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Resumo: Embora o Brasil apresente a maior diversidade de bambu do Novo Mundo
suas propriedades quimicas e bioquimicas de bambus brasileiros ainda sdo poucas
exploradas. Este estudo foi realizado para avaliar a atividade antioxidante e
fotoprotetora, in vitro, dos extratos aquosos e etandlicos de folhas e colmos de Apoclada
simplex e Merostachys riedeliana. Por conseguinte, os fendlicos e flavondides totais,
bem como o perfil quimico dos extratos e fracdes sdo analisados. As propriedades
antioxidantes foram examinadas usando método estavel sequestrador de radicais livres
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). As atividades fotoprotetoras foram descritas
utilizando a técnica de transmissdo difusa para determinar o fator de fotoprotecdo solar
e o0 nivel de protecdo contra a radiacdo UV. Os fendlicos e flavonoides totais foram
analisados utilizando métodos de Folin-Ciocalteu e cloreto de aluminio (AICI3). As
analises em CCD, UHPLC e CG-MS foram utilizadas para caracterizar 0s
fitoconstituintes. A fracdo acetato de etila e diclorometano de folhas de M. Riedeliana
apresentaram um sequestro de radicais livres mais elevados em comparagdo a
concentracdo ICsp, com valores de 33,96 = 0,16ug / mL e 36,07 + 0,18ug / mL,
respectivamente. A fracao acetato de etila mostrou altos valores de flavondides totais. A
analise das fra¢des de acetato de etila mostrou a presenca de acido p-hidroxibenzoico,
acido vanilico, acido cafeico, acido siringico e quercetina na em A. simplex e &cido 4-
hidroxibenzoico, &cido vanilico, acido trans-ferulico, acido siringico, isovitexina,
orientina e isoorientina em M. riedeliana. As fracdes diclorometano e acetato de etila de
M. riedelina e A.simplex apresentaram uma eficacia anti-UVB superior quando
comparadas aos com os filtros. A atividade antioxidante pode estar relacionada com os
flavonoides glicosilados encontrados em folhas de bambu. Estes resultados demonstram
que folhas de bambu apresentam propriedades antioxidantes e fotoprotetoras, podendo
considerar A. simplex e M. riedeliana candidatas Uteis para promover o uso de

antioxidantes naturais e fotoprotetores na industria de cosmeticos.

Palavras chave: potencial antioxidante, folhas de bambu, compostos fendlicos,

fotoprotecgéo
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Abstract: Although Brazil has the largest bamboo diversity of the New World the
chemical and biochemical properties of Brazilian bamboos are still underexploited. This
study was undertaken to evaluate the antioxidant and and photoprotective properties, in
vitro, of the aqueous and ethanolic extracts of Apoclada simplex and Merostachys
riedeliana leaves and culms. Therefore the total phenolic and flavonoid contents as well
as the chemical profile of the extracts and fractions are described. The antioxidant
properties were examined using stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free
radical scavenging. The photoprotective activities were described using the diffuse
transmittance technique to determine the solar photoprotection factor and the level of
protection against UV radiation. Total phenolics and flavonoids were examined using
Folin-Ciocalteu and aluminum chloride (AICl3) methods. CCD, UHPLC and CG-MS
analysis were used to characterize the phytoconstituents. The ethyl acetate and
dichloromethane fractions of M. riedeliana leaves had a higher free radical scavenging
with an 1Cs concentration with values of 33,96+0,16 pg/mL and 36,07+0,18ug/mL
respectively. The ethyl acetate showed high levels of total flavonoid in the content.
Analysis of the ethyl acetate fractions showed the presence of p-hidroxibenzoic acid,
vanilic acid, caffeic acid, siringic acid and quercitin in both A. simplex and 4-
hidroxibenzoic acid, vanilic acid, trans-ferulic acid, siringic acid and isovitexin, orientin
and isoorientin in M. riedeliana. Dichloromethane and ethyl acetate fractions of M.
riedelina and A.simplex showed superior anti-UVB efficacy when compared to filters.
Antioxidant activity may be related to the flavonoid glycosides found in bamboo leaves.
These results showed that bamboo leaves have photoprotective and antioxidant
properties, A. simplex and M. riedeliana may be useful candidates for furthering the use

of natural antioxidants and photoprotectors in the cosmetic industry.

Keywords: antioxidant potential, bamboo leaves, phenolic compounds, photoprotection
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1. Introducéo

1.1 Bambus: taxonomia e distribuicéo

Bambus sdo gramineas perenes e robustas encontradas nas florestas tropicais e
temperadas (Kelchner et al. 2013). A familia Poaceae, dentro da qual estdo inseridos 0s
bambus (subfamilia Bambusoideae), ¢ uma das mais importantes entre as angiospermas
que compbe a flora nacional, sendo composta de cerca de 700 géneros e
aproximadamente 10 mil espécies (Judziewicz et al. 1999). As espécies de
Bambusoideae apresentam distribuicdo que vai do nivel do do mar a altitudes de 4300
m, sendo encontrados principalmente em habitar florestais e campos de altitude ao redor

do mundo, exceto na Europa e Antartica (Judziewicz et al. 1999; Kelchner et al. 2013)
(Fig. 1).

Figura 1- Distribuicio dos bambus lenhosos (Bambuseae). Fonte:

http://www.eeob.iastate.edu/research/bamboo/maps/world-total-woody.qgif

A diversidade estimada de bambus no mundo, segundo o (Bamboo Phylogeny
Group (BPG) 2012, é de 1439 espécies e 116 géneros; entretanto, estes dados podem
variar em funcdo da descoberta de novos géneros e espécies. A subfamilia
Bambusoideae por sua vez é dividida trés tribos em funcgdo de suas trés principais
linhagens (Sungkaew et al. 2009): tribos Arundinarieae (bambus lenhosos temperados
com 533 espécies) e Bambuseae (bambus lenhosos tropicais com 784 espécies) e
Olyreae (bambus herbaceos com 122 espécies) (BPG 2012). Bambus lenhosos
apresentam como caracteristicas: folhas do colmo modificadas para proteger os brotos,
complexo e massivo sistema de rizomas, colmos lignificados, ligula externa

(contraligula) e espiguetas bissexuais. Bambus lignificados sdo plantas peculiares, tanto



no aspecto morfolégico como em relacdo ao seu ciclo de vida; em geral, apresentam
longos periodos de crescimento vegetativo que antecedem a floragdo, seguidos da morte
dos individuos da populacdo ap6s o florescimento (Janzen 1976; Stern et al. 1999,
Griscom & Ashton 2003). Certas especies exibem florescimento sincronizado, ou seja,
todos os colmos, independentemente da idade florescem simultaneamente no mesmo
ano e morrem (Franklin 2004). Bambus herbaceos usualmente ndao apresentam folha do
colmo diferenciada e ligulas externas, apresentam propagacao restrita, florescimento
continuo ou sazonal e espiguetas unissexuais restrito alastramento (Judziewicz et al.
1999; McClure 1993).

Os membros da tribo Arundinarieae ocorrem principalmente em regioes
montanhosas da Asia e na América do Norte, sem espécies nativas no Brasil; Olyreae é
uma tribo quase exclusivamente Neotropical e inclui varias espécies que sao nativas ou
endémicas do Brasil (Longhi-Wagner 2012). O centro de diversidade de Olyreae esta
localizado na Mata Atlantica do sul da Bahia e norte do Espirito Santo (Soderstrom et
al. 1988). A tribo Bambuseae exibe dois centros de diversidade, um na Asia e um na
regido neotropical, com varios membros da Mata Atlantica, muitas das quais sdo

endémicas (Longhi-Wagnee 2012) (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Distribuicdo de bambus lenhosos paleotropicais Fonte:

http://www.eeob.iastate.edu/research/bamboo/maps/paleotropical.gif
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Figura 3 - Distribuicdo de bambus lenhosos neotropicais. Fonte:

http://www.eeob.iastate.edu/research/bamboo/maps/neotropical.gif

O Brasil é o pais com maior diversidade de espécies de bambu do Novo Mundo
(Judziewicz et al. 1999), o que significa 89% dos géneros e 65% das espécies de bambu
conhecidas (36 géneros e 254 especies) distribuidas entre a Mata Atlantica, o Cerrado e
a Amazonia (Filgueiras et al. 2016 ). Os géneros com maior nimero de espécies
incluem Merostachys (53 espécies) e Chusquea (40 espécies) (Filgueiras & Santos-
Gongalves 2004). No estado de Sdo Paulo, boa parte das espécies de bambus se

concentra em areas de Mata Atlantica, onde a riqueza bioldgica € grande.

1.2 Importancia ecoldgica e econdmica dos bambus "'lenhosos™ (lignificados)

Bambus sdo descritos como "uma das plantas mais valiosas do mundo™ (Lv et
al. 2014) que ocorrem naturalmente nas florestas por apresentam nutrientes em todas os
seus Orgdos. Bambus lenhosos sdo uma parte importante da diversidade florestal na
America do Sul (Filgueiras & Pereira 1988).

Bambus geralmente tém populagdes de densidade descontinuas e baixas, mas
sdo capazes de proliferacdo substancial resultando na superdominancia (Garrot et al.
1993; Lima et al. 2012). Vérios estudos tém mostrado que bambus tém um forte efeito
sobre a estrutura e composicdo das florestas tropicais, diminuindo a densidade de
arvores, area basal total, riqueza floristica e grupos funcionais (Campanello et al. 2007;.
Gonzélez et al. 2002; Griscom & Ashton 2003; 2006; Griscom et al. 2007; Larpken et
al. 2011; Montti et al. 2013; d'Oliveira et al. 2013). A capacidade de crescimento

agressivo (Griscom & Ashton 2003; 2006) e a plasticidade de caracteres funcionais,



como, por exemplo, a capacidade fotossintética, explicam seu sucesso em areas
perturbadas e conferem uma vantagem competitiva sobre as arvores da floresta (Montti
et al. 2013; Grombone-Guaratini et al. 2013). No entanto, a competi¢do por recursos
pode ndo apenas explicar as alteracGes na riqueza de espécies e as mudancgas na
estrutura da floresta, 0 que sugere que outras estratégias envolvendo as interacdes
planta-planta poderiam estar presentes (Chou & Hou 1981). Neste contexto, alguns
estudos tém mostrado que metabdlitos secundarios, tais como flavonoides e acidos
organicos, sao liberados pelo bambu e inibem a germinacdo de sementes e crescimento
das arvores (Chou & Hou 1981; Tsai & Young 1993; Grombone-Guaratini et al. 2009;
Chou 2010). A floragdo massiva e sincronica seguida de morte € descrita como um
importante evento que pode resultar em alteracbes nas caracteristicas espectrais,

térmicas e de luz no interior da floresta (Giordano et al. 2009).

Os bambus mais conhecidos e caracterizados como economicamente Uteis séo
bambus de colmos lenhosos (lignificados) pertencentes as tribos Arundinarieae
(bambus lenhosos temperados) e Bambuseae (bambus lenhosos tropicais) (Kelchner et
al. 2013). Tais bambus (cerca de 1300 espécies lenhosas) desempenham papel
fundamental na ecologia florestal (Grombone-Guaratini et al. 2009; 2011; Rother et al.
2013; 2015) onde representam cerca de e 20 - 25% da biomassa total e na economia
tendo sido caracterizado como um dos mais importantes recursos renovaveis (Bansal &
Zoolagud 2002).

Atualmente, a excessiva emissdo de dioxido de carbono, uma das mais
contundentes causas do aquecimento global e das mudancas climaticas tem voltado a
atencdo da pesquisa mundial para o desenvolvimento de métodos que minimizem tais
impactos. Dentro deste contexto, aspectos como o sequestro de carbono e o potencial de
producdo de biomassa de bambu tém recebido atencéo cada vez maior. Bambus podem
desempenhar papel importante no sequestro de carbono devido ao crescimento vigoroso
e adicdo de biomassa acima e abaixo do solo. Bambus tém vantagem significativa sobre
outros recursos no sequestro de carbono devido ao crescimento vigoroso, rapido
estabelecimento, adaptabilidade a diferentes condigdes de solo e clima (Sudhakara &
Jijeesh 2015).

Varios usos econdmicos nas industrias cosmética e medicinail tém sido
atribuidos as espécies de bambu asiaticos (Zhang et al. 2005;. Jiao et al. 2007).

Recentemente, o potencial alelopatico (Chou & Yang 1982) que qualifica o uso de



folhas e serapilheira de bambus como recursos bioagroguimico (Chou 2010) foi
descrito. Espécies de bambu tém sido utilizadas nos paises do sudeste asiatico, desde a
antiguidade, como material de construcdo, na producdo de papel, mdveis, bebidas,
barcos, bicicletas, artigos téxteis, instrumentos musicais, comida (Liese et al. 2015). As

folhas sdo utilizadas para tratamento de febre e detoxificacdo (Lu et al. 2005).

Componentes biologicamente ativos encontrados em folhas bambu tém sido
descritos e amplamente estudados para uso comercial (Lu et al. 2005). Estudos tém
demonstrado que extratos de etanol/agua de folha de bambu apresentam em sua
composicao glicosideos de flavona, acidos fendlicos, lactonas, cumarina, antraquinonas
e aminoacidos (Li et al. 2003; Luo & Chen 2003; Lu & Liao 2003). Adicionalmente,
pesquisas tém descrito que extratos de folhas de bambu sdo ricos em flavondides
(Zhang et al. 2008) e apresentam multiplos efeitos bioldgicos, tais como anti-radical
livre, anti-oxidacdo, anti-envelhecimento, anti-fadiga, anti-bactérias, anti-virus e
prevencdo de doencas cardiovasculares, podendo ser utilizados como suplemento
farmacéutico intermediario dietético, ingrediente cosmético, e aditivo alimentar (Zhang
& Ding 1996a; 1996b; Tang et al. 1998; Lu & Liao 2003; Lu et al. 2002; 2005; Zhang
et al. 2004; 2008). Outros artigos descreveram que o extrato de folha de bambu, rico em
clorofila, pode ser utilizado em alimentos com potencial anti-séptico (Liu & Ding 2000)
e que o extrato de folhas de bambu, rico em polissacarideo podem inibir o crescimento

de tumores implantado em ratos (Sarcoma 180) (Tang et al. 1998).

Na China em 2003, uma preparacdo obtida a partir das folhas de bambu,
Phyllostachys nigra var. hnonis,com portencial antioxidante (AOB), foi certificado
como um novo tipo de anti-oxidante natural rico polifendis (flavondides e &cidos

fenolicos) e tem sido usado no preparo de alimentos (Lu et al. 2005; 2006).

Recentemente, a composi¢do quimica e a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de folhas de Phyllostachys heterocycla cv. Pubescens, Phyllostachys
heterocycla cv. Gracilis, Phyllostachys heterocycla cv. Heterocycla e Phyllostachys
kwangsiensis foram avaliadas por Jin et al. (2011). Estes autores identificaram 63
componentes do Oleo essecial que apresentaram atividade antioxidante (DPPH) e

antimicrobiana contra Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli.

As plantulas do bambu Moso (Phyllostachys pubescens) possuem como
componentes ativos p-cresol (queimado), 2-heptanol (cogumelo), &cido acético

(vinagre) e 1-octen-3-ol (cogumelo) (Takahashi et al. 2010). Além disso, compostos

5



C5-C8 oxigenados e compostos C6 foram identificados nas suas folhas, especialmente
C6 aldeidos, como 1-hexanal e (E)-2hexenal e C6 &lcoois, tais como (Z)-3-hexenol,
foram predominantes para potencial odorifico das folhas deste bambu (Zhang et al.
1998;. Yang et al. 2002).Com relacdo ao aroma das hastes adultas,0 6leo essencial
apresentou 89 compostos, sendo os principais acido palmitico (16,5%), (E)-nerolidol
(10,2%) e indol (8,1%). Na anélise sensorial, 18 compostos foram detectados como
ativos para o aroma, sendo os mais intensos eugenol (doce, cravo, verde) e (E)-2-
nonenal (verde) e que aleidos, tais como fenilacetaldeido (florais) e outros aldeidos
insaturados C10-C9 formam o aroma caracteristico deste bambu (Takahashi et al.
2010).

Apesar da grande diversidade brasileira de espécies de bambu pouco se conhece
sobre sua composicdo quimica e atividades biologicas. Muitas medidas governamentais
tém sido implementadas, a fim de fazer avancar o conhecimento e uso de bambus. Uma
das medidas mais importantes foi a criagdo do Centro de Estudos de bambus e fibras
naturais (Centro de Estudos de Bambus e Fibras Naturais) da Universidade de Brasilia e
da Rede Nacional de bambu (Longhi-Wagner 2012).

1.3 Apoclada simplex e Merostachys riedeliana

Para a realizacdo deste estudo serdo utilizadas duas espécies de bambus nativos na
floresta Atlantica: Apoclada simplex McClure & Smith é uma espécie de bambu
lignificado com colmos lenhosos de 0,45-13 metros, 2-4 cm de diametro (Clark 2001).
A espécie é helidfila ou de luz seletiva higréfila. Caracteriza-se por sua distribuicéo
descontinua e irregular formando, algumas vezes, extensos e densos agrupamentos
(Smith et al.1981). Apoclada simplex é uma espécie de grande importancia na
construcdo civil e no artesanato no Brasil. E a Gnica espécie do género representada no
Estado de S&o Paulo e apresenta distribuicdo restrita no Parand até o sul do estado de

Séo Paulo (Figura 4).



Figura 4. Apoclada simplex vista geral, colmos e folhas (fotos de C. M. José).

Merostachys riedeliana Rupr. segundo Shirasuna & Filgueiras (2013) - taquara -
mansa) € uma espécie helidfila, subereta, com altura entre trés a cinco metros,
caracteristica e exclusiva da mata pluvial da encosta Atlantica formando densas
touceiras . Sua distribuicdo é ampla nos estados de S&o Paulo e Santa Catarina. E uma
das especies mais frequentemente descritas como superdominante em fragmentos
perturbados nas regides de ocorréncia. A fenologia da espécie ainda nédo foi
determinada. Em geral, em areas onde a espécie é superdominante é possivel observar-
se alteracBGes na estrutura e composicdo da floresta. No Parque Estadual do Ipiranga
(PEFI) séo encontradas cerca de 19 populacdes distintas, sendo trés delas relativamente

extensas, alastrando-se por cerca de 50-100m dentro da mata (Figura 5).

Figura 5. Merostachys riedeliana detalhes do colmo e das ramificacdes e vista

geral da planta (Fotos de Regina Shirasuna)



1.4 Atividade Antioxidante/FPS

Estresse Oxidativo

Radicais livres podem ser definidos como espécies altamente reativas que
possuem um elétron desemparelhado na dltima camada eletronica (Halliwel &
Gutteridge 2000). Entre os diferentes tipos de radicais livres estdo principalmente os
metais de transicdo como o ferro, cobre e manganés, e as espécies derivadas do
oxigénio. Em geral, sdo denominados de Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs),
quando sao derivados do oxigénio (Saldanha 2005). Os EROs podem também referir-se
a espécies que ndo sdo derivadas de radicais livres, e sim algumas moléculas derivadas
de O, capazes de gerar radical livre, como o peroxido de hidrogénio (H.0,). As
principais EROs sdo as seguintes: radical superoxido (O,-); peréxido de hidrogénio
(H,0,); radical hidroxila (OH-) e oxigénio singlete (*O,) (Ferreira & Matsubara 1997).

As EROs sdo formadas por reacbes de Oxido-reducdo, ap6s cederem ou
receberem um elétron de outras moléculas instaveis, e sdo consequéncias diretas do
metabolismo do oxigénio e da exposicdo da célula a xenobidticos (micotoxinas,
pesticidas, etc.), que provocam a reducdo incompleta do oxigénio (Droge 2002). Além
disso, os radicais livres oxigenados podem ser convertidos a outras espécies reativas nao
radicais, como peroxido de hidrogénio, acido hipocloridrico e peroxinitrito (Ferreira &
Abreu 2007) Assim as EROs podem ser espécies radicais e ndo radicais (Fang et al.
2003).

Os radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio como o perdxido de
hidrogénio (que ndo é um radical livre devido a auséncia de elétrons desemparelhados
na Gltima camada) sdo natural e continuamente produzidos e sdo prejudiciais aos
constituintes celulares, incluindo o DNA, lipidios e as proteinas (Ferreira & Matsubara
1997). Contudo, os organismos desenvolvem sistemas de defesa antioxidantes para a
protecdo e também sistemas de reparacdo, limitando assim o acimulo de moléculas

alteradas pela oxidacdo (Halliwel & Gutteridge 2000).

A producdo de espécies reativas (em pequenas quantidades) nos organismos
vivos decorre do metabolismo celular, normalmente sob a forma de EROs ou ERNs
(espécies reativas do nitrogénio) e, uma vez produzidos sdo neutralizados pelas defesas
celulares antioxidantes (enzimas e moléculas ndo enziméticas) (Almeida 2009). A

producdo excessiva de espécies reativas ou a diminuicdo dos niveis de antioxidantes



conduzem ao estresse oxidativo, ou seja, a alteracdo do equilibrio oxidante/antioxidante
em favor do primeiro tem sido implicada na etiologia de vérias doencas e no

envelhecimento (Almeida 2009).

Normalmente os radicais livres s@o espécies instaveis, muito reativas e que, por
isso, ttm um tempo de vida muito curto, reagindo e causando lesGes em Vvarias
estruturas e componentes celulares (Baskin & Salem 1997). As lesfes que os EROS
causam nos componentes celulares tornam estes radicais toxicos para 0 organismo e
podem estar na base do aparecimento de determinadas patologias como, por exemplo,
cancer, aterosclerose, diabetes, cirrose ou as doencas neurodegenerativas (Arias 2005;
Ferreira & Abreu 2007; Matsumoto 2008).

O efeito deletério do estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo
para o outro, de acordo com a idade, o estado fisioldgico e a dieta (Fehrenback 1999).
Habitos de vida inadequados, tais como a ingestdo de é&lcool, fumo e dieta
desequilibrada, condi¢cBes ambientais imprdprias, tais como a exposi¢do a radiacdo ndo
ionizante UV e ondas curtas, poluicdo, alta umidade relativa e temperatura elevada,
estados psicoldgicos que provocam estresse emocional, envelhecimento e o exercicio
realizado de forma extrema, também estdo associados ao estresse oxidativo (Vancini et
al. 2005).

Antioxidantes naturais e sintéticos

Os antioxidantes sdo um grupo de substancias que, quando presentes em
concentragOes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres
impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo (Halliwell et al. 1995). Podem ser
divididas em sintéticos, destacando-se o butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno
(BHT), galato de propila (GP), tercbutilhidroquinona (TBHQ) ou naturais tais como: a-
tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos fendlicos
(flavonoides e acidos fenolicos) (Souza et al. 2006). Portanto, a capacidade de defesa do
sistema antioxidante depende de uma dieta adequada em micronutrientes e outras
substancias bioativas (vitaminas, minerais, aminoacidos, flavondides) e da producéo
enddgena de antioxidantes (Cérdova et al. 2000). As defesas antioxidantes do
organismo sd0 compostas por componentes enzimaticos e moleculares, sendo

classificados em antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Serafini 2006).



Os antioxidantes enzimaticos sdo responsaveis pela defesa primaria do
organismo contra as EROs, impedindo a sua formagé&o e interacdo com alvos celulares.
Estas enzimas permitem manter niveis celulares baixos de O,- e H,0,, evitando assim
a formacdo de OH- (Winterbourn & Kettle 2003). O sistema de defesa antioxidante
enzimatico é constituido por varias enzimas, sendo as principais a superoxido
desmutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationaperoxidase (GPx) (Matsumoto 2008).

Os antioxidantes provenientes da dieta sdo bastante variados e incluem, como
grupos majoritarios, os polifendis e os carotendides (Donnelli & Robinson, 1995). Estes
tém funcdes diferentes e sdo produzidos pelas plantas para proteger as células contra
danos produzidos por herbivoria, por patdgenos e pela radiacdo ultravioleta (Benzie et
al. 2011). Quando ingeridos protegem também o0 organismo contra o estresse oxidativo
(Benzie et al. 2011). Muitos desses compostos (&cido ascorbico, tocoferdis,

carotenoides, polifendis) sdo capazes de neutralizar as EROs (Finley et al. 2011)

As principais vitaminas com acdo antioxidante sdo a E, a C e o - caroteno ou
provitamina A (Steiner 2002; Bianchi 1999). A vitamina E é composta por quatro
homologos lipossoluveis; a-, B-, y- e d-tocoferdis (Chow, 2001). O homologo mais ativo
e predominante é o a-tocoferol, sendo responsavel pela protecdo da membrana celular a
oxidacdo por parte das EROs e radicais lipidicos, produzidos na peroxidacao lipidica.
Esta vitamina é o antioxidante lipossollivel mais abundante (Serafini 2006; Limon-
Pacheco & Gonsebatt 2009).

Os antioxidantes naturais com estrutura fenolica englobam cerca de 8000
compostos diferentes divididos em duas categorias principais, dependendo do numero
de grupos fendlicos: os fenois simples (com um grupo hidroxila ligada a um anel
fenila), e os polifendis que tém mais de um grupo hidroxila ligado ao anel (Tan & Lin
2015). Os polifenois sdo compostos de grande interesse antibacterianos, antivirais, anti-

alérgica, anti-inflamatoria, anticancro e imunoestimulantes (Bansal et al. 2013)

Os polifendis podem proteger as células contra os danos oxidativos e, portanto,
limitar o risco de varias doengas degenerativas associadas ao estresse oxidativo, como
as doencas cardiovasculares e o cancer (Serafini 2006). Os polifenois presentes nos
alimentos podem ajudar a limitar esses danos através de VArios mecanismos:
sequestrando e inativando os radicais livres, e estimulando sistemas enddgenos de
defesa (Ferguson 2001). Os antioxidantes vegetais sao de natureza muito variada, mas

0s compostos fendlicos tém sido apontados como responsaveis por maior capacidade
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antioxidante, sendo representados pelos flavonoides e isoflavonoides, acidos fendlicos,

taninos, lignanas, xantonas e outros (Razavi et al.2008).

Recentemente tem-se aumentado o interesse em compostos polifendlicos
provenientes de plantas (Bansal et al., 2013). A atividade antioxidante destes compostos
é devida a sua habilidade de estabilizar ou desativar radicais livres produzidos pelos

processos metabolicos das células e tecidos de um organismo (Staszewaki et al. 2011).

Meétodos de avaliacdo da capacidade antioxidante

Frente a diversidade de compostos com capacidade antioxidante sendo estudada
e sabendo que 0s mesmos sdo capazes de agir por um ou mais mecanismos na inibicdo
de oxidacdo torna-se necessaria que a determinacdo da capacidade antioxidante seja

avaliada utilizando-se mais de um método (Palanisamy et al. 2011).

A metodologia para mensurar a atividade antioxidante permite utilizar substratos
lipidicos ou aquosos e também a capacidade protetora sobre moléculas bioldgicas
(como a LDL, DNA e lipossomas). (Sucupira et al. 2012)

O método colorimétrico TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbitirico)
baseia-se na reacdo entre o acido tiobarbitirico e o0 malonaldeido (MDA), decorrente da
quebra dos acidos graxos insaturados na reacdo de oxidacdo (Sanchez-Moreno et al.
1998). Segundo estes autores, 0s compostos antioxidantes sdo capazes de inibir a
oxidacdo das moléculas de lipideos e conseqlientemente, a concentracdo de MDA é
diminuida. O método desenvolvido por Marco (1968) e posteriormente modificado por
Miller (1971) é baseado na técnica de co-oxidacdo dos substratos acido linoléico e do B-
caroteno, em um meio emulsionado. nesta metodologia, o &cido linoléico, ao ser
exposto a condicBes que favorecem a sua oxidacdo (como a presenca do oxigénio e a
alta temperatura) produz estruturas radicalares que atacam as duplas ligagcbes do f-
caroteno que, ao perder o seu cromoforo provoca a descoloracdo da solugdo. O
composto antioxidante prolonga o periodo deformacéao dos radicais na reacdo. Para a
avaliacdo deste método, o aparelho Rancimat® (Metrohm AG, modelo CH-9100-
Herisau, Switzerland) é utilizado para medir a capacidade de um composto em
prolongar a estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras (Abdalla & Roozen, 1999) O

aparelho reproduz a analise dos métodos como o teste de forno de Shaal, o do oxigénio
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ativo (AOM) ou o teste de Swift (Hasenhuetti & Wan 1992). A andlise € realizada
colocando-se 0 antioxidante sobre um O6leo ou gordura, que sdo submetidos a alta
temperatura (acima de 100 °C) e presenca de fluxo de oxigénio. Os produtos
secundarios da oxidacdo sdo coletados em &gua ultrapura e, através de condutividade
realiza-se a leitura pelo aparelho, que plota os sinais captados. O resultado do calculo
final corresponde ao periodo de inducdo da oxidacdo, a partir do tempo (horas) que o
aparelho forneceu apés a finalizagéo.

O meétodo que utiliza o radical ABTSe consiste na produgdo do radical ABTSe
a partir de seu precursor, o &cido 2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina)-6- sulfonico
(Miller et al. 1993). Ele pode ser utilizado tanto para amostras hidrossoluveis quanto
lipossollveis, tornando-o um teste vantajoso a ser empregado tanto na analise
decompostos extraidos de alimentos, como em amostras bioldgicas (Scalfi et al. 2000;
Mazza et al. 2002).

O método DPPH est4 baseado na capacidade dele em reagir com doadores de
hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes o0 mesmo recebe H" sendo entdo
reduzido. Pode ser facilmente detectado por espectroscopia devido a sua intensa
absorcéo na regido visivel. (Sanchez-Moreno 2002). As vantagens do método consistem
em que o radical é comercializado na forma pronta para sua utilizacdo e no tempo de
reacdo curto (30 minutos), o que o torna um método comum para a analise de
compostos provenientes de matrizes alimentares. Entretanto, por ser uma reacdo que
ocorre em solvente metanol, seu uso € inapropriado para amostras bioldgicas, devido a
precipitacdo das proteinas em meio alcodlico (Brand-Williams et al. 1995).

Desenvolvido por Cao et al. (1993), o0 método denominado ORAC (capacidade
de absorcéo de radicais de oxigénio) utiliza como molécula alvo dos radicais livres de
oxigénio as ficobiliproteinas B-ficoeritrinas ou R-ficoeritrina (PE), que sdo altamente
fluorescentes e que contém um pigmento vermelho fotorreceptor. O fundamento do
método consiste na medida dodecrescimo da fluorescéncia das proteinas, como
consequéncia da perda desua conformidade ao sofrer um dano oxidativo (Prior & Cao
1999). O AAPH ¢ responsavel pela geracdo do radical livre utilizado, a peroxila e o
antioxidante padrdo utilizado é o Trolox, um analogo hidrossolivel da vitamina E
(Antolovich et al. 2002). A vantagem do método ORAC é que com 0 uso da
fluorescéncia como medida do dano oxidativo, hd& uma menor interferéncia dos

compostos coloridos na leitura, fator Util na analise de alimentos coloridos, como vinhos
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e frutas (Granato 2011). Tambeém é vantajoso o uso de radicais peroxila ou hidroxila
como radicais, conferindo uma melhor aproximagdo na comparagdo de resultados in
vitro com os padrdes biologicos. O método também pode ser utilizado em fluidos

bioldgicos como o plasma, o soro e a urina (Cao et al. 1993).

Acéo da radiacéo ultravioleta e fotoprotecéo

Os primeiros estudos referentes a medicdo da eficacia de um fotoprotetor,
realizados por Schulze (1963), envolveram a determinacdo do Fator de Protegéo Solar
(FPS). O conceito de FPS foi popularizado, em 1984, por Franz Greiter, que também
estudou e descreveu a metodologia de desenvolvimento e avaliacdo de fotoprotetores

que apresentam resisténcia a agua (Greiter & Gschnait 2008).

No ser humano, os sistemas naturais de protecdo e prevencdo frente as
exposicdes repetitivas a radiacdo ultravioleta (UV) envolvem: (a) secre¢do sudoripara
contendo &cido ascérbico, enzima superoxido dismutase, vitamina E acido urocanico;
(b) pigmentacdo (melanina) e (c) espessamento da camada cérnea (Kullavanijaya &
Lim 2005; Urbach 2001).

As radiacdes UVA (ultravioleta A) e UVB (ultravioleta B) sdo responsaveis pelo
equilibrio entre a ativacdo e inibicdo dos sistemas antioxidantes por mecanismos
distintos, tendo como consequéncia a alteracdo da homeostase cutdnea (Flora &
Ferguson 2005). Ainda segundo 0s mesmos autores, a radiacdo UVB (290-320 nm) €
responsavel pelos danos imediatos causados pela radiacdo solar por causa da sua energia
elevada, ao passo que a UVA (320-400 nm) induz uma série de alteracbes celulares,
envolvendo os fibroblastos e melandcitos, devido ao poder de maior penetrabilidade

através da pele.

De acordo com a intensidade, o tempo de exposicdo a radiacdo UV, a
susceptibilidade genética e a pigmentacdo da pele, o organismo humano pode
manifestar alteracGes fisioldgicas, entre elas processo inflamatorio caracterizado pelo
desenvolvimento de eritema ou queimaduras de graus variados, edema, calor e elevacéo
dos niveis de substancias como as prostaglandinas e leucotrienos (Lautenschlager et al.
2007; Taylor 2005; Rabe et al. 2006). Outras modificagdes incluem a mobilizacdo de
neutrdfilos e ativagdo do sistema NADPH oxidase, 0 que gera uma série de especies
reativas oxidantes (Sheppard et al. 2005, El-Benna et al. 2008). O resultado disso é uma
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alteracdo no sistema imunoldgico com a diminuicdo de celulas alteradas devido as
mudancas na producdo de citocinas pelos queratindcitos, na expressdo genética de
moléculas de adesdo e na ativacdo dos melandcitos (aumento da sintese de melanina)
esta Gltima alteracdo pode ser constatada pelo bronzeamento duradouro da pele
(Lautenschlager et al. 2007). Além disso, ocorre espessamento da camada cornea e
reducdo de alguns fatores, como firmeza, elasticidade e hidratacdo da pele (Taylor 2005;
Rabe et al. 2006). Outras alteracbes podem ocorrer em fungéo dos efeitos crénicos da
exposicdo solar, como o aumento da expressdo do gene p53, que é um indicador de
mutacdes e risco de cancer de pele (Baron et al. 2008; Lautenschlager et al. 2007; Naik
et al.2007; Morales-Molina et al. 2006; Afaq et al. 2005; Kullavanijaya & Lim 2005).

Como exposto acima, as radiacdes UVA e UVB estdo associadas ao dano
cumulativo a pele durante os anos de vida do individuo; portanto, torna-se de grande

importancia a avaliacdo da eficacia dos fotoprotetores.

Atualmente, é imperativa a tendéncia do desenvolvimento de fotoprotetores de
amplo espectro, possuindo reduzida concentragdo de filtros quimicos e de protecdo
elevada frente as radiacbes UVA e UVB, devido ao surgimento de eventos adversos
ocasionados pelo uso topico destes compostos ou formulacBes e mesmo por sua
absorcdo cutdnea, o que compromete a eficacia fotoprotetora, pois a protecdo frente a
radiacdo UV deve ser exercida somente na superficie ou nas camadas superficiais da
pele. Dentre os eventos adversos ocasionados pelos filtros solares, tém-se: estimulo de
atividades enddcrinas, reacbes fotoalérgicas e fototdxicas, dentre outras irritacOes
cuténeas (Schlumpf et al. 2004; Maier & Korting 2005).

Produtos naturais de origem vegetal sdo uma importante fonte de substancias
bioativas, muitos dos quais se constituem em modelos para sintese de um grande
namero de farmacos e substancias cosméticas funcionais (Pinto et al. 2002). A pesquisa
quimica de produtos naturais é direcionada a extracéo e/ou isolamento e identificacdo de
substancias quimicas de origem vegetal ou animal, com potencial de aproveitamento
pelas industrias Quimica, Farmacéutica, de Produtos Cosméticos e outras de
importancia econémica (Pinto et al. 2002). A World Health Organization, 2004,
reconhece que o conhecimento tradicional sobre as substancias de origem natural é
importante ferramenta para o desenvolvimento de novos produtos. No Brasil, segundo

Funari & Ferro (2005) , a exploracdo de produtos naturais e as inovacdes tecnologicas
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tem sido de baixa e média intensidade frente a rica diversidade local, sendo preciso

ainda importar tecnologia e pagar royalties para os laboratérios estrangeiros.

A exposicdo moderada a radiagdo UV apresenta beneficios, porém, o excesso
pode propiciar: reducdo de concentracdo das substancias antioxidantes enddgenas;
alteracdes nos lipidios das membranas celulares; inativacdo de sistemas enzimaticos;
modifica¢bes de constituintes protéicos, carboidratos e DNA; reagdes inflamatorias;
queratose solar; carcinoma e melanoma; sensibilizacdo cutanea e reacdes fototdxicas e
fotoalérgicas (Honigsmann, 2002; Lautenschlager et al. 2007). A radiacdo UVB é
absorvida pela pele, produzindo eritema, queimaduras e, eventualmente, cancer de pele
(Armstrong et al. 2001; Soehnge et al. 1997). Embora a radiacdo UVA seja o
componente predominante do espectro solar incidente sobre a superficie do planeta, esta
possui, supostamente, potencial fotocarcinogénico de menor magnitude e é responsavel
pelo fotoenvelhecimento (Jansen et al. 2013b). Adicionalmente, a relevante relacdo da
radiacdo UVA na indugdo da imunossupressdo sistémica estd se tornando motivo de
apreensdo. O mecanismo pelo qual a radiacdo UVA exerce suas acdes deletérias ainda
ndo esta completamente elucidado, no entanto, admite-se que esta radiacdo, por meio
das reacdes fotodindmicas, causa a geracao de espécies reativas de oxigénio capazes de

provocar danos ao tecido cutaneo (Pathak 1997; Matsumura & Ananthaswamy 2006).

O desenvolvimento de formulagGes dermocosméticas, nas suas diversas formas
de apresentacdo, exige a selecdo rigorosa das matérias-primas envolvidas e o
desenvolvimento tecnologico criterioso, de modo a assegurar requisitos, como:
qualidade, seguranca, eficacia, aceitacdo e adesdo do produto final pelo
usuario/consumidor (Nishikawa et al. 2007). O desenvolvimento de fotoprotetores
contendo filtros quimicos, fisicos e compostos bioativos alude em um desafio incessante
para a Pesquisa e o Desenvolvimento dos Produtos Cosméticos Anti-Solares. Para a
administracdo de extratos vegetais, fragdes isoladas ou substancias bioativas e filtros
solares quimicos e fisicos, existe a necessidade de incorpora-los em veiculos adequados
de acordo com a via de administracdo, os quais devem obedecer a critérios de assegurar
0 mé&ximo da acdo e o0 minimo ou auséncia de inconveniéncias (A.R. Baby,

comunicagéo pessoal).

Atualmente € crescente o interesse da industria pela substituicdo de produtos
sintéticos por naturais. Embora a literatura internacional apresente inimeros trabalhos

onde bambus, principalmente do género Merostachys, sejam utilizados tanto na
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industria cosmética, alimenticia e medicinal, pesquisas que utilizam a incorporacao de

extratos de bambu nativo nessas areas ainda € escassa.

2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi realizar a analise fitoquimica de fenolicos e 6leos
essenciais e avaliar a atividade antioxidante de extratos e atividade fotoprotetora de
Apoclada simplex e Merostachys riedeliana, buscando possiveis usos e aplicacdes na

industria.
2.1 Objetivos especificos:

a) Caracterizar e comparara atividade antioxidante dos extratos brutos e das

fracdes utilizando o método de CCD, DPPH em duas espécies distintas de bambu

b) Quantificar nos extratos a presenca os compostos fenolicos com o método

colorimétrico de Folin-Cicalteou

c) Quantificar nos extratos a presenca de flavonoides mediante a utilizacdo do

método de colorimétrico utilizando o cloreto de aluminio (AICI5)

d) Avaliar e comparar in vitro a eficacia fotoprotetora das fragdes aquosas e

etandlicas de M. riedeliana
e) Caracterizar quimicamente extratos e fragdes ativas

f) Caracterizar quimicamente o 6éleo essencial

3. Materiais e Métodos

3.1 Material vegetal

Folhas e colmos de A. simplex foram coletados no Parque Estadual do
Jacupiranga, (altitude 662m, 24°53°S 48°22°W) em maio de 2013. Uma exsicata foi
depositada no Herbario Maria Eneida Kauffman Fidalgo do Instituto de Botanica de S&o

Paulo (SP454412). A espécie foi identificada pelo Dr. Tarcisio S. Filgueiras.

Folhas e colmos de M. riedeliana Rupr. foram coletados no Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga, (altitude 770 a 825m,23°38'08"S e 23°40'18"S e meridianos
46°36'48"W e 46°38'00"W) em maio de 2014. Uma exsicata foi depositada no Herbario
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Maria Eneida Kauffman Fidalgo do Instituto de Botéanica de Sdo Paulo (SP 415223). A
espécie foi identificada pelo Dr. Tarcisio S. Filgueiras.

3.2 Extracéo e fracionamento

O material fresco foi seco em casa de vegetacdo em temperatura ambiente,
separado em colmos e folhas. A parte subterranea ndo foi utilizada porque estudos
prévios mostraram que a composi¢cdo quimica ndo difere (dados ndo mostrados).
Posteriormente, o material foi pulverizado em moinho de facas (Tecnal, Piracicaba,
Brasil).

Extrato etandlico

O material resultante em p6 (259 de colmos e 15 g de folhas por célula) foi
submetido a extracdo com etanol em sistema automatico ASE 300 (Dionex, Sunnyvalle,
USA). A extracdo foi realizada com etanol 60-70% com tempo estatico por ciclo de
5min, temperatura de 60°C e pressdao 1500psi. Os extratos hidroalcoolicos (EHA) foram
concentrados em evaporador rotatério (BichiR-114,Suica), liofilizados (ModulyoD-
115, Edwards, Crawley, UK) e armazenados em freezer (-23°C) até uso para

experimento.

Extrato aquoso

O extrato aquoso (EA) foi obtido por maceracdo (15 g do pé para 300 mL de
H,0) em banho-maria (Banho Etica), a uma temperatura de 60 °C por 3 horas. O extrato
foi filtrado em papel (Whatman 205 pm), concentrado em evaporador rotatorio,
liofilizado e armazenado em freezer (-23°C) até uso para experimento. O rendimento da
extracdo foi realizado atraves de calculo do peso seco (tabela 1). Aliquotas (1 mL; N=5)
foram colocadas em vials Eppendorf e secas até peso constante em estufa (Blue M Mod

490A-1, USA) O resultado expresso em porcentagem (%).
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Fracionamento dos extratos

Os extratos brutos ativos foram solubilizados em agua/metanol (100 mL/1g de
extrato) e posteriormente fracionados por particdo liquido-liquido, com solventes de
diferentes polaridades e em ordem crescente de polaridade, hexano (Hex),
diclorometano (DCM), acetato de etila (Ac Et) e n-butanol (n-But), na propor¢do de
(1:1). Este procedimento foi repetido cinco vezes. As fracdes obtidas foram
concentradas em evaporador rotatorio (Blch) e liofilizadas (Edwards), pesadas e

armazenadas em freezer até realizacdo dos estudos quimicos e de atividade bioldgica.

Extrato bruto

MeOH+H,O
~ (1:1)
Extra¢dao hexano
(5x)
Extragao
Diclorometano (5x)
Fase Fase
Hexano hidroetandlica
I Extragao Acetato de etila(5x)
= | Extracdo
Fase ase
Fracao Diclorometano hidroetandlica n-butanol
Hexano | I (5x)
Fase Fase
Concentracao Acetato de hidroetandlica
= etila |
Fracao
Diclorometano |
- Fase Fase
Concentragao n-butanol hidroetandlica
Fracdo
Acetato de Concentragao
etila
. Fracao Fracao
Concentracao n-butanol hidroetandlica

Figura 6. Fluxograma do fracionamento dos extratos brutos de folhas e colmos de A.

simplex e M. riedeliana.

Obtencao dos 6leos volateis de folhas de A. simplex e M. riedeliana

Obtencéo dos 6leos volateis de folhas de A. simplex e M. riedeliana foi realizada
pelo método de hidrodestilacdo. Apos o descongelamento, o material vegetal foi

fracionado manualmente com o auxilio de uma tesoura sendo entdo pesado em uma
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balanca analitica digital (320g) e submetido a hidrodestilacdo em aparelho tipo
Clevenger, mantida por 3 horas apds o inicio da ebulicdo. O dleo obtido foi retirado
junto com parte do hidrolato, extraido em pentano (Synth) e desidratado com sulfato de
sodio anidro (Na,SO,). O pentano foi retirado com o auxilio de evaporador rotatério e o
oleo volatil puro pesado para se determinar o rendimento e, posteriormente, armazenado
em congelador, a temperatura de -22°C para as analises posteriores (Farmacopeia
Brasileira 2001).

O rendimento do 6leo volatil foi calculado com base na massa de 6leo obtida em

relacdo a massa de material vegetal utilizada. Os valores foram dados em porcentagem.

3.3 Atividade Antioxidante (anti-radicalar)

Ensaio qualitativo por autografia em cromatografia de camada delgada

Aliquotas de 5 uL de extrato bruto (diluido em 200ug/mL de metanol) e fracGes
(diluidas em 100ug/mL) e os padrbes (quercetina, rutina, acido cafeico, acido ferulico,
acido vanilico, acido clorogénico e vitexina) foram aplicadas em placas de silica gel 60
Merck (Fzs4) no tamanho de 10 x 10 cm e eluidas em cuba com a mistura de
cloroférmio (CHCI3), metanol (CH3OH) e agua (H20) na proporcéo de 60:35:5. Apos a
secagem cada cromatograma foi visualizado em sistema (Camag Reprostar 3) nos
comprimento de onda (1) de 366 e 254 nm e luz branca e fotografado em camera digital
Epson photo Mod. G 790A. Os resultados foram expressos em Rf (fator de retencdo)

para as manchas (spots ou halos) visualizadas (Wagner & Bladt, 2001).

Ensaio quantitativo em microplaca

A capacidade antioxidante dos extratos das folhas e colmos e fragOes
diclorometano, acetato de etila e n-butandlica foram determinadas pelo método de
sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (Brand-Williams et al.
1995). Para isso, nas 96 cavidades da microplaca foram adicionados 71,4 pL de
solugdometanolica de DPPH (0,3 mm) juntamente com 178,5 uL das amostras dos
extratos brutos e frages diclorometano, acetato de etila e n-butandlica que foram
dissolvidos em solucdo metanol/agua 80:20 (v/v) nas concentragdes de 500 a 100 pg/mL. O
controle negativo foi realizado com 71,4 pL de solugcdo metandlica de DPPH (0,3 mm) e

19



178,5 uL de metanol, a quercetina foi utilizada como padrdo positivo nas concentracdes
de 30 a 5 pg/L, o extrato de Ginkgo biloba (EGB 761) da Abbott foi utilizado como
referéncia em atividade antioxidante. O comprimido de 80 mg foi triturado e dissolvido em
metanol. A microplaca foi mantida em temperatura ambiente, na auséncia de luz, e a
absorbancia foi medida aos 15 e 30 minutos de reacdo, a 518 nm, em aparelho Biotek®

KC4. As amostras foram processadas em triplicatas.

Capacidade sequestradora do radical foi expressa como porcentagem de reducéo e

calculada usando a seguinte equacao:

% reducdo DPPH- = [(Absc - Absa) / Absc] x 100
Onde:
Absc = Absorbancia controle

Absa= Absorbancia amostra e ou quercetina

Os valores médios da capacidade antioxidante (ICsp) (concentragdo da amostra
necessaria para reduzir a concentracdo do radical DPPH em 50%) foram calculados
através da regressdo linear, plotando-se a porcentagem de atividade antioxidante em
funcdo de diferentes concentragdes das amostras. Os valores foram expressos como

média * erro padrao.

3.4 Determinacdo de compostos fendlicos totais
Ensaio qualitativo por autografia em cromatografia de camada delgada

Aliquotas de 5 uL de extrato bruto (diluido em 200ug/mL de metanol) e fracGes
(diluidas em 100ug/mL) e os padrBes (quercetina, rutina, acido cafeico, acido ferdlico,
acido vanilico, acido clorogénico e vitexina) foram aplicadas em placas de silica gel 60
Merck (Fzs4) no tamanho de 10 x 10 cm e eluidas em cuba com a mistura de
cloroférmio (CHCI3), metanol (CH3OH) e agua (H,0) na proporgéo de 60:35:5. Apds a
secagem cada cromatograma foi visualizado em sistema (Camag Reprostar 3) nos
comprimento de onda (A) de 366 e 254 nm e luz branca e fotografado em camera

digital Epson photo Mod. G 790A. Os resultados foram expressos em Rf (fator de
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retencdo) para as manchas (spots ou halos) visualizadas (Wagner & Bladt, 2001). Apds
a eliminacdo do solvente, os cromatogramas foram revelados com uma solucdo de NP-
PEG, que consiste em borrifar primeira solugdo A (2-Aminoetil difenilborato — 1% em
CH30H) e depois asolucédo B (polietileno glicol 6000 — 5% em C,H¢O). Visualizar sob
luz UV (366nm).

Ensaio quantitativo em microplaca

Para a quantificagdo dos fenolicos totais de M. rideliana empregou-se 0 método
de Folin-Ciocalteau descrito por Marinova et al. (2005) com adaptagOes para
microplaca. Este método se baseia na transferéncia de elétrons, em meio alcalino, entre
o é&cido fosfotingstico/fosfomolibdénico e os compostos fendlicos, formando
complexos azuis e que podem ser determinados espectrofotometricamente (Ainsworth
& Gillepsie 2007).

A quantificacdo foi realizada comparando-se as absorbancias do extrato bruto e
fracdes diclorometano, acetato de etila e n-butandlica com as de uma curva padrdo
preparada com acido galico nas concentra¢fes de 100 a 25 pg/L. Os extratos e fracdes
foram diluidos em solucdo de metanol/agua 80:20 (v/v) nas concentracdes de 5,0 e 2,5
mg/mL.O ensaio, realizado em triplicata, consiste em adicionar em cada cavidade da
microplaca, na seguinte ordem: 90uL de agua destilada, 10uL de padrdo ou amostra,
10uL do reagente Folin-Ciocalteu e esperar 5 minutos. Logo apos, adicionar 100uL de
carbonato de sédio (Na,CO3) 7% (em agua destilada), 40uL de agua destilada, misturar
e incubar por 90 minutos. A leitura foi feita a 750nm em aparelho Biotek® KC4 e o
contetdo de fendlicos totais foi expresso em microgramas equivalentes de acido galico
(EAG) por miligrama de amostra (ug de EAG/mg).Os resultados foram expressos como

média seguida do seu respectivo erro padréo.

3.5 Determinacao de flavonoides totais
Ensaio quantitativo em microplaca

Para a quantificacdo dos flavonoides totais de M. rideliana empregou-se 0 método
colorimétrico que utiliza o cloreto de aluminio (AICI3) como agente complexante. Nesta

metodologia, o cation aluminio se complexa com 0s oxigénios vicinais presentes nos
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flavonoides, ocorrendo um deslocamento dos seus maximos de absorcdo para regides de
maior comprimento de onda, possibilitando a determinacdo da quantidade de
flavonoides (Marcucci et al. 1998).

Os extratos brutos e fracGes diclorometano, acetato de etila e n-butandlica foram
dissolvidos em solucdo de metanol/agua 80:20 (v/v)nas concentracBes de 5,0 e 2,5
mg/mL, assim como a quercetina (Sigma Aldrich®) utilizada como padrdo externo, nas
concentragdes de 150 a 20 pg/mL, para a construgéo da curva de calibracéo.

Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 20 pL das amostras e do padréo
em 210 pL da solucdo de metanol 80%, e em seguida, 20 pL da solucéo de cloreto de
aluminio foi acrescentado e homogeneizado. Apds 30 minutos de reagdo no escuro com
a microplaca coberta com folha de aluminio, as absorbancias foram determinadas em
um comprimento de onda de 427nm em espectrofotémetro Biotek® KC4. A solucdo de
metanol 80% utilizada como branco, e os controles com 20 puL da amostra em 210 pL

de metanol 80% foram realizados para corrigir (descontar) a absorbancia a 427 nm.

O conteudo de flavondides totais foi expresso em microgramas equivalentes de
quercetina por miligrama de amostra (ug de quercetina/mg). Todas as analises foram
realizadas em triplicada, e o0s resultados expressos como media seguida do seu

respectivo erro padrao.

3.6 Eficacia fotoprotetora in vitro: determinacdo do valor de protecdo solar
estimado (FPS) e protecdo frente a radiacdo UV de extratos e fracbes de M.

riedeliana e A. simplex

A preparacdo das formulagdes fotoprotetora consistiu em uma emulsdo do tipo
gel (Aristoflex, 1%) contendo os filtros solares: avobenzona (3%), octil dimetil Paba
(8%) e metoxicinamato de octila (7,5%), utilizando-se o etanol 10% (p/v) nas fracGes de
M. riedeliana e A.simplex, e foram incorporadas na emuls&o e esta foi diluida em alcool

etilico absoluto PA (Merck) na concentragéo de 0,2pl/mL.

A eficacia fotoprotetora in vitro das formulagfes foi determinada por meio da
espectrofotometria de refletancia difusa com esfera de integracéo. Para o ensaio, aliquotas
das formulacGes foram pesadas e aplicadas uniformemente, sob a forma de filme de 1,3

mg/cm?, sobre a superficie de placas de polimetilmetacrilato (PMMA) de 25 cm?
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substrato internacionalmente empregado por mimetizar as caracteristicas de rugosidade da
superficie da pele humana (Cosmetics Europe, 2011; United States, 2011). A razdo de
aplicacdo adotada para a analise é de 0,75 mg/cm? (32.5mg) (Springsteen et al. 1999;
Diffey et al.2000).

Apls secagem de 30 minutos, as placas foram submetidas a leitura
espectrofotométrica, utilizando uma placa de PMMA sem produto como branco de
leitura. Triplicatas foram empregadas com repeticdes de nove pontos de leituras de
transmitancia por placa avaliada.

Os resultados de transmitancia das amostras foram tratados pelo programa UV-
2000®, em intervalo de comprimento de onda de 290 a 400 nm e taxa de progress&o de 1,0
nm. Os dados foram convertidos em valores estimados de fator de protecéo solar (FPS) e
comprimento de onda critico (A crit) das formulagdes. (Cosmetics Europe, 2011; Diffey et
al. 2000; Springsteen et al. 1999).

O FPS in vitro foi calculado por meio da Equagéo 1, a seguir (Springsteen et al.
1999):

400nm

jEiSidl
FPS — 290nm

400nm
j EASATAdA

290nm

Equacéo 1. Fator de Proteg@o Solar in vitro (FPS). Onde: EA = eficacia eritematogena
espectral da CIE (Commission Internationale de I'Eclairage); SA = irradidncia solar
espectral; TA = transmitancia espectral da amostra; dA = intervalo dos comprimentos de

onda (= 1 nm)

O comprimento de onda critico estimado das amostras foi determinado pela
Equacéo 2 (United States, 2011).

AC 400
[AM)dA=0.9 [AL)dL

290 290

Equacéo 2. Comprimento de onda critico in vitro. Na qual:
A(2) = absorbancia espectral da amostra;

d(2) = intervalo dos comprimentos de onda.
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Os parametros foram determinados pelo software UV-2000, que acompanha o
sistema UV-2000S. A comparacdo entre os dados de fator de protecdo e onde critica
foram avaliados de acordo com o teste t de Student pareado (nivel de significancia =
0,05).

3.7 Anélises

Analise Cromatografica UHPLC — DAD - Apoclada simplex

As fragOes diclorometano, acetato de etila, n-butanol e aquosa de Apoclada
simplex foram analisadas em um cromatografo liquido de ultra-alta eficiéncia (UHPLC)
Ultimate3000, marca Dionex® equipado com duas bombas modelo DGP-3600RS,
detector de arranjo de diodos (DAD) modelo DAD3000(RS), amostrador automatico
modelo WPS3000RS e software Chromeleon versdo 6.80. A coluna utilizada para as
analises foi Kinetex® C-18 (150 x 4,6 mm x 2,6 um) da Phenomenex. A eluicdo foi
realizada com solventes de grau cromatografico em sistema gradiente, nas seguintes
condigdes cromatograficas: Iniciou-se com 10% de metanol e 90% de agua indo até 45
minutos para atingir 50% de metanol e 50% de agua, depois mais 10 minutos para
atingir 100% de metanol e permaneceu durante 5 minutos 100% de metanol, 5 minutos
para voltar a condi¢do inicial e entdo mais 15 minutos em 10% de metanol para
recondicionamento da coluna. Tempo de analise foi de 80 minutos. Vazéo da bomba de
ImL/min e volume de amostra injetado de 20 puL. Os cromatogramas foram registrados
em 350 nm e os espectros no UV-Vis adquiridos na faixa de 200 a 800 nm. Foi
utilizada uma mistura de padrbes contendo acido cumarico, acido clorogénico, acido
cafeico, orientina, isoorientina e vitexina foram usados para comparar o tempo de

retencéo e perfil espectral UV/Vis das flavonas e acidos fenolicos.
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Andlise LC-DAD / ESI / MS/ MS de M. riedeliana

O extrato aquoso e a fracdo acetato de etila de folha de M. riedeliana foram
analisadas em sistema HPLC Shimadzu equipados com SCL 10A Controller, bombas
LC-10AD, detector SPDM 10A e SIL - 10 auto-injetor AF (Shimadzu, Kyoto, Japéo), e
espectrometro de masssa Esquire 3000 Plus por captura de ions (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha). A separacdo cromatografica (LC) foi realizada utilizando uma
coluna Phenomenex C-18 (250 x 4,6 mm, 5 mm) a 20 ° C, e 0s cromatogramas
registrados a 280nm. A eluicdo consistiu de um gradiente linear de 95% de &gua (Milli-
Q) com 0,1% de acido acético glacial e 5% de acetonitrila até 100% acetonitrila em 30
min. fluxo de 0,9 mL / min. e volume de injecdo de 20 uL. O processo de ionizacao foi
por electrospray no modo positivo (ESI™), voltagem do capilar de 4,0 kV, seguido por
nebulizagdo com nitrogénio a 27 psi, com um fluxo de 7 L / min e temperatura de 320 °
C. Os resultados sao espectros de massas (m/z) dos ions totais e 0s espectros de massas
(MS2) sdo obtidosde scans dependentes de dados a partir de pico cromatografico com
m / z (massa / carga) de 100 a 3000.

Anélise GC-MS de A. simplex e M. riedeliana

Extrato e fracdes de A. simplex e M. riedeliana

O extrato aquoso de folhas e as fragdes acetato de etila, n-butanol e aquosa de A.
simplex e a fracdo acetato de etila de folha de M. riedeliana e padrbes auténticos (5 mg)
foram secos sob vacuo e submetidos a reacdo de sililacdo conforme procedimento
padrdo (Caccere et al. 2013). Os derivados de éter de trimetilsilila foram preparados
utilizando reagentes BSTFA / TMS. As amostras foram analisadas em cromatografo a
gas Agilent (série 6890) Hewlett-Packard, acoplado a espectrometro de massas, com
sistema quadrupolo (Agilent 5973 Network Mass Selective Detector), com energia de
ionizagdode 70eV. A coluna capilar utilizada foi DB-1701 (30m x 0,25mm de didametro
interno, com 0,25um de espessura), nas seguintes condi¢des: injegdo 1ul (com divisdo
de fluxo-split/splitless), temperatura inicial de 70°C e gradiente de temperatura de, de
aquecimento da coluna de 70 a 280°C a 5°C/min e tempo total de analise 48 min. O
Hélio foi utilizado como gas de arraste a uma pressao de 80 kpa e velocidade linear de 1

ml/min.
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Oleos volateis de folha de A. simplex e M. riedeliana

Os oOleos volateis foram obtidos por hidrodestilagdo e diluidos em acetona na
razdo de 1:100 (V/V). O volume de injegdo foi de 1,0 ul e as amostras foram injetadas
por um injetor automético Agilent modelo 7683 Series. As amostras foram analisadas
por cromatografia a gas (Agilent, série 6890) Hewlett-Packard) acoplado a
espectrometro de massas, com sistema quadrupolo (Agilent 5973 Network Mass
Selective Detector), com energia de ionizacdo de 70eV. A coluna capilar utilizada foi
HP 5-MS (30m x 0,25mm de didmetro interno, com 0,25um de espessura). As
condicGes de analise foram: injetor (com divisdo de fluxo-split/splitless) a 250°C (razéo
de divisdo 1: 20), temperatura de aquecimento da coluna de 40 a 240°C a 3°C/min,
240°C por 10 min (tempo total de analise 78 min) utilizando Hélio como géas de arraste
a uma pressdode 80 kpa e velocidade linear de 1 ml/min. O indice de retencdo de
Kovats (IK) foi calculado em coluna HP 5-MS, utilizando uma série homologa de n-
alcanos (C8-C40) submetidas as mesmas condicBes de analise cromatografica das

amostras dos 6leos.

A identificacdo dos componentes dos 6leos volateis foi baseada na comparagéo
entre o indice de retencdo e o espectro de massas destes com os das bibliotecas
instaladas no equipamento (Wiley 275 e Adams 2007), de amostras auténticas e dados
retirados da literatura ou, ainda, por comparacdo com espectros de massas registrados
em banco de dados como NIST 08 (National Institute of Standars and Technology),
onde s&o registrados mais de 65.000 compostos.

A fim de permitir uma comparacdo entre os tempos de retencdo dos diferentes
compostos obtidos com os dados da literatura, amostras auténticas e banco de dados, foi
utilizado o indice de retencdo de Kovats, que utiliza uma série de carbonos de alcano
saturado normal, para evitar erros devidos a variagdes do tempo de retencdo dos
compostos, decorrentes de alteragdes como temperatura, fluxo e operador. O indice de
retencdo corrigido varia muito pouco e de maneira linear com a temperatura. Os indices
de retencgéo calculados foram, entdo, comparados com os da literatura ou com amostras
auténticas (Sandra & Bichi 1987; Collins & Braga 1988).
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O indice de Kovats foi obtido atraves da seguinte equacéo:

1[}[}[(1ng {R*) - (log? R” ]]

KT =100z (I(}g tR” + l) - (IngI'RH)

Onde:

X é 0 composto de interesse;

Z é 0 nimero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retencdo
imediatamente anterior ao tempo de retencédo de X;

t’rX, é 0 tempo de retencdo ajustado de X;

t’rZ, € 0 tempo de retencdo ajustado de Z;

t'’rZ +1, € 0 tempo de retencdo ajustado do hidrocarboneto com tempo de retencédo
imediatamente posterior ao tempo de retencédo de X.

Os cromatogramas foram reintegrados com pico inicial de 0,5% para 0os compostos.

4. Resultados e Discussao

4.1  Obtencdo e rendimento dos extratos brutos e fracdes de A. simplex e M.

riedliana

O rendimento do extrato aquoso de folhas e colmos de A. simplex foi de
respectivamente, 4,62% e 2,98%. O rendimento do extrato etandlico de folha e colmo
foi, respectivamente, de 10,36% e 9,8%. O rendimento das fracdes obtidas apds o
fracionamento liquido-liquido dos extratos aquosos e etanolicos sdo apresentados na
tabela 1.

Tabela 1. Dados dos rendimentos das fragfes (%) obtidos por parti¢do liquido-liquido

dos extratos aquosos e etandlicos de A. simplex

Fracdes (%) Hexano Diclorometano Acetato de  n-butanol
etila
Folhas aquosa 5,93 12,11 24,99 25,82
Folhas Etandlica 9,19 12,37 12,31 53,74
Colmo aquoso 14,83 5,07 11,78 19,81
Colmo etanolico 7,07 11,50 7,45 16,31
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O rendimento do extrato aquoso de folhas e colmos de M. riedeliana foi de
respectivamente, 4,16% e 2,43%. O rendimento do extrato etanodlico de folha e colmo
foi, respectivamente, de 9,34% e 9,73%. O rendimento das fracbes obtidas apos o
fracionamento liquido-liquido dos extratos aquosos e etandlicos sdo apresentados na
tabela 2.

Tabela 2. Dados dos rendimentos das fracfes (%) obtidos por particdo liquido-liquido

dos extratos aquosos e etandlicos de M. riedeliana.

Extratos (%0) Hexano  Diclorometano Acetato de n-butanol
etila
Folhas aquosa 4,77 16,23 32,40 28,57
Folhas Etandlica 15,81 26,46 28,43 41,65
Colmo aquoso 10,67 9,39 16,75 21,33
Colmo etanolico 12,78 15,49 17,34 23,45

A fracdo n-butanol de folhas dos extratos aquoso e etandlico apresentaram 0s
maiores rendimentos para A. simplex. Em M. riedeliana a fracdo acetato de etila de
folhas e a n-butanol de folhas e colmos apresentaram maior rendimento. Assim como
em brotos de P. pusbescens e P. nigra, os componentes solGveis tem afinidade por
solventes de alta polaridade (Park & John 2010). Caracteres morfolgicos e composicao

bioguimica diferencial entre as espécies podem explicar as diferencas entre o redimento.

4.2 Determinacéo da capacidade antioxidante

Método Qualitativo - CCD - DPPH

A atividade sequestradora do radical livre DPPH em CCD dos extratos (Figura 7) e
fragdes (Figura 8A E 8B) de folhas e colmo de A. simplex mostrou o potencial
antioxidante desta espécie e sugeriu a presenca dos padrdes utilizados nesta analise em

todos os extratos: acido feralico (Rf=0,76) e acido caféico (Rf=0,47).

28



Rf=0,82
Rf= 0,76

Rf= 0,47

Figura 7. Perfil cromatografico de extratos brutos de A. simplex (CCDC, em silica gel F,s,, cloroférmio:
metanol: 4gua (60:35:5). 1- Extrato Aquoso de folha, 2 - Extrato aquoso de colmo jovem, 3 - Extrato aquoso de
colmo adulto 4 -Extrato etanélico de folha, 5 -Extrato etanélico de colmo jovem, 6 - Extrato etanélico de colmo
adulto, 7 - quercetina, 8 - rutina, 9 -acido clorogénico, 10 - &cido cafeico, 11 - &cido vanilico, 12 - &cido
fertlico, 13 - 4cido siringico, 14 -Acido sinaptico. Revelador solu¢do metanélica do radical livie DPPH e

visualizado sob luz branca.

A atividade sequestradora do radical DPPH das fragGes aquosas de folha e colmo
de A. simplex sdo mostradas nas figuras 8A E8B e mostram o potencial antioxidante das
fracOes diclorometano de folha (aquoso e etandlico). Os perfis das fragdes em relacdo
aos padrdes de referencia e dados de Rfs permitiram inferir a presenca de quercetina (Rf
0,82). Os acidos fenolicos, vanilico (Rf 0,70) e ferdlico (Rf 0,76) foram detectados nas

fracdes acetato de etila e n-butanol dos extratos aquoso e etandlico de colmo.

Rf= 0,82

Figura 8A Perfil cromatografico (CCDC, em silica gel F,s4 cloroférmio: metanol: 4gua (60:35:5) 1 - Extrato
Aquoso de folha, 2 - Fragdo hexanica; 3 - Fragdo diclorometano; 4 - Fragdo acetato de etila; 5 - Fragdo n-
butanol; 6- Fragdo Aquosa; 7-Extrato etandlico de folha, 8 - Fracdo hexanica; 9- Fragdo diclorometano; 10 -
Fracdo acetato de etila; 11 - Fragdo n-butanol; 12 - Fragdo Aquosa; 13-Quercetina, 14-Rutina, 15-Acido
cafeico, 16-Acido clorogénico, 17-Acido fertlico, 18-Acido vanilico, 19-Vitexina. Revelado com solugio

metandlica de DPPH e visualizados sob luz branca.
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Rf=0,82
Rf=0,76

Rf=0,70

Figura 8B Perfil cromatografico (CCDC, em silica gel F,s, cloroférmio: metanol: dgua (60:35:5) 1 - Extrato
Aquoso de Colmo, 2 - Fragdo hexanica, 3 - Fragdo diclorometano, 4 - Fragdo acetato de etila, 5 - Fragéo n-
butandlica, 6- Fragdo Aquosa,7-Extrato etandlico de Colmo, 8 - Fragdo hexanica, 9- Fracdo diclorometano 10 -
Fragdo acetato de etila, 11 - Fracfo n-butandlica 12 - Fracdo Aquosa, 13-Quercetina, 14-Rutina, 15-Acido
cafeico, 16-Acido clorogénico, 17-Acido ferdlico, 18-Acido vanilico, 19-Vitexina. Revelado com solucéo
metandlica de DPPH e visualizados sob luz branca.

A atividade sequestradora do radical livre DPPH em CCD dos extratos e fracdes
(Figura 9A E 9B) de folhas e colmo de M. riedeliana mostra o potencial antioxidante
desta espécie e indica a presenca dos padrdes utilizados nesta andlise em todos os
extratos: &cido ferulico (Rf=0,78) e &cido clorogénico (Rf= 0,68) nas fracBes acetato de

etila e dicloromento de folhas e colmos.

Rf=0,84

Rf= 0,68

Figura 9A - Perfil cromatografico (CCDC, em silica gel F,s4 cloroférmio: metanol: 4gua (60:35:5) 1- Extrato
Aquoso de folha, 2-Fracao hexanica, 3-Fracdo diclorometano, 4-Fragdo acetato de etila, 5-Fragdo n-butandlica,
6-Fracdo Aquosa, 7-Extrato etandlico de folha, 8-Fracdo hexanica, 9-Fracdo diclorometano, 10-Fracdo acetato
de etila, 11- Fracdo n-butanélica, 12-Fracdo Aquosa, 13-Quercetina, 14- Rutina, 15-Acido cafeico, 16-Acido
clorogénico, 17-Acido ferdlico, 18-Acido vanilico; 19-Vitexina. Revelado com solugdo metanélica de DPPH e
visualizados sob luz branca.
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Rf= 0,84
Rf=0,79

Figura 9B - Perfil cromatografico (CCDC, em silica gel Fs, cloroférmio: metanol: 4gua (60:35:5) 1- Extrato
Aquoso de Colmo, 2-Fragdo hexanica, 3-Fracdo diclorometano, 4-Fracdo acetato de etila, 5-Fracdo n-
butandlica, 6-Fragdo Aquosa, 7-Extrato etandlico de Colmo, 8-Fragdo hexanica, 9-Fragdo diclorometano, 10-
Fragdo acetato de etila, 11- Fragdo n-butandlica, 12-Fracdo Aquosa, 13-Quercetina, 14- Rutina, 15-Acido
cafeico, 16-Acido clorogénico, 17-Acido ferdlico, 18-Acido vanilico; 19-Vitexina. Revelado com solucio
metandlica de DPPH e visualizados sob luz branca.

A andlise visual comparativa das placas de CCD sugere que M. riedeliana

apresenta um pontecial antioxidante menor que A. simplex.

Quantificacdao DPPH

Os resultados do ensaio com DPPH foram apresentados como valor de ICs
(Tabela 4), definida como a concentracdo efetiva de antioxidante necesséaria para
diminuir a concentragéo inicial de DPPH em 50%.

Tabela 3. Concentragdo efetiva (ICsp) dos extratos brutos e frages diclorometano,
acetato de etila e n-butandlica de M. riedeliana obtida no ensaio de determinacdo de

atividade antioxidante.

Amostras ICso R’
Quercetina 3,72+0,03 0,991
Extrato G. biloba EGb 38,07+0,19 0,989
761®
Folhas Aquosa
Extrato bruto 63,2+0,21 0,991
Fracgdo diclorometano 36,07+0,18 0,986
Fracdo acetato de etila 33,96+0,16 0,990
Fracdo n-butandlica 57,52+0,20 0,983
Colmos Aquoso
Extrato bruto 68,87+0,39 0,992
Fracgdo diclorometano 37,31+0,44 0,987
Fracdo acetato de etila 40,58+0,57 0,985
Fracdo n-butandlica 61,78+0,43 0,984
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As maiores atividades sequestradoras do radical DPPH de M. riedeliana, foram
encontradas nas fragOes acetato de etila de folhas (33,96 pg/mL), diclorometano de
folhas (36,07 pg/mL), seguida pelas fracOes diclorometano de colmos 37,31+0,44
pg/mL e acetato de etila de colmos (40,58). Segundo Issa (2015) as maiores atividades
antioxidantes de A. simplex foram encontradas na fracao cloroférmica de colmos (24,02
pg/mL), seguido pela fragcdo cloroférmica de folhas (26,34 pg/mL), e pela fracdo
acetato de etila de colmos (30,55 pg/mL). Vale salientar que para A. simplex, todas as
atividades sequestradoras do radical DPPH foram mais intensas do que aquela obtida
para o extrato de G. biloba (EGB 761). Ja para M. riedelina somente as fracdes de folha

tiveram atividade sequestradora do radical DPPH mais proeminente que o padrao .

Segundo a Comissdo Nacional de Saude e Planejamento Familiar da RepuUblica da
China (2014) a capacidade antioxidante é uma das mais importantes propriedades das
folhas dos bambus estudados e plantados na China. Nossos resultados demonstram que

as folhas de ambas as espécies estudadas apresentam padrao semelhante

O extrato metandlico de folhas de B. textilis apresentou atividade antiooxidante
pelos métodos de DPPH, Frap e inibi¢cdo do ensaio de p-caroteno (Liu et al. 2016).
Segundo os autores, os resultados obtidos com testes in vitro demonstraram que a
orientina e isoorientina estdo fortemente relacionadas com a atividade antioxidante.

Sabe-se que a isoorientina reduz o ROS induzidos por H,O, e a producdo de
Oxido nitrico. (Liu et al. 2016). Em Phylostachys pubenscens e Phylostachys nigra a
atividade sequestradora do radical DPPH mais intensa foi descrita para as fragOes
acetato de etila (IC50=40 e 80 pg /mL) e butandlica IC5,=70 e 80 ug /mL) que, segundo
0s autores sdo as s que possuem maior quantidade de fendlicos (Park & Jhon 2010).
Vale salientar, neste caso, que os valores brutos ndo sdo comparaveis, tendo em vista
que os padrdes utlizados foram 0 BHT, BHA, acido ascérbico e quercitina. Segundo 0s
autores, nesta fracdo foram identificadas altas concentraces de compostos fenolicos
como: &cidos caféico, siringico, p-cumarico, ferulico, protocatecuico e p-hidroxi-
benzoico. Estes extratos também apresentaram alta capacidade de inibir a enzima
conversora da angiotensina (ACE), indicando uma relacdo positiva entre capacidade
antioxidante e inibicdo da ACE com os compostos fenolicos encontrados. (Park & John
2010).

O ensaio da atividade antioxidante in vitro é uma pratica comum em muitos

laboratdrios de produtos naturais; a atividade medida pelos ensaios muitas vezes séo
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reflexo da atividade sob condicOes especificas (Tan & Lin, 2015). O método DPPHe ¢
bastante utilizado para avaliacdo da capacidade antioxidante, mas essa avaliacdo
antioxidante ndo deve se basear apenas em uma Unica metodologia, sendo necessarios
outros métodos para caracterizar completamente um composto como antioxidante
(Ciesla et al. 2012).

4.3 Quantificacdo de Fendlicos Totais

Método Qualitativo - CCD - NP-PEG

A fim de verificar a qualitativamente a presenca de flavonoides e compostos

fenolicos realizou-se a revelacdo quimica com NP-PEG com os extratos e fragdes de A.
simplex (figura 10 e 11A e 11B) e M. riedeliana (Figuras 12A e 12B).

1 2 3 4 567 8 95 10111213 1415 Loslewdend., 5 ¢ 7 8 9 .10.30.32 13 14 15

Figura 10. Perfil cromatografico dos extratos brutos de A. simplex (CCDC, em silica gel Fjs4, cloroférmio:
metanol: agua (60:35:5). 1- Extrato Aquoso de folha, 2 - Extrato aquoso de colmo jovem, 3 - Extrato aquoso de
colmo adulto 4 -Extrato etandlico de folha, 5 -Extrato etanélico de colmo jovem, 6 - Extrato etanélico de colmo
adulto, 7 - Quercetina, 8 - Rutina, 9 -Acido clorogénico, 10 - Acido cafeico, 11-Acido vanilico, 12-Acido

ferulico, 13-Acido siringico, 14 — Acido sinaptico. Revelador NP-PEG e visualizado 366nm.

Rf= 0,76

Figura 11A Perfil cromatografico (CCDC, em silica gel Fys, cloroférmio: metanol: 4gua (60:35:5) 1 - Extrato

Aquoso de folha, 2 - Fracdo hexanica; 3 - Fracdo diclorometano; 4 - Fracdo acetato de etila; 5 - Fragdo n-
butanol; 6- Fracdo Aquosa; 7-Extrato etandlico de folha, 8 - Fracdo hexanica; 9- Fracdo diclorometano; 10 -
Fraco acetato de etila; 11 - Fracdo n-butanol; 12 - Fracdo Aquosa; 13-Quercetina, 14-Rutina, 15-Acido
cafeico, 16-Acido clorogénico, 17-Acido ferulico, 18-Acido vanilico, 19-Vitexina. Revelador NP-PEG e

visualizado 366nm.
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Figura 11B Perfil cromatografico (CCDC, em silica gel Fys4, cloroférmio: metanol: gua (60:35:5) 1 - Extrato

Aquoso de Colmo, 2 - Fracdo hexanica, 3 - Fracdo diclorometano, 4 - Fracdo acetato de etila, 5 - Fracdo n-
butandlica, 6- Fragdo Aquosa,7-Extrato etandlico de Colmo, 8 - Fragdo hexanica, 9- Fracdo diclorometano 10 -
Fracdo acetato de etila, 11 - Fracfo n-butandlica 12 - Fracdo Aquosa, 13-Quercetina, 14-Rutina, 15-Acido
cafeico, 16-Acido clorogénico, 17-Acido ferulico, 18-Acido vanilico, 19-Vitexina. Revelador NP-PEG e

visualizado 366nm.
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Figura 12A - Perfil cromatogréafico de extratos e fraces de folhas de M. riedeliana (CCDC, em silica gel Fs,,
cloroférmio: metanol: dgua (60:35:5) 1- Extrato Aquoso de folha, 2-Fragdo hexanica, 3-Fracdo diclorometano,
4-Fracdo acetato de etila extrato, 5-Fracdo n-butandlica, 6-Fragcdo Aquosa extrato, 7-Extrato etandlico de folha,
8-Fragdo hexanica, 9-Fracdo diclorometano, 10-Fragdo acetato de etila, 11- Fracdo n-butandlica, 12-Fracdo
Aquosa, 13-Quercetina, 14- Rutina, 15-Acido cafeico, 16-Acido clorogénico, 17-Acido ferulico, 18-Acido
vanilico; 19-Vitexina. Revelado com solugdo NP-PEG e visualizados sob 366nm.
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Figura 12B - Perfil cromatografico de colmos de M. riedeliana (CCDC, em silica gel Fys,4 cloroférmio:
metanol: agua (60:35:5) 1- Extrato Aquoso de Colmo, 2-Fragdo hexanica, 3-Fragdo diclorometano, 4-Fragéo
acetato de etila, 5-Fracdo n-butandlica, 6-Fracdo Aquosa extrato, 7-Extrato etandlico de Colmo, 8-Fracéao
hexanica, 9-Fracdo diclorometano, 10-Fracdo acetato de etila, 11- Fragdo n-butandlica, 12-Fragdo Aquosa
extrato, 13-Quercetina, 14- Rutina, 15-Acido cafeico, 16-Acido clorogénico, 17-Acido ferdlico, 18-Acido
vanilico; 19-Vitexina. Revelado com solugdo NP-PEG e visualizados sob 366nm.

As manchas de tonalidade laranja e amarelo indicam a presenca de compostos
fendlicos e flavonoides nas fracdes acetato de etila, diclorometano e n-butanol de folhas
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e colmos de A. simplex e M. riedeliana. O valor de Rf (0,75 a 0,81) proximo ao do
padrdo quercitina sugere a existéncia de compostos fendlicos e flavondides descritos

como envolvidos em atividade antiooxidante (Park & John 2010).

Quantificacdo dos compostos fenolicos totais

A quantificacdo de fendlicos totais foi realizada para os extratos brutos e fracGes de
folhas e colmos M. riedelina de acordo com o item (3.4), empregando 0 método de
Folin-Ciocalteau. O &cido galido foi utilizado para a construcdo da curva de calibracdo

(Figura 13). Os resultados séo experesso em EAG (equivalentes de acido gélico).

Os resultados obtidos indicam uma maior quantidade relativa de fendlicos totais
no extrato bruto nas fragdes diclorometano e acetato de colmos, seguida das fracGes

acetato de etila e diclorometano de folhas (Tabela 4).

Curva de Calibragao (Média * Erro Padrao)
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Figura 13. Curva de calibracdo do acido galico utilizado para a determinagdo da
concentracdo de substancias fendlicas nos extratos brutos das folhas e colmos e as

fragcdes diclorometano, acetato de etila e n-butanolica de M. riedeliana.
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Tabela 4. Quantificacdo de substancias fenolicas de M. riedeliana utilizando a
metodologia de Folin-Ciocalteau. Os resultados estéo expressos como média seguida do
erro padrao.

Amostras Fenolicos totais
(Mg EAG*/mg)

Folhas Aquosa

Extrato bruto 53,4+1,58
Fracgdo diclorometano 98,3+2,33
Fracdo acetato de etila 102,7+£1,92
Fracdo n-butandlica 69,5+2,99
Colmos Aquoso

Extrato bruto 126,1+5,63
Fracdo diclorometano 114,2+1,27
Fracgdo acetato de etila 105,2+2,39
Fracdo n-butandlica 87,7+0,88

*EAG = equivalentes de acido galico

Comparativamente os resultados encontrados para A. simplex sdo similares sendo
que a maior quantidade relativa de fendlicos totais forma encontradas no extrato bruto e
nas fracOes acetato de etila e clorofémica de colmos (117,0+1,16 e 103,9+2,10 mg
EAG/g) e nas fracBes cloroformica e acetato de etila de folhas (108,0+2,37 e
100,5+1,90 pg EAG/mg) e nas mesmas fracGes de colmos (117,0+1,16 e 103,9+2,10
mg EAG/g) sdo muito proximas (Issa 2015).

O conteudo de fendlicos totais encontrados em extratos aquosos e metandlicos de
folhas Sasa senanensis, um bambu japonés, foram inferiores aos encontrados para
ambas as nativas estudadas (respectivamente de 56,6 mg EAG/g e 93,8 mg EAG/Q).(
Khatun et al. 2013)

4.4 Quantificagéo dos flavonoides totais

Para a quantificacdo de flavonodides foi realizada para os extratos brutos e fracdes de
folhas e colmos M. riedelina de acordo com o item (3.5), empregando o0 método de
AICI; quercetina como padréo externo para a construgdo da curva de calibragédo (Figura
14). Os resultados foram expressos como equivalentes de quercetina (pg/por miligrama
de amostra) (Tabela 5).
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Figura 14. Curva de calibracdo do padrdo externo quercetina, utilizada para a
quantificacdo de flavondides totais contidos nos extratos brutos das folhas e colmos e as

fracdes cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica de M. riedeliana.

Tabela 5. Quantificacdo de flavondides totais de M. riedeliana foi realizada utilizando
cloreto de aluminio como agente complexante. Os resultados de flavondides totais e

porcentagem estao expressos como média seguida do seu erro padrdo.

Amostras Flavonoides totais
(g de quercetina/mg)

Folhas Agquosa

Extrato bruto 8,68+0,44
Fracdo diclorometano 14,53+0,49
Fracgdo acetato de etila 23,43+0,91
Fracdo n-butandlica 19,87+0,41
Colmos Aquoso

Extrato bruto 3,29+0,31
Fracgdo diclorometano 5,99+0,15
Fracgéo acetato de etila 4,41+0,13
Fracdo n-butandlica 3,77+£0,27

Os resultados obtidos indicam uma maior quantidade relativa de flavondides totais
no extrato bruto e nas fragdes acetato e n-butanol de folhas de M. riedeliana. (Tabela 5).
Comparativamente, a maior quantidade relativa de flavondides de A. simplex foi

encontrada nas mesmas fracGes de folhas (Issa 2015).
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Os teores de flavonoides totais em derivados vegetais dependem do processo de
extracdo e suas varidveis, como o solvente utilizado (Guo et al. 2013). O contetdo de
fendlicos totais encontrados em extratos aquosos e metandlicos de folhas Sasa
senanensis, um bambu japonés, foram inferiores aos encontrados para ambas as nativas
estudadas (respectivamente de 11,80 g de quercetina/mg e 18,46 pg de quercetina/mg)
(Khatun et al. 2013).
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4.5 Eficécia fotoprotetora in vitro: determinacdo do valor de protecao solar estimado (FPS) e protecdo frente a radiacdo UV de extratos e

fracOes de M. riedeliana

Os dados referentes a eficacia fotoprotetora estimada in vitro sdo apresentados na (Tabela 6 e 7).

Tabela 6. Caracterizacdo fotoprotetora in vitro das fracdes de M. riedeliana antes e ap0s irradiacdo UV artificial

Formulacéo o Fator de  Protecéo Comprimento de
(Composicio) Irradiagéo Solar Valor de p onda critico (nm) Valor de p
F1 NI N.A. N.A.
(Gel) IR N.A. N.A. N.A. N-A.
F2 NI 30+4,9 377,1+0,3
(Filtros ) IR 27,4455 0.5623 377,440, 0,9883
F3 NI 66,9+12,1 374,5+0,5
(FAQD-filtro) IR 43,3474 00002 3715412 0,0001
F4 NI 51,2+10,5 374,9+1,0
(FAgAC + filtro) IR 33,3478 0,0008 3703418 0,0001
F5 NI 36,771 375,540,5
(FAgn-But=+filtro) IR 47,3+12 4 0,3806 370+1.4 0,9221
F6 NI 62,5+9,2 373,240,6
(FED-iltro) IR 473+16.7 0,004 37041 4 0,9574
t +
(FEtAZfiltro) :\IRI 5?%1_123?7 0,9879 2;‘1‘2;22 0,9678
Fs NI 94,4%11,7 375,3+0,5
(FEtn-But-+filtro) IR 44,740,6 0,0001 369,240.4 0,9135

Legenda: FAQD: fracdo diclorometano do extrato aquoso; FAgAc: fracdo acetato de etila do extrato aquosos; FAqn-but: fracdo n-butanol do extrato aquosos; FEtD: fracdo
diclorometano do extrato etandlico; FEtAc: fracdo acetato de etila do extrato etandlico; FEtn-but: fracdo n-butandlica do extrato etandlico; OT = octil triazona; BT =
bemotrizinol;NI = amostra pré-irradiacdo; IR = amostra pds-irradiacdo; N.A. = ndo aplicavel. Resultados expressos como média + desvio padrdo. Valores de p < 0,05 (em
vermelho) representam diferencgas estatisticamente significativas entre as amostras irradiadas e ndo irradiadas. Os resultados foram avaliados de acordo com o teste t de

Student pareado (nivel de significancia = 0,05).
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Tabela 7. Caracterizacdo fotoprotetora in vitro das fracdes de A.simplex antes e apds irradiacdo UV artificial

(Composigag) | "Mrediagao | PTG TOREY vatordep | R oy Valor dep
el R NA N.A " NA
(Fiﬁfos) :\'R' 2268; iAZ,SQ 0,5231 383%86 fo,a'z 0,9675
(FAqDfiltro) .NR' 01159 00009 05408 09391
(FAqA<|:: i filtro) Il\IRI 6345"4311191,’83 0,0005 3??%1?"12 0,0001
(FAqn-guSHfiltro) R égigé 04526 g%gigg 09589
(FEtDFffiItro) R Z;?iég 0,0002 3;%%%9 0,9782
(FEtAZfiltro) :\IRI ﬁfiiig 0,0010 3385611135 0,9772

o NI 12,5558 3800,

(FEtn-But-+filtro) IR 9,3+4,9 0,9383 376+0.6 0,9460

Legenda: FAQD: fracdo diclorometano do extrato aquoso; FAgAc: fracdo acetato de etila do extrato aquosos; FAqQn-but: fracdo n-butanol do extrato aquosos; FEtD: fracdo
diclorometano do extrato etanolico; FEtAc: fragdo acetato de etila do extrato etandlico; FEtn-but: fracdo n-butandlica do extrato etandlico; OT = octil triazona; BT =
bemotrizinol;NI = amostra pré-irradiacdo; IR = amostra pés-irradiacdo; N.A. = ndo aplicavel. Resultados expressos como média + desvio padrdo. Valores de p < 0,05 (em
vermelho) representam diferencas estatisticamente significativas entre as amostras irradiadas e ndo irradiadas. Os resultados foram avaliados de acordo com o teste t de
Student pareado (nivel de significAncia = 0,05).
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Os filtros isolados foram considerados fotoestaveis em funcdo da manutencéo do
valor do FPS in vitro e do comprimento de onda critico. As formula¢fes contendo os
filtros solares: avobenzona, octil dimetil Paba e metoxicinamato de octila associadas com
as fracOes diclorometano, acetato de etila do extrato aquosos/etandlico de folha e a n-butanol
do extrato etanolico de folhas apresentaram os maiores valores de FPS in vitro. A formulacdo
3 (diclorometano) de M.riedelina e a formulagdo 6(diclorometano) de A.simplex, apds
irradiagdo apresentou redugdo do FPS in vitro. Entretanto demonstrou ser superior a F2
evidenciando o potencial do extrato em atuar sinergicamente com os filtros UV. Embora
tenha se constatado reducdo do valor do comprimento de onda critico, este ainda é
considerado de amplo espectro por estar acima de 370 nm, ademais do FPS in vitro ser
superior a 30. A formulacdo 4 (acetato de etila) de M.riedeliana e a formulacdo 7
(acetato de etila) de A.simplex apresentaram resultados semelhante a F3 e F6
respectivamente, com resposta anti-UVB inferior, no entanto, aparentemente de maior
magnitude quando esta se compara com F2. Este extrato obteve perfil fotoestavel
quanto ao comprimento de onda critico.

As formulacgdes que apresentaram maior atividade fotoprotetora in vitro (F3, F4
e F6, F7) s@o as mesmas que apresentaram no ensaio in vitro (CCD e microplapa) a
maior atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) -
fracOes diclorometano e acetato de etila. As mesmas fracdes sdo as que também
obtiveram a maior quantidade relativa de flavonoides totais além conterem a presenca
de &cido ferulico, descrito um antioxidante de eficdcia comprovada (Alias et al. 2009;
Zhang et al. 2010; Chen et al. 2012) .

Fendlicos e derivados podem ser eficientes substancias para proteger a pele
contra danos provocados pela radiacdo UV (Saija et al. 2000; Zhang et al. 2010).
Embora alguns produtos denominados "alimentos funcionais", como o cha verde e o
chocolate, contenham altos niveis de polifenois com atividade antioxidante, tais
moléculas s@o instaveis em sistemas biologicos e, portanto, permanecem por pouco
tempo no organismo (Chen et al. 2012). Segundo estes autores, formulacbes topicas
com estabilizacdo dos polifendis tém sido propostas para reduzir a suscetibilidade da
oxidacéo.

Ensaios desenvolvidos por Ramos e colaboradores (1996), com extratos brutos
de Hamamelis virginiana L., Matricaria recutita L., Aesculus hippocastanum L.,
Rhamnus prushiana DC. e Cinnamomum zeylanicum Blume, que continham em sua

composi¢do quimica, substancias como flavonoides, taninos e antraquinonas, quando
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incorporados a uma formulacdo contendo 2% de metoxicinamato de octila, levaram a

um aumento no fator de protecdo solar (FPS), sugerindo potencializag&o.

Souza e colaboradores (2005) estudaram os extratos das flores e folhas da
Achillea millefolium, planta que apresenta flavonodides em sua composi¢do, mas nédo
foram efetivos para o preparo de um produto fotoprotetor. Nascimento e colaboradores
(2009) avaliaram in vitro a capacidade de incremento da atividade fotoprotetora em
formulacdo comercial, de dois tipos diferentes de prépolis, ambas ricas em substancias
fendlicas do tipo flavonoides. Os resultados sugerem sinergismo, indicando que os

extratos poderiam ser utilizados para aumento do efeito fotoprotetor das formulagdes.

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que os flavondides inibem enzimas
que estdo envolvidas na producdo de EROs (Espécies reativas de oxigénio), atuam
como agentes quelantes contra metais envolvidos no metabolismo do oxigénio que
aumenta a producdo de EROs e sdo capazes de reduzir os radicais livres gerados por
meio da doacdo de elétrons a estes radicais (Souza, Campos, Packer, 2013; Cavalcanti et

al.,2007), combatendo o fotoenvelhecimento.

A presenca de flavonoides esta associada a acdo antieritematosa, que favorece a
diminuicdo do eritema presente em peles sensiveis; esses produtos podem vir com o
apelo de calmante e antiirritante e sua agdo no processo de inflamacdo (Balogh, 2011).
Neste caso, os flavonoides presentes nas fragbes que apresentaram atividade
fotoprotetora poderiam também atuar na atividade antieritematosa o que caracteriza 0s

bambus como produtos multifuncionais.
4.6 Analises

Analise Cromatografica UHPLC — DAD

As fragdes extrato aquoso de A. simplex foram analisadas empregando
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(UHPLC-DAD). O perfil cromatografico das fracdes foi comparado com os tempos de
retencdo e espectros no UV de uma mistura de padrdes de acidos fenolicos e flavonas
(Figura 15). Com base nos resultados, foi possivel observar que os picos que eluiram
entre 1-16 minutos mostraram espectro no UV caracteristico de acidos benzoicos (Amax
261/292(sh)), ligeiramente diferente do perfil dos derivados de acidos hidroxicinamicos

como o acido clorogénico (9 minutos, Amax 325 nm), confirmando que o &cido
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clorogénico ndo esta presente nos extratos analisados. Entretanto, os picos entre 18-25
minutos mostraram perfil espectral similar aos dos padroes de flavonas (Amax 347/270,
luteolina 6-C-glicosideo), confirmando a presenca de derivados de flavonas nos
extratos, principalmente na fracdo n-butanolica.
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Figura 15. Perfis cromatograficos das diferentes fragdes de folhas de A. simplex em 280 nm. (1) mistura
dos padr@es: &cido trans-3-cafeoilquinico (9 minutos); &cido cafeico (9,8 minutos); acido p-cumaérico
(13,2 minutos); luteolina 8-C-glicosideo (18,8 minutos); luteolina 6-C-glicosideo (20,6 minutos);

apigenina 8-C-glicosideo (21 minutos); (2) fracdo diclorometano, (3) fracdo acetato de etila, (4) fragdo n-
butanol e (5) fracdo aquosa.
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Anélise LC-DAD / ESI / MS / MS de M. riedeliana

Tabela 8. Compostos identificados do extrato aquoso de folha e da fracdo acetato de etila de folha de M. riedeliana analisadas em LC-DAD /
ESI/MS/MS

Pico Compostos Ri(min) Formula m/z* Referéncia
1 Lactonica dimero de &cido p- 2.7 C14HgOs 257 Biblioteca
hidroxibenzoico ?

2 Luteolina C-hexose O-deoxihexose®” 4.6 C27H30015 595 Wojakowska et al. 2013; Ferreres et
al. 2007

3 Luteolina C-pentose C- hexosideo® 4.7 CosH25015 581 Figueirinha et al. 2008

4 Apigenina O-pentose C-hexosideo (C-8)*¢ 5.2 C27H30015 595 Figueirinha et al. 2008

5 Apigenina C- hexose O-pentosideo®* 5.3 Ca6H28014 565 Figueirinha et al. 2008

6 Apigenina C—pentose C-hexosideo (C-6)*° 5.7 Ca7H30015 595 Wojakowska et al. 2013; Ferreres et
al. 2007

7 Luteolina-6-C-glicosideo *° 6.5 C21H20011 449 Wojakowska et al. 2013; Ferreres et
al. 2007

8 Apigenina-6-C-glicosideo " 6.9 C21H20010 433 Wojakowska et al. 2013; Ferreres et
al. 2007

9 Acido 3,4-metilenodioximandelico® 8.0 CoHg05 197 Biblioteca

10 Trimetil quercetina éter 7-O hexosideo®®  11.6 C24H26012 507 Wojakowska et al. 2013; Ferreres et
al. 2007

*m /z m Daltons baseado no cromatograma de ions totais (TIC), utilizando LC-ESI / MS em modo positivo.
& Primeiro ion [M+H ]" utilizado para determinar a formula molecular.

Compostos reportado por Ferreres et al. 2007 e Wojakowska et al. 2013.

°A posicdo da O-pentose ndo foi determinada
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Anélise do extrato bruto e fracbes de A.simplex e M.riedeliana em GC-MS

Os dados dos compostos detectados séo em GC-MS sdo apresentadas na Tabela 9 (A. simplex) e na Tabela 10 (M. riedeliana).

Tabela 9. Indetificacdo dos compostos no extrato aquoso (EA), fracdo acetato de etila (Ac Et) e fracdo n-butanol (n-But) de folhas de A. simplex

em GC-MS.
Pico Composto * Ri(min) Formula Indentificado MW**
por

EA Fr Ac Fr n-But
1 Glicerol 15.2 15.2 15.2 C,,H3,0,Si;  Biblioteca NIST 308
2 Acido acetil salicilico nd 16.84 nd C,,H,50,Si Biblioteca NIST 252
3 Acido Malico 20.94 20.91 20.9 C;3H5O:Si;  Biblioteca NIST 350
4 Acido p-hidroxi-benzoico 23.04 nd nd C,3H,,0,Si, Padréo 282
5 Acido vanilico nd 26.90 nd C,,H,,0,Si, Padréo 312
6 Acido Eritronico 27.49 nd nd CsHy0sSi,  Biblioteca NIST
7 Acido protocatequico nd 28.15 nd C,sH30,Si;  Biblioteca NIST 370
8 Acido chiquimico nd 28.26 nd C,oH4,0:Si, Padréo 462
9 Fructose 28.48 28.48 28.3 C,Hs,0.Si;  Biblioteca NIST
10 Galactofuranose 29.16 29.16 29.16 C,,H;,0.Sic  Biblioteca NIST 540
11 B-D-Glucopiranosese® 30.08 nd 30.09 C,,H;,0.Sic  Biblioteca NIST 540
12 D-Galactopiranose 30.27 30.27 30.27 C,,H:NOSi.  Biblioteca NIST 569
13 D-Glucose® 31.92 31.9 31.87 C,H:,0.Si;  Biblioteca NIST 540
14 Acido vanil mandélico nd 32.25 nd C,gH;5,O:Si;  Biblioteca NIST 414
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15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

2,6-dihidroxi metil benzoato

Acido Ferulico

Acido 2-Metil-2(p-metoxico) mandelico

Myo-Inositol
Acido siringico

Acido Octadecanoico

Glicose?

Esteretilico do acido 2-hidroximandelico

Acido vanil mandélico

Hidroquinona-B-d-glucopiranosideo

Estra-1,3,5(10)-trien-17-one,

trihidroxil

2,3,4-

nd
nd
nd
nd
nd
35.81
nd
nd
nd
nd
nd

nd
33.29°
33.48
33.73
35.49°
35.82
36.39
36.95
41.84
42.00
42.48

32.3
nd
nd

33.73
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

C14H,,0,51,
C16H260,51,
C16H20,51,
Cp4He0OgSIg
C15H260551,
C,,H,,0,Si
C21H5,06Si5
C16H250,51,
C,5H3,0551;
Cy7Hs60;Sis
C7H460,S1;

Biblioteca NIST
Padréo
Biblioteca NIST
Biblioteca NIST
Padréo
Biblioteca NIST
Biblioteca NIST
Biblioteca NIST
Biblioteca NIST
Biblioteca NIST
Biblioteca NIST

312
338
340
612
342
356
540
340
414
632
518

*Acidos fendlicos foram identificados da derivatizacdo com BSTFA/TMS. Indice de retencéo (RI) foi utilizado da biblioteca NIST.

**MW = Peso Molecular
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Tabela 10. Indetificacdo dos compostos na fragdo acetato de etila do extrato de folha de M. riedeliana analisadas em GC-MS.

Pico Composto * Ri(min) Formula Indetificado MW**
or
1 Acido benzoico 16.8 CyoH14,0,Si Eadréo 194
2 Acido fenilacético 18.5 C,;H,0,Si Biblioteca NIST 208
3 Acido salicilico 23.73 C,5H,,0.Si, Biblioteca NIST 282
4 Acido 4-hidroxibenzoico 26.5 C,3H,,0,Si, Padréo 282
5 Acido 4-hidroxifenilacético 26.9 C,,H,,0,Si1, Biblioteca NIST 296
6 Acido vanilico® 29.7 C.H,,0,Si Padréo 312
7 Acido p-Cumarico® 30.3 C,sH,,0,Si, Padréo 308
8 Acido protocateico 30.4 C6H300,Si Biblioteca NIST 370
8 Acido siringico® 32.7 C15H2605Si, Padréo 342
9 Acido galico® 32.8 C,oH3505Si, Padrao 458
10 Acido m-Cumarico 33.4 C,sH,,0,Si, Biblioteca NIST 308
11 Acido vanil mandélico 33.59 C,gH3,0:Si, Biblioteca NIST 414
12 Acido 4-Metil mandelico 34.06 C15H2603Si, Biblioteca NIST 310
13 Acido 3,4-metilenodioximandelico 36.26 C,sH,,0:Si, Biblioteca NIST 340
14 Acido trans-ferulico 36.3 C,6H20,Si, Padréo 338

*Acidos fendlicos foram identificados da derivatizagdo com BSTFA/TMS. Indice de retencéo (RI) foi utilizado da biblioteca NIST.

**MW = Peso Molecular
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A fracdo acetato de etila a mais ativa no ensaio de DPPH, foi analisada por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas e ionizacdo por impacto
eletronico (GC-MS). Baseado no perfil do GC-MS foram ientificados a presenga do
acido benzdico, do &cido benzenoacético, acido salicilico, acido p-hidroxibenzoico,
acido p-hidroxifenilacético, v acido anilico, p-cumarico, acido protocateico, acido
siringico, acido galico, &cido m-vanilmandélico cumarico, acido 4-methil mandelico,
acido mandélico, o &cido trans-ferulico e o &cido 3,4-metilenodioximandelico.

Folhas, ramos e brotos de bambus como Phyllostachys pubescens, P. nigra,
Dendrocalamus latifolius, Dendrocalamopsis oldhami, Sasa senanensis, (Luo & Chen
2003; Lu & Liao 2003; Zhang et al. 2005, Park & John 2010, Lv et al. 2012; Khatun et
al. 2013; Liu et al. 2016) sdo caracterizdas por serem ricas em &cido fendlicos e
flavonoides. Um dos principais componentes funcionais de extratos de folhas de bambu
sdo os flavondides como as flavonas C-glicosiladas incluindo a orientina, isoorientina,
vitexina e isovitexina (Liu et al. 2016). A presenca destes compostos estdo associadas
aos inumeros efeitos bioldgicos e aos possiveis usos do bambu como alimento funcional
(Park & John 2010) e suplemento farmacéutico para tratamento de doencas
degenerativas associadas ao estresse oxidativo, como as doencas cardiovasculares e o
cancer (Serafini 2006), além do uso dietético e cosmético (Zhang & Ding 1996a; 1996b;
Tang et al. 1998; Lu & Liao 2003; Lu et al. 2002; 2005; Zhang et al. 2004; 2008).
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Anadlise dos 6leos volateis

Os Oleos volateis extraido de folhas (320 g) de A. simplex (0,07%) e M. riedeliana
(0,09%) foram analisados por GC-MS e os compostos identificados com base na

biblioteca Adams 2007 sdo apresentados nas tabelas 10 e 11.

Tabela 11. Compostos volateis encontrados na folha de A. simplex e identificados por
GC-MS.

Composto IK IK Ref.  A. simplex
(%)

d-elemeno 1313 1338 1,52
(E)-B-damascenona 1358 1364 4,83
[-elemeno 1368 1390 1,64
(E)-o-ionona 1398 1430 10,77
a-amorpheno 1451 1484 1,50
(E)-p-ionona 1455 1488 20,48
a-muuroleno 1474 1500 4,64
y-cadineno 1487 1513 3,98
o-cadineno 1492 1523 2,90
cis-calameneno 1495 1529 4,35
a-bisabolol 1659 1685 2,17
7,14-anidro-amorfa-4,9-dieno 1738 1756 2,06

Total identificado (%) 60,84

Tabela 12. Compostos volateis encontrados na folha de M. riedeliana identificados por
GC-MS.

Composto IK IK Ref. M.
riedeliana

(%)

(E)-2-Hexanal 847 855 1,35
(2)3-Hexanol 850 859 4,05
1-Hexanol 866 870 4,29
Linalol 1089 1096 4,70
1-Nonanol 1092 1100 3,53
2-Propanil fenol 1148 1150 1,31
Salicilato de metila 1181 1190 13,62
B-Ciclocitral 1209 1219 1,12
Geraniol 1245 1252 0,94
(E)-p-damascenona 1375 1384 4,36
-Damascone 1380 1387 0,63
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(E)-a-lonona 1419 1430 5,83

(E)-p-ionona 1475 1488 9,49
(2)3-Hexenil benzoato 1556 1566 2,44
(2)-3-Hexenil salicilato 1660 1669 1,04
Acido linoleico 2126 2132 0,67
Hexacosano 2494 2600 0,70
Heptacosano 2692 2700 0,67

Total identificado (%) 45,73

Ao todo foram detectados 11 constituintes com area de pico superior a 0,5%, para
A. simplex e 17 constituintes para M. riedeliana sendo que apenas 4 destes foram
comuns a ambas espécies. Os compostos detectados com maior abundancia relativa
foram a-lonona (10,77%) e B-lonona (20,48%) em A. simplex, Salicilato de metila
(13,62%), a-lonona(5,83%) e B-lonona(9,49%) em M. riedeliana.

(E)-B-ionona presente nas duas espécies tem demonstrado ser utilizada como
intermediério na sintese industrial de fragrancias e da vitamina A, além de funcionar
como um aditivo alimentar, realcando o sabor e 0 aroma de alguns alimentos e bebidas
(Ferreira, 2001). Recentemente, a composicdo quimica e a atividade antimicrobiana do
oleo essencial de folhas de Phyllostachys heterocycla cv. Pubescens, Phyllostachys
heterocycla cv. Gracilis, Phyllostachys heterocycla cv. Heterocycla e Phyllostachys
kwangsiensis, foram estudadas (Jin et al. 2011). Foram identificadas 63 componentes do
6leo essecial, sendo o mais abundante cis-3 Hexanol para Pubescens (27,11%), Gracilis
(24,62%), heterocycla (30,51%) e kwangsiensis (34,65%) que apresentaram atividade
antioxidante (DPPH) e antimicrobiana contra Staphylococcus epidermidis and E. coli.
(Jinetal. 2011).

No ¢leo volatil dos colmos de P. pubescens foram detectados 89 compostos,
representando um total 92,95% do total observado. Sendo que os componentes mais
abundantes foram o acido palmitico (16,5%), (E)-nerolidol (10,2%) e indol (8,1%).
Desse total, 18 compostos eram 0s principais responsaveis pelo aroma, os mais intensos
foram eugenol e (E)-2-nonenal (Takahashi, et al. 2010).

Embora os 6leos de muitas espécies apresetam atividades biologicas descrita acima

0 baixo rendimento n&o viabiliza a exploracdo desses fitoconstituintes.
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5. Conclusoes

Este estudo apresenta evidencias de que 0s bambus nativos (A. simplex e M.
riedeliana), assim como os asiaticos, sdo fortes canditados Uteis para pesquisas de
produtos naturais.

Os resultados obtidos pelo presente estudo sugerem que os fendlicos e flavonoides
presentes tanto nas folhas como nos colmos de A. simplex e M. riedeliana, sdo 0s
responsaveis pela atividade antioxidante e fotoprotetora, o que qualifica tais espécies
como produtos multifuncionais.

Embora a determinagdo da atividade antioxidante e fotoprotetora in vitro
apresentaram limitacdes elas podem ser um bom indicativo de uma potencial fonte de

produtos naturais.
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