanho maximo de nddulos equivalentes a um unico
composto sera definido como 100 e os de menor pontuacdo serdo removidos deste
grupo até que a quantidade de semelhantes selecionados esteja abaixo do limite
estabelecido (WANG et. al, 2016). Estes parametros foram baseados no “Minicurso:
Analise de dados de metabolémica explorando ferramentas do GNPS” oferecido pela
Divisdo de Produtos Naturais da Sociedade Brasileira de Quimica (Disponivel em:

https://www.youtube.com/watch?v=0Vw1K1dkplc).

Todas as amostras foram analisadas pelo GNPS em um mesmo processo. Ao
final desta andlise, foram mostradas as op¢Ges presentes na Figura 2, das quais
foram utilizadas as contidas em “Default Molecular Networking Results Views” para

andlise de resultados.


http://gnps.ucsd.edu/
https://www.youtube.com/watch?v=QVw1K1dkpIc
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Figura 2- opcdes de analise fornecidas pelo GNPS

DONE
Clone] [Clone to Latest Version [Restart][Delete]

Default Molecular Networking Results Views
[ View All Library Hits | View Unique Library Compounds | View All Clusters With IDs | File Summaries ]

Network Visualizations
[ View Spectral Families (In Browser Network Visualizer) | Network Summarizing Graphs ]

Methods and Citation for Manuscripts
[ Workflow Written Description ]

Export/Download Network Files
[ Download Clustered Spectra as MGF | Download GraphML for Cytoscape | Download Bucket Table | Download BioM For Qiime/Qiita |
Download Metadata For Qiime | Download ili Data ]

Advanced Yiews - Metadata Views
[ View Metadata ]

Advanced Views - Global Public Dataset Matches
[ View Matches to All Public Datasets ]

Advanced Views - External Visualization
[ Wiew ili in GNPS | Direct Cytoscape Preview/Download | Visualize with Upset Plots (Beta) ]

Advanced Views - Networking Graphs/Histograms
[ Nodes, MZ Histogram | Edges, MZ Delta Histogram | Edges, Score vs MZ Delta Plot | Library Search, PPM Error Histogram ]

Advanced Views - Misc Views
[ View Network, Node Centric | View Network Pairs | Networking Statistics | View Raw/Unclustered Spectra | View Compounds and File
Occurrence ]

Advanced Views - Make Dataset Public
[ Make Public Dataset Documentation | Make Dataset Public Direct Link ]

Advanced Views - Experimental Views
[ Analyze with MS21 DA | Enhance with MolNetEnhancer | Global Comparison with ReDU PCA | Annotate with DEREPLICATOR | Annotate with
DEREPLICATOR+ | Network with Spec2vec ]

Advanced Views - giime2 Views
[ View qgiime2 Emperor Plots | Download giime? Emperor qzv | Download giime? features biom gza ]

Comaopcao “View All Libary Hits”, foram mostrados uma variedade de 12.649
compostos, contudo muitos destes sao repetidos, pois esta opcdo contém o0s
espectros de massas de diferentes bancos de dados e andlises feitas por outros
usuarios do GNPS (WANG et. al, 2016).

Desse modo, a fim de facilitar a leitura dos resultados obtidos, foi utilizada a
opcgao “View Unique Library Compounds” que se baseia apenas no banco de dados
referéncia do GPNS para interpretacdo dos espectros, mostrando ao todo 230
compostos distintos. Em seguida, apos a apresentacdo dos dados pelo programa,
foram aplicados filtros nos parametros “Cosine” com no minimo 0,7, e “MZErrorPPM”
de no maximo 5 ppm, reduzindo o numero de resultados para 26. Por fim, os
espectros de MS? do cromatograma foram comparados com dados da literatura a

partir do que foi proposto pelo GNPS para cada ion MS?,

3.6- Determinacéo da atividade antioxidante

O teste colorimétrico com DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi realizado com
uma solucdo de 0,02% em metanol, conforme o método descrito por DE OLIVEIRA
(2019).
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3.7.- Determinagéo da atividade anti-tirosinase

Para a determinacao da atividade anti-tirosinase foi feito o teste colorimétrico
com a enzima tirosinase fungica, utilizando L-dopa (3,4-di-hidroxi-L-fenilalanina)
como substrato (JUNG-HEE HWANG et al., 2007).

3.8-Quantificacdo de compostos fendlicos
Para se quantificar os fendlicos totais, foi utilizado o método descrito por DE
OLIVEIRA (2019) que necessita do reagente de Folin-Ciocalteau.

3.9-Quantificacéo de flavonoides
Na quantificagcéo de flavonoides foi utilizado como reagente complexante AlCls

a 1% em metanol (m/v), semelhante ao método descrito em DE OLIVEIRA (2019).

4 Resultados e discussao

4.1- Anélises quimicas

4.1.1-Rendimento do extrato bruto, das fracdes e subfracfes

4.1.1.1-Extracao

Das folhas secas da espécie vegetal G. angustifolia var. bicolor apés a
conclusdo do processo de extracdo e secagem, a massa obtida nos extratos brutos
foi de 6,08 g, representando um rendimento de 16,71%, rendimento extremamente
préximo a de G. angustifolia var. angustifolia com 16,4% (DE OLIVEIRA, 2019) e G.
chacoensis (Rojas Acosta) Londofio & P.M.Peterson com 18,67% (NUNES, 2020).

4.1.1.2-Fracionamento

Posteriormente, o extrato submetido a um fracionamento soélido-liquido,
resultou em fracBes cujas massas obtidas em cada etapa foram expressas em

miligramas na Tabela 1, juntamente com seus rendimentos.
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Com base nos resultados obtidos (Tabela 1), verificou-se um maior rendimento
nas fracdes de diclorometano e acetato de etila, sugerindo a possivel presenca de
uma maior quantidade de compostos fendlicos e flavonoides nao glicosilados, acidos
graxos e seus derivados, e alguns terpenos em maior quantidade nessa espécie. Para
a fracdo acetato de etila, flavonoides, tanto glicosados como néo glicosados, podem
ocorrer nessa fracdo devido a polaridade do solvente. Ademais, a presenca de uma
grande quantidade de clorofila nas folhas pode ter influenciado significativamente a
massa das fragoes.

Tabela 1 - Massas obtidas no fracionamento do extrato de folhas de Guadua

angustifolia var. bicolor para cada solvente utilizado e seus rendimentos.

Eracio Massa das Rendimento das fracdes
& fracdes (mg) (%)
Hexano 148,5 2,4
Diclorometano 1302,3 21,4
acetato de etila 760,01 12,5
n-butanol 279,6 4,5

4.1.1.3-Cromatografia em Coluna (CC) e subfracdes

Cada uma das tabelas (Tabelas 2, 3 e Tab. 4) a seguir apresenta os resultados
da separacdo realizada em cromatografia em coluna, com a composicdo dos
solventes onde foram eluidas para gerar as respectivas subfracdes, as massas

obtidas em cada uma delas e seus rendimentos.
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Tabela 2 - Sequéncia de eluentes para a fracdo de diclorometano das folhas de
Guadua angustifolia var. bicolor com as massas obtidas em cada etapa com seus
respectivos rendimentos.

SubfracGes de Eluentes Massa , 0
diclorometano utilizados (mg) Rendimento (%)
DIA CHCls:hexano 9,8 1,96

(50%, v/v)

DiB CHCIs 8,6 1,72

DiC CHCl3:metanol 25,4 5,0
(95%, Vv/v)

DiD CHCl3:metanol 15,3 3,06
(90%, v/v)

DIiE CHCls:metanol 20,9 418
(80%, v/v)

DiF CHCl3:metanol 25,6 5,12
(70%, viv)

DiG CHCl3:metanol 38,3 7,66
(50%, v/v)

DiH Metanol 24,6 4,93

Dil metanol:H20 25,9 5,18
(50%, Vv/iv)
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Tabela 3 - Sequéncia de eluentes para a fracdo de acetato de etila das folhas de

Guadua angustifolia var. bicolor com as massas obtidas em cada etapa com seus

respectivos rendimentos.

Subfracdes o_Ie acetato El_gentes Massa Rendimento (%)
de etila utilizados (mg)
AcA CHCls:acetato 18,1 3,71
de etila (50%,
v/v)
AcB Acetato de etila 2,6 0,53
AcC Acetato de 7,1 1,45
etila:metanol
(95%, Vv/v)
AcD Acetato de 6,4 1,31
etila:metanol
(90%, v/v)
AcE Acetato de 10,1 2,07
etila:metanol
(80%, Vv/v)
AcF Acetato de 23,8 4,88
etila:metanol
(70%, vIv)
AcG Acetato de 37 7,59
etila:metanol
(50%, Vv/iv)
AcH Metanol 196,7 40,39
Acl metanol:H>.O 232.6 47,76

(50%, Vv/iv)
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Tabela 4 - Sequéncia de eluentes utilizados para a fragcdo de n-butanol das folhas de
Guadua angustifolia var. bicolor com as massas obtidas em cada etapa com seus

respectivos rendimentos.

Subfragbes de n- El_gentes Massa Rendimento (%)
butanol utilizados (mg)
nBuUtA Cloroférmio 10,4 3,71
nButB Cloroférmio:met 61,2 21,88

anol (90%, v/v)

nButC Cloroférmio:met 59,4 21,24
anol (90%, v/v)

nButD Cloroférmio:met 21 7,51
anol (70%, v/v)

nBUtE Cloroférmio:met 13,9 4 97
anol (50%, v/v)

nButF Cloroférmio:met 17,1 6,11
anol (30%, v/v)

nButG Cloroférmio:met 9,4 3,36
anol (10%, v/v)

nButH Metanol 5,6 2

nButl metanol:H>.O 52 1,86
(99%, Vv/iv)

nButJ metanol:H>.O 8,8 3,15
(95%, V/iv)

nButK metanol:H>.O 15 5,36
(90%, Vv/iv)
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A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que os eluentes utilizados no
processo foram efetivos na remoc¢do de uma grande parte do material presente nas
fracGes diclorometano e n-butanol da coluna cromatografica. O menor rendimento
observado na fracao de acetato de etila pode ser atribuido a provavel retencéo de dos
compostos mais polares da fragéo na coluna, possivelmente espécies de flavonoides.

Ao observar os rendimentos das subfracbes de diclorometano (Tab. 2) e
acetato de etila (Tab. 3), notou-se que suas subfragcdes H apresentaram o maior
rendimento, indicando uma maior quantidade de compostos mais polares,
provavelmente compostos fendlicos e flavonoides poli-hidroxilados, devido a sua
maior interagdo com a fase estacionaria. Por outro lado, as subfra¢cdes nBut B e C
obtiveram maior rendimento, 21,88% e 21,24%, respectivamente, sugerindo um
menor teor de glicosilacdo ja que estas eluiram da coluna com uma das misturas de

solvente menos polares.

4.2-Atividade biolégica

4.2 1-Ensaios de Tirosinase

Foram feitos ensaios preliminares com o extrato bruto e as fracbes de
diclorometano, acetato de etila e n-butanol, sendo que os resultados estao expressos
na Tabela 5. O extrato bruto ndo demonstrou alta atividade inibitoéria se comparada a
G. angustifolia var. angustifolia, onde o extrato a 1 mg/mL apresentou 28,98% de
inibicdo (DE OLIVEIRA, 2019). A fracdo n-butanol foi aquela com melhor resultado
entre a relacdo concentracao X inibicdo em compara¢do com as demais, assim como
em G. angustifolia var. angustifélia, com 35,04% de inibicdo (DE OLIVEIRA, 2019).



18

Tabela 5 - Ensaio preliminar de atividade anti-tirosinase com o extrato bruto e fragcdes
de diclorometano, acetato de etila e n-butanol derivadas de folhas das de Guadua

angustifolia var. bicolor.

Concentracdo na

o N L 0
Fracéo placa (ug/mL) Inibicdo de tirosinase (%)
Extrato 700 12,86

Diclorometano 400 16,46

Acetato de Etila 400 5,56

n-Butanol 400 24,06

As subfracdes obtidas com a cromatografia em coluna com rendimentos
adequados para os ensaios foram selecionadas para o teste de atividade anti-
tirosinase (Tabela 6). Os melhores resultados foram obtidos para as sub-fragdes: n-
butanol B e C, diclorometano C, D, E e F. Com estas amostras, foi observada uma

inibicdo razoavelmente alta com concentra¢cdes menores.
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Tabela 6 - Resultados dos testes preliminares de atividade anti-tirosinase com as
subfracdes selecionadas de diclorometano e n-butanol das folhas de Guadua

angustifolia var. bicolor.

Sub-fracéo Concentracao na placa (ug/mL) Inibicéo (%)
DiC 262,5 40,66
DiD 273,5 37,14
DiE 225 39,78
DiF 225 33,27

nButB 375 46,47
nButC 262,5 35,38
nButD 400 29,92

4.2.2-Ensaios com DPPH

O extrato bruto e a fracdo de n-butanol demonstraram bons resultados em
termos de atividade antioxidante (Tabela 7), quando comparados com G. angustifolia
var. angustifolia (DE OLIVEIRA, 2019), cujos respectivos ICso foram 360,60 ug/mL e
321 pg/mL. No entanto, é importante observar que G. chacoensis (NUNES, 2020)
apresentou um potencial ainda maior na neutralizacdo do radical DPPH, tanto no
extrato bruto quanto nas fracGes analisadas, respectivamente, 92,9 ug/mL, 124
Mg/mL, 75,1 ug/mL e 67,5 ug/mL.
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Tabela 7- Testes de sequestro do radical DPPH realizados com o extrato bruto e
fracOes de diclorometano, acetato de etila e n-butanol das folhas de Guadua

angustifolia var. bicolor

FracGes ICso(pg/mL)
Extrato 163,55+5,2
Diclorometano 482,14+33,7
Acetato de Etila 437,48+28,4
n-Butanol 102,95+10,9

As mesmas subfracbes testadas para a atividade anti-tirosinase foram
submetidas também ao de atividade antioxidante (Tabela 8). Aquelas com melhores
resultados foram: Diclorometano D, E, F, G e n-butanol B, C, D. No processo de
fracionamento, observou-se uma reducédo da atividade na fracdo de n-butanol,
enquanto que na fragdo de diclorometano, houve fragdes em que a atividade se
concentrou.

Tabela 8- Testes de sequestro do radical DPPH realizados com as sub-fracdes de

diclorometano e n-butanol das folhas de Guadua angustifolia var. bicolor.

Sub-fracéo Concentracao na placa (ug/mL) Inibicdo (%)
DiC 650 70,62
DiD 675 88,625
DiE 387,5 74,58
DiF 550 76,08
nButB 237,64 50
nButC 400 50

nButD 316,5 50
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4.3- Analise de compostos fendlicos e flavonoides

4.3.1-Fragbes e subfracdes

Nas fragbes de folhas da variedade G. angustifolia var. bicolor, € notoria a
presenca de compostos fendélicos em todas as amostras, com destaque para a fracao
n-butandlica (Tabela 9), o que é um indicativo da alta presenca de espécies quimicas
poli-hidroxiladas e glicosadas. Quanto aos flavonoides, constatou-se que todas as
fracbes exibiram valores semelhantes (Tab.9). Em comparacdo com um estudo
anterior em G. chacoensis (NUNES, 2020), observa-se que o teor de fendlicos da
mesma é significativamente inferior tanto no extrato como nas demais fragoes,
apresentando, respectivamente, valores de 21,39%4,17, 25,98+3,44, 17,59+3,42 e
48,54+5,23 g de EQ/mg. Entretanto, é importante ressaltar que os niveis de fendlicos
se assemelham aos relatados para G. angustifolia var. angustifolia (DE OLIVEIRA,
2019), enquanto as concentracfes de flavonoides se mostraram superiores aos

encontrados nessas duas especies.
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Tabela 9 - Determinacdo de compostos fendlicos e flavondides no extrato e nas
fracOes de diclorometano, acetato de etila, e n-butanol das folhas de G. angustifolia
var. bicolor, expressos, respectivamente, em microgramas equivalentes de é&cido
galico por miligrama de amostra (ug EAG/mg) e microgramas equivalentes de

quercetina por miligrama de amostra (ug EQ/mg)

Fendlicos totais

Fracéo nas folhas (ug Flavondides totais nas folhas (ug

de EAG/mg) de EQ/mg)

Extrato 21,39+4,17 0,86+0,12
Diclorometano 25,98+3,44 4,80+0,87
Acetato de etila 17,59+3,42 5,50+0,73
n-butanol 48,54+5,23 4,66+0,45

Para melhor compreenséao das caracteristicas quimicas das subfracdes que
apresentaram melhores resultados nas atividades biolégicas, os teores totais de
fendlicos e flavonoides foram determinados. Os resultados das quantificacdes dessas
classes quimicas estdo representados na Tabela 10. Vale ressaltar que DiC
apresentou auséncia de flavondides em comparacdo com as demais subfracdes, as
guais exibiram valores proximos entre si. Pode-se observar uma correlagao positiva
entre o potencial antioxidante das sub-fracbes e o teor de compostos fendlicos

determinado.
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Tabela 10 - Determinacédo de compostos fendlicos e flavonoides nas subfracdes de
diclorometano (DiC, DID, DIiE), acetato de etila (AcG, AcH e Acl), e n-butanol (nButB,
nButC, nButD) das folhas de G. angustifolia var. bicolor, expressos, respectivamente,
microgramas equivalentes de acido galico por miligrama de amostra (ug EAG/mg) e

microgramas equivalentes de quercetina por miligrama de amostra (ug EQ/mg)

Fendlicos totais nas sub  Flavonodides totais nas sub

Sub-fracédo fragdes de folhas (ug de fragdes de folhas (ug de
EAG/mQ) EQ/mg)
AcG 19,78+2,85 2,60+0,40
AcH 6,84+1,33 1,77+0,23
Acl 8,80+1,10 2,82+0,19
DiC 34,50+4,72 0,01+0,12
DD 45,76+8,82 4,12+0,80
DIE 34,99+4,82 3,26+0,65
DiF 9,38+0,17 1,85+0,36
nButB 44,52+6,67 4,46+0,66
nButC 15,54+2,029 1,28+0,14

nButD 25,42+4,91 4,05+0,79
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4.4- CLAE-DAD

Os compostos fendlicos tém uma estrutura fundamental baseada em um anel
aromético, que permite o uso de CLAE e detectores UV-vis conjuntamente para
detecta-los, uma vez que os compostos fendlicos exibem distintos niveis de absorcao
de luz, devido a presenca de anéis aromaticos e ligagdes duplas conjugadas em suas
estruturas moleculares (STALIKAS, 2009). A Figura 3 representa 0 cromatograma
resultante deste método, realizado com o extrato bruto de folhas, os tempos de
retencdes e os picos foram comparados com uma lista de padrdes de substancias
conhecidas sob as mesmas condi¢des. Desse modo, foi possivel apenas reconhecer
0 pico de 10.064 minutos em 280 nm a partir de uma série de padrdes injetados e
analisados, se tratando do acido p-cumarico. Além disso, a presenca dessa
substancia foi constatada em G. angustifolia var. angustifolia (DE OLIVEIRA, 2019) e
G. chacoensis (NUNES,2020) utilizando o mesmo método.

Figura 3- HPLC-DAD realizado com o extrato bruto de folhas de G. angustifolia var

bicolor
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4.5-Anélise por CLAE-EM com dados obtidos no GPNS

A fim de correlacionar as atividades biologicas apresentadas em 4.2 com suas
composic¢des quimicas, foram analisadas as subfracdes: DiC, DiD, DIiE, DiF, DiG,
nButB, nButC e nButD. A nButB foi um caso particular, pois a relagédo sinal/ruido na
analise ndo permitiu a analise de sua composicao. As subfracdes AcG, AcH, Acl foram
incluidas nas analises por CLAE-EM, a fim de enriquecer o estudo sobre o perfil
guimico da espécie vegetal, estas foram escolhidas por terem apresentado o maior

rendimento dentre as sub-fragGes de acetato de etila.
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Ao todo, foram possiveis anotar 9 compostos fendlicos, 12 flavonoides, e 3
acidos graxos e seus derivados. A seguir, foram discutidos os resultados
apresentados pela andlise gerada no GNPS, cujas estruturas estéo ilustradas e
enumeradas de 1 a 26.

A seguir, sdo apresentados os resultados das andlises com as subfracdes C,
D, E, F e G de diclorometano, a fim de discutir as possiveis moléculas presentes em
sua composicdo. Algumas destas substancias foram encontradas, em menores
guantidades, nas subfracdes de acetato de etila e/ou n-butanol, provavelmente devido
ao nao esgotamento completo dessas substancias durante o fracionamento, porém

serdo consideradas como pertencentes as subfracdes de diclorometano.

A estrutura de menor massa molar identificada pelo GNPS, presente em todas
as subfracdes entre 14,35-1,55 minutos de eluicdo, foi CoHgOs de massa molar
164,0474 Da. Sendo possivelmente acido p-cumarico (1), o-cumarico (2) ou m-
cumarico (3), sob a forma de ion pseudomolecular 163,0394 m/z [M-H]", no MS? foram
detectados dois fragmentos 119,04 m/z [163-COz] e 93,03 m/z [119-CoH]. A partir
de dados coletados na literatura, constatou-se que se trataria muito provavelmente,
de &cido p-cumarico, uma vez que o mesmo foi relatado como a espécie quimica mais
abundante em outros bambus do mesmo género, como G. angustifolia var.
angustifolia (DE OLIVEIRA, 2019) e G. chacoensis (NUNES, 2020), além de também
estar de acordo com o que observado pela analise em CLAE-DAD (4.4). O acido p-
cumarico é um fenilpropandide derivado da desaminacdo das moléculas de L-
fenilalanina e/ou L-tirosina, o qual esta diretamente envolvido com a biossintese de
metabdlitos secundarios como antraquinonas, estilbenos, lignanas, cumarinas e
flavondides. Além disso, o acido p-cumarico pode ser encontrado sob formas de

ésteres com hidroxi-acidos ou agucares, e amidas. A presenca de acido p-cumarico
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ja foi relatada em diversas espécies de bambu e o composto apresentou atividade
anti-tirosinase isoladamente (ILHAEM et al., 2008).

Bastante semelhantes ao acido p-cumarico, presentes em DiC e DiD no tempo
de retencdo 17,0 a 17,6 minutos, foram propostos os isémeros (C10H100s) acido
ferdlico (4) e isoferdlico (5). Ambos com massa molar 194,0577 Da e ion
pseudomolecular 193,0497 m/z [M-H], com apenas um unico fragmento em 134.03
m/z compativel com [(M-H)-CHs-CO2]. Comparando os dois isbmeros em questao
pelo método de CLAE-EM em modo negativo, houve uma clara diferenca entre os
dois espectros, além dos fragmentos formados serem distintos dos resultados aqui
obtidos (KUHNERT et al., 2010). Contudo, de acordo com SINOSAKI et al. (2020),
existe a possibilidade de se tratar de acido ferualico, pois o autor relaciona a energia
(eV) aplicada no sistema com a intensidade dos diferentes fragmentos obtidos,
mostrando que para este isbmero pode haver apenas a deteccdo do fragmento em
134 m/z. Assim como o acido p-cumarico, o acido ferulico é frequentemente
encontrado em bambus tropicais, além disso, possui atividade antioxidante e
antihipertensiva relatada nos bambus Phyllostachys edulis (Carriere) J.Houz.
(KWEON et. al, 2001) e P. nigra (Lodd. ex Lindl.) Munro em sinergismo com outras
substancias (CHOI et. al, 2018).

i\

Outro composto fendlico, também identificado em DIiC e DiD, foi o acido
siringico (6), da classe dos acidos benzadicos, que possui formula molecular CgH100s5
e massa molar 198,0527 Da. O ion pseudomolecular 197,0447 [M-H]" m/z foi
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detectado entre 12,8 e 13,9 minutos, constatando dois fragmentos de MS? 123,00 m/z
[(M-H)-CH3-CH3-CO2] e 95,01 m/z [123-CO]J. Na fragmentac¢éo do acido siringico em
modo negativo, utilizando fonte de ionizagcdo APCI (atmospheric pressure chemical
ionization), é possivel a formagéo dos ions detectados, contudo ocorrem juntamente
com os fragmentos em 182 m/z, 121 m/z e 153 m/z (BIESAGA et al., 2009). Desse
modo, os resultados obtidos ndo permitem confirmar a identidade desta substancia.
Por outro lado, ao analisar os espectros em modo negativo de outros &cidos fendlicos,
€ possivel notar que a maioria deles possui fragmentos préximos de 123 m/z e 95 m/z
(BIESAGA et al., 2009). Assim, o composto detectado deve pertencer a essa classe

de compostos.

Nas subfracdes DiC e DiD, para os tempos de retencédo entre 26,2 e 27,0
minutos, o GNPS sugeriu a estrutura de duas substancias para as quais nao ha
relatos de sua presenca em bambus ou mesmo em Poaceae, ambas pertencentes a
classe das auronas. Essa classe de compostos esta presente majoritariamente em
eudicotiledbneas das familias Asteraceae, Cucurbitaceae, Elaeagnaceae, Fabaceae,
Moraceae, Rosaceae e Phyllanthaceae (YANG et al., 2023), mas também ocorrem
em plantas inferiores como Aspleniaceae, Marchantiaceae, Conocephalaceae e
Carrpaceae (IWASHINA, 2000). Pertencentes a subclasse de flavonoides
denominadas auronas, sdo pigmentos que conferem uma coloracdo amarela brilhante
as pétalas e desempenham fungcdes essenciais, especialmente no que diz respeito a
atracdo de polinizadores (YANG et al., 2023).

A primeira sugestdo para o ion pseudomolecular 299,0549 m/z [M-H]- foi o
composto 4,6-di-hidroxi-3’-metoxi-4’-hidroxi aurona (7), de foérmula molecular
C16H1206 € massa molar 300,0629 Da, apresentando fragmentos 284,03 m/z [(M-H)-
CH3J e 256,03 m/z [284-CQ], contudo néo foram encontrados estudos do MS? desta
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substancia em modo negativo, apenas em modo positivo (WANG et al. 2022). A
segunda sugestéo seria a 4,6-di-hidroxi-3’,5’-dimetoxi-4’-hidroxi aurona (8), com ion
pseudomolecular 329,0653 m/z [M-H], férmula molecular C17H1407 € massa molar
330,0733 Da, apresentando fragmentos em 299,01 m/z [(M-H)-CHs-CHs] e 271,02
m/z [299-COJ. Para este composto foram encontrados dois espectros para esta
substancia no MassBank of North America (MoNA, 2023 A e B), os quais foram
semelhantes ao espectro obtido. No entanto, por ndo haver relatos das mesmas em
Poaceaes, € necesséario a confirmacdo por meio CLAE-EM com um padrdao da

substancia ou o isolamento e identificagdo da mesma.

O fato de ndo haver relatos prévios para auronas em bambus demandou uma
pesquisa mais aprofundada desses espectros. A partir de buscas na literatura foram
constatados dois isdmeros para formulas moleculares C16H1206 € C17H1407 com o
mesmo padrdo de fragmentacdo observados para os ions em 299,0549 m/z e
329,0653 m/z, podendo se tratar respectivamente de crisoeriol (9) (FRISCIC et
al.,2016) e tricina (10) (KANG et al., 2006), sendo ambos flavondides ja descritos em
bambus asiaticos (GONG et. al, 2015). Crisoeriol € relatado na literatura com
atividade biologica diversificada, dentre elas potencial anticancer, antiinflamatorio,
antibacteriano, antifungico, anti-osteoporose, anti-inseticida, antioxidante e
neuroprotetor (ABOULAGHRAS et al., 2022). A tricina, além de possuir atividade
antioxidante, também apresenta propriedades antifUngicas e herbicidas, atuando
contra infeccdes nas plantas (ZHOU AND IBRAHIM, 2009). Desse modo, para
atribuicdo inequivoca dessas estruturas serdo necessarios estudos complementares.
Contudo, o isolamento prévio desses flavondides em espécies de bambu confere uma

maior probabilidade para as ultimas estruturas.
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12

Neste contexto, a presenca de um outro flavondide ou uma antraquinona foi
indicada nas subfracbes DiC, DID e DIE. No tempo de retencédo entre 25,6-26,2
minutos ocorreu o fragmento 269,0446 m/z, o GNPS indicou a possibilidade de tratar
de duas moléculas, apigenina (11) ou alo-emodina (12), ambas de formula molecular
C16H3203 e massa molar 270,0526 Da. O MS? apresentou fragmentos em 269,04 m/z,
151,00 m/z, 117,03 m/z e 107,01 m/z. A andlise dos dados relacionados ao MS? da
alo-emodina indicou uma inconsisténcia entre a fragmentacdo observada e aquela
relatada na literatura (FENGGUO XU et al., 2008; QUIN YU et. al., 2009; ZHANG et
al., 2013), que ao comparar os dados da literatura entre si, ha apenas a concordancia
do pico de 268 m/z, ndo sendo possivel determinar se esta seria a substancia em
analise. Contudo, ao observar o mecanismo de fragmentacdo apresentado para
flavonas (FRABE et al 2001), foi possivel estabelecer uma relagdo com o resultado
obtido, levando a crer que o composto alvo se trata, de fato, da apigenina, sendo as
fragmentacdes observadas derivadas do mecanismo de retro Diels-Alder (RDA) para
a molécula proposta (FRABE et al 2001). Ademais, a apigenina € a genina mais
comum encontrada nos flavondides isolados de diversas espécies de bambu (KIM et.

al, 2009), o que aumenta a possibilidade de que se trate desta molécula (11).

13

Além da apigenina, também foi proposta a estrutura de outro flavonoide no
tempo de retencéo 33,0-33,6 minutos a partir do ion pseudomolecular 343,0806 m/z
[M-H]-, a nevadensina (13), de féormula molecular C1sH1607 € massa molar 344,088
Da. Os fragmentos 313,03 m/z [(M-H)-CHs-CHs], 285,03 m/z [313-COJ, 241,04 m/z
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[285-CO2] e 226,02 m/z [241-CH3] estdo de acordo com 0s mecanismos propostos
(FRABE et al 2001; LIANG et al., 2018) e os dados reportados na literatura (GOMES
et. al, 2019).

Os flavonoides, que séo polifendis de origem vegetal, destacam-se como um
dos componentes mais relevantes na alimentagdo devido a sua presenca
generalizada em alimentos e bebidas (SINGHAL et. al, 2013). Eles podem ocorrer
sob diferentes formas, como agliconas (forma livre) e glicosideos, variando em termos
de substituintes (tipo, quantidade e localizacdo) e grau de insaturacao (IWASHINA,
2000). Além disso, séo frequentemente encontrados em bambus, estando associados
a propriedades antioxidantes, que podem ajudar a proteger as células do corpo contra
danos causados pelos radicais livres (GONG et. al 2015), estudos apontam sua
atividade inibidora da enzima tirosinase (RHO et al., 2010).

Aléem dos polifendis, as plantas terrestres, de maneira geral, contém uma
notavel variedade de acidos graxos que variam em comprimento de cadeia,
quantidade e posigcao de ligagdes 1 (também conhecidas como insaturagdes), na
incorporacao de grupos funcionais ndo convencionais (por exemplo, hidroxi, epoxi,
cetona, acetilénico) (KAZAZ et al.,, 2022). Neste contexto, para trés dos ions

detectados foram propostas estruturas dos acidos graxos e seus derivados.

14 15

Em dois casos, ambas as estruturas foram detectadas em praticamente todas
as subfracdes, com excecdo de nButD e Acl. O acido azelaico (14) de formula
molecular CoH1604 e massa molar 188,1051 Da foi indicado para o ion
pseudomolecular 187,0971 m/z [M-H]  no tempo de retencdo 18,9-19,6 minutos. A
analise revelou fragmentacédo nos valores de 125,09 m/z [(M-H)-CO.-H20]", 97,06 m/z
[125-C2H4] e 69,03 m/z [97-C2H4]. Os fragmentos encontrados na literatura para o
acido azelaico (FARHAT et al., 2011) coincidem com os resultados fornecidos pelo
GNPS. Além disso, esse composto € um produto natural de eficacia comprovada e
aprovado pelo 6rgdo estadunidense Food and Drug Administration (FDA) no

tratamento de rosacea, acne vulgar e desordens de pigmentacdo da pele (SEARLE et
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al.,, 2022). O outro composto detectado nessas subfragcbes foi o de ion
pseudomolecular 271,2277 m/z, referenciado como acido 16-hidroxi palmitico (acido
junipero) (15) (C1sH3203), ndo sendo encontrados na literatura os registros de seu
padrédo de fragmentacdo. No entanto, com base na literatura é possivel inferir que os
fons em 271,23 e 225,22 m/z podem corresponder ao ion pseudo molecular e um
produto de descarboxilacdo (FARHAT et al., 2011)

16

Uma forma esterificada de acido graxo foi detectada apenas nas subfracdes
DiC e DID, e menor quantidade em DIiE. No tempo de retencéo 18-18,5 minutos, com
fragmento 261,1337 m/z foi proposto o acido 9-(2,3-dihidroxipropoxi)-9-oxononandico
(16) de formula molecular C12H2206 € massa molar 272,2357 Da, sua fragmentagéo
apresentou picos em 235,02 m/z, 187,09 m/z, 125,10 m/z e 97,06 m/z. E relevante
notar que este composto € uma forma esterificada do acido azelaico com glicerol, o
gue resulta em semelhancas nos fragmentos, como evidenciado pelos valores de
125,10 m/z e 97,06 m/z. Com base nos dados da literatura para o composto, 0s

resultados obtidos indicam que se trata do mesmo composto (XU et al., 2022).

-

m 17
Dt

O composto com tempo de retencdo de 61,8-62,2 minutos, presente na
subfracdo DiD, e ion pseudomolecular em 421,2241 m/z foi identificado como
sulfossuccinato de dioctila (17) (C20H3707S), sendo observado apenas um fragmento
em 80,96 m/z. O resultado esta de acordo com com os dados previamente reportados
na literatura (FLURER et al., 2010). Apesar de ser relatado como um produto natural,

vale ressaltar que o estudo foi realizado em frutos do mar. Este composto é descrito
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como um componente de pesticidas para plantas, indicando que em nosso caso nao
se trata de um produto natural (LI et al., 2023; AZIZI, 2023), mas um artefato, uma vez
gue as amostras foram coletadas em campos experimentais agricolas.

Como comentado anteriormente, compostos fendlicos e flavondides também
podem se apresentar sob a forma conjugada com glicosideos. A ocorréncia dessas
substancias em acidos fendlicos de bambus € maior em sua forma esterificada,
enquanto os flavonoides sao glicosilados por meio de ligacbes C-C ou C-O. Nas

subfracdes AcG, AcH, Acl e nButD foram encontradas algumas dessas estruturas.

18 -

N

Um desses derivados esterificados foi um derivado do acido p-cumarico,
anteriormente abordado nesta analise, conjugado com o acido quinico, denominado
acido cumaroilquinico (18) (C16H180s) de massa molar 338,1009. Sendo detectado na
subfracdo nButC e AcH entre 13,0 e 14,0 minutos a partir do ion pseudomolecular
337,0929 m/z. Dentre os ions obtidos no MS?, dois, 119,05 m/z e 93,03 m/z,
correspondiam a fragmentacdo do acido p-cumarico, e outros dois, 191,06 m/z e
173,04 m/z, seriam referentes a fragmentacdo de outras partes da molécula. Na
Figura 4 apresentamos o mecanismo de fragmentacdo dessa substancia
(SZYMBORSKA et al.,2022), em concordancia com os resultados obtidos.



33

Figura 4- Fragmentacdo em modo negativo do &cido cumaroilquinico proposto
por SZYMBORSKA et al.,2022.
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O ion pseudo molecular 367,1027 m/z também foi sugerido pelo GNPS como
um possivel composto fendlico esterificado. Neste caso, foram propostos dois
isdmeros de férmula molecular C17H2009, sendo clorogenato de metila (19) e/ou acido
3'-metoxi-clorogénico (20), ambos de massa molar 368,1107 Da. O ion se faz presente
majoritariamente em AcH, com pequenos resquicios em DiG, nos respectivos tempos
de retencdo de 11,6-12,0 e 13,4-14.0 minutos, com fragmentos em MS? em 193,04
m/z, 173,04 m/z, 134,03 m/z e 93,03 m/z. Segundo a literatura consultada
(SZYMBORSKA et al., 2022), os padrdes observados ndo se tratam de nenhum dos
dois compostos, provavelmente se tratando de um outro isémero. Vale ressaltar que
fendis glicosados, como os apresentados, sdo 0s compostos abundantes em bambus
de origem sul-americana (WROBLEWSKA, 2019), além disso possuem relatada
atividade antioxidante (DANGLES, 2012).
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Seis flavonodides glicosilados também foram sugeridos pelo GNPS. Um deles
sendo isovitexina (21) (C21H20010) no tempo de retencdo entre 15,6-15,9 minutos,
presente em Acl e com ion pseudo molecular 431,0904 m/z [M-H], com fragmentos
341,06 m/z, 323,05 m/z, 311,05 m/z e 283,06 m/z, estando de acordo com 0s
resultados obtidos por Guo et al. (2013). Seguindo o esquema de fragmentacéo da
Figura 5, os ions em MS? citados anteriormente correspondem respectivamente a
[03Xo-H], [*3Xo-H-H207", [°2Xo-H] e [*1Xo-H]+2H.

Figura 5- possiveis fragmentacdes de flavonoides C-glicosilados, adaptado de
de GUO et al. (2013).
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As cinco substancias discutidas a seguir compreendem formas C-glicosiladas
da apigenina, portanto possuem padrées de ions em MS? muito semelhantes entre si,
assim como seus mecanismos de fragmentacdo, sendo reportadas estruturas muito
semelhantes na espécie de bambu P. pracecox (Wang et al., 2020). No tempo de
retencdo 13,9-14,7 minutos em AcH, DiG e nButC, referente ao ion pseudo molecular
563,1385 m/z, foram propostas as estruturas de isoschaftosideo (22), neoeixosideo
(23) e Vicenina-3 (24). Os fragmentos analisados foram 563,14 m/z, 473,10 m/z,
443,09 m/z, 383,07 m/z e 353,07 m/z, que estdo de acordo com os resultados
descritos para esta série de compostos (RAFFAELLI et al., 1997), ndo sendo
encontradas propostas para um mecanismo de fragmentacdo especificamente para

as mesmas.

Violantina (25), de formula molecular C27H30014 € massa molar 578,1638 Da,
foi candidata ao ion 577,1558 m/z no tempo de retencdo 15,12-16,30 minutos em
nButC e DiG, com fragmentos 577,16 m/z, 503,11 m/z, 473,10 m/z, 457,09 m/z, 383,08
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m/z e 353,07 m/z, sendo estes dados sdo semelhantes aos reportados na literatura
(KOIKE, 2015), e DE ATHAYDE (2019) sugere mecanismos de fragmentacao para o
mesmo. Enquanto que em AcH aos 12,4 minutos, a apigenina 6,8-digalactosideo (26)
(C27H300415) foi proposta para o fragmento 593,1497 m/z, com ions 593,15 m/z, 503,11
m/z, 473,10 m/z, 383,08 m/z e 353,07 m/z. Do ponto de vista biossintético, essas
substancias podem estar presentes na composi¢cdo do vegetal, uma vez que sua
precursora, a apigenina, é a estrutura de genina mais presente bambus, além de que,
como foi citado anteriormente, arranjos de cadeias bastante semelhantes podem

ocorrer na espécie vegetal.

5.Conclusdes

O uso do GNPS se mostrou uma ferramenta extremamente facilitadora na
triagem de 26 possiveis substancias presentes na composi¢cdo quimica da espécie G.
angustifolia var. bicolor, sendo algumas dessas analises com extrema acuracia ao se
comparar com dados da literatura, levando a crer com muita confianga de sua
identidade. Vale ressaltar que, em funcéo de condi¢cbes experimentais distintas as
fragmentacdes podem ndo ser exatamente iguais aquelas presentes na literatura,
variando a intensidade dos ions formados e os mecanismos de fragmentacdo que
ocorrem. Contudo, a partir do que foi notado nos cromatogramas, ainda existem
diversas outras substancias a serem esclarecidas na espécie.

Os compostos fendlicos em geral se mostraram mais abundantes na fracéo n-
butanol de acordo com os resultados obtidos com o reagente de Folin-Ciocalteau, na
gual apenas formas glicosiladas dessas substancias foram identificadas nessa fracao
(dcido cumaroilquinico, violantina, apigenina 6,8-digalactosideo, isoschaftosideo,
neoeixosideo e vicenina-3), com excecdo do acido p-cumarico que se mostrou
presente em todas as fracdes. Assim sendo, é possivel concluir que essa quantidade
elevada de compostos fendlicos esta diretamente atrelada a atividade antioxidante da
fracdo ao compara-la com as demais.

Os fendis nao glicosados (acido ferdlico, isoferulico, acido siringico e
nevadensina) foram encontrados na fracdo diclorometano, principalmente nas
subfracdes DIC, DIiD e DiE, que apresentaram bons resultados no que diz respeito ao

sequestro do radical DPPH.
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As frag6es mostraram quantidades proximas de flavonoides, sendo as geninas
presentes na fragéo diclorometano, enquanto os glicosados foram detectados nas
fracbes acetato de etila e n-butanol. As subfracGes apresentaram diferentes
guantidades de flavondides, no entanto, essas quantidades parecem nao haver
relacdo com a atividade bioldgica delas, uma vez que DiC ndo possui flavonoides e
apresenta atividade bioldgica significativa.

Em relacdo a atividade inibidora da tirosinase, muitas das substancias
apresentadas neste trabalho sdo reportadas na literatura como promotoras dessa
acdo, logo, ndo € possivel associar a apenas uma delas esse fenébmeno, sendo que
efeitos aditivos positivos ou negativos podem ocorrer, afetando seu resultado.
Contudo, o &cido p-cumarico, muito abundante na espécie em estudo, pode contribuir
para grande parte dos valores, uma vez que estudos apontam sua atividade de
maneira isolada.

Por fim, este estudo proporcionou uma analise quimica inicial da espécie G.
angustifolia var bicolor. A analise abre caminho para comparagbes com outras
espécies dentro do género Guadua e pode orientar futuras investigagdes na busca

por novas moléculas com potencial farmacologico.
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Anexo 1-Cromatogramas CLAEM das subfracdes DiC, DIiD, DiE, DiF, DiG, AcG, AcH,

Acl, nButB, nButC e nButD:
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