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INTRODUCAO:

Gomphrena celosioides Mart. é uma planta da familia Amaranthaceae com comprovadas atividades anti-
inflamatéria, diurética e anti-hipertensiva. Portanto, hd o interesse em estudar qual método de extracdo é o
melhor para extrair os compostos de interesse que podem ter as atividades farmacolégicas citadas acima.Foi
demonstrado através de estudos que plantas do género Gomphrena possuem alcaloides, betalainas, betaxantina,
ecdisterdides, flavondides, saponinas e terpendides, os quais provavelmente sdo responsaveis pelo potencial
medicinal encontrado no género( Salvador, 2005; Salvador & Dias, 2004; Brochado et al., 2003; Cai et al., 2003;
1998a,b; Pomilio et al., 1992). Estudos em modelo animal com camundongos onde foi administrado oralmente o
extrato etandlico de G. celosioides demonstrou o potencial diurético e natriurético do extrato de G. celosioides.
Em camundongos nos quais administrou-se o extrato etandlico de G. celosioides houve o aumento da produgdo
de urina de modo dependente das vias de bradicinina, 6xido nitrico e prostaglandina. Apds sete dias, manteve a
reducdo de aldosterona sérica (Vasconcelos et al., 2017). Foi demonstrada a manutencdo do efeito diurético de
extrato etandlico de G. celosioides em ratos hipertensos renovasculares, reduzindo a pressdo arterial apds a
primeira semana de tratamento por inibicdo da enzima conversora de angiotensina e evitou-se a remodelacdo
cardiaca, demonstrando, portanto, potencial anti-hipertensivo (Vasconcelos et al., 2018). Além disso, o extrato
etandlico de G. celosioides ndo demonstrou toxicidade em modelos experimentais in vivo e in vitro (Macorini et
al.,, 2022; Salustrian et al., 2022). Portanto, devido a baixa toxicidade demonstrada e ao potencial anti-
hipertensivo, diurético e natriurético houve o interesse em estudar mais profundamente a atividade antioxidante
e o perfil quimico de extratos bioativos de Go. celosioides. O presente estudo teve como objetivo comparar o uso
de ultra-som (30 minutos e 1 hora) e do método classico de maceragdo (12 horas e 24 horas) na preparacdo de
extratos padronizados de G. celosioides, variedades flor branca e flor roxa e avaliacdo da atividade antioxidante.

METODOLOGIA:

1-Coleta e classificagdo do material: As partes aéreas de Gomphrena celosioides tanto na variedade flor
branca quanto na flor roxa foi coletado em seu habitat natural — Paulinia-SP e em Paranaiba, Mato Grosso do Sul,
Brasil [lat: -19.666667 long: -51.183333 WGS84] e identificadas pelo Prof. Dr. Josafa Carlos de Siqueira da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-RJ). Amostra do material vegetal se encontra depositada no herbario
da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (FFCLRP/USP), sobre o
numero SPFR-2962). Estas espécies foram registradas no Sistema de Gestdo do Patrimonio Genético e Tradigdes
Associadas Conhecimento Nacional (SISGEN) sob o codigo AFD540E.

2- Preparagdo de extrato bruto: visando a preparacdo de extratos brutos das partes aéreas de G.
celosioides Mart., estas partes aéreas passaram por secagem em estufa de ar circulante a 402C e apds isso foram
pulverizadas por moinho de facas. Empregou-se a metodologia descrita por Schinor et al. (2004), com
modifica¢Ges. O po obtido foi submetido, individualmente, aos seguintes processos de extragdo:

a) Maceragdo: Para o método de maceracgao foi utilizado 1,0 g de p6 do vegetal e 20 mL de solvente (hexano,
metanol ou dgua destilada). A mistura foi deixada em repouso por 12 e 24 horas de extra¢do, a temperatura
ambiente, em frasco transparente fechado com tampa.
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b) Ultra-som: No método de ultra-som, foram utilizadas as mesmas quantidades de pd e solventes extratores do
método de maceracdo, sendo a mistura deixada em banho de ultra-som, com frequéncia de 40 kHz, por 30
minutos de extra¢do a temperatura de 302C, em frasco transparente fechado com papel aluminio. Em cada
processo de extracdo citado, apés homogeneizacao, filtragem (em funil de vidro contendo algodao) e
evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida (rota evaporador) os extratos foram pesados, determinando-se
a eficiéncia de extracdo em termos de massa (g) e submetidos aos ensaios antioxidantes. Os extratos ativos
foram monitorados também quanto ao perfil quimico.

3-Avaliacdo da atividade antioxidante.

Ensaio ORAC-FL: Este ensaio mediu a capacidade antioxidante dos extratos, usou fluoresceina como sonda
fluorescente, AAPH como fonte de radical livre, tampdo fosfato/DMSO (99:1) e TROLOX como referéncia nas
concentra¢des de 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg. mL?, Os experimentos foram realizados em placas de
microtitulacdo de 96 pocos de acordo com metodologia descrita por Prior et al. (2003) e Ou et al. (2001) com
modificagdes. A leitura foi realizada utilizando-se filtro fluorescente (excitagdo A=485nm e emissdo A=528nm) em
leitor de microplaca monitorando a cinética de rea¢do a cada 2 min por um periodo de 70 min (temperatura=37°C).
Os resultados foram expressos como pumol de Trolox equivalente (TE) por grama de extrato em base seca. Como
controle positivo foram utilizados quercetina e acido caféico e como controle negativo a solucdo diluente.

4-Estudo analitico empregando espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) e
UHPLC-ESI-MS: O espectro ESI(-)-MS foi obtido em espectrometro de massa Micromass QT - quadrupolo hibrido
— TOF, operando a 7.000 e 5 ppm de resolucdo e precisdo de massa, respectivamente, seguindo metodologia
descrita por Marinho (2016). Os Espectros de Massas de Baixa Resolucdo foram obtidos utilizando ESI-MS
(espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray — espectrometro de massas TQD Acquity (Micromass-
Waters Manchester, England). As andlises foram realizadas em modo ion negativo [M-H],, voltagem do capilar
3,00 KV, cone 30,00 V, fonte a 130°C e temperatura de dessolvatacdo a 250°C. As massas foram analisadas na faixa
de 100 a 1000 m/z. As solugdes 1:1 (v/v) da mistura H,0-MeOH com adi¢do de 0.1% of NH;,OH foram infundidas
diretamente na fonte do ESI por meio de uma seringa de bomba (Harvard Apparatus) com um fluxo de S5ulL/min.
Para os experimentos tandem MS, serdo utilizadas colisdes de 30 eV com argoénio. O perfil quimico ESI-MS do
extrato foi comparado com o descrito por Vasconcelos et al. (2017), onde foram detectadas substancias fendlicas
e flavonoides (agliconas e O-glicosilados) para esta espécie vegetal. O perfil cromatografico dos extratos bioativos
foi realizado utilizando-se metodologia validada por nosso grupo de pesquisa. Para as andlises por UHPLC-ESI-MS,
os extratos brutos secos e as amostras-padrdo das substancias de referéncia isolados anteriormente pelo grupo
de pesquisa, foram dissolvidos em metanol (1,0 mg mL?) e entdo filtrados (filtros de seringa de 0,22 um) para
prosseguir com a analise. Todas as analises cromatograficas das amostras foram realizadas em UHPLC-MS com
fonte de ionizagdo ESI. Para a andlise cromatografica em escala analitica das amostras por UHPLC-MS, foi utilizado
um cromatdgrafo liquido acoplado com um espectrémetro de massas (Thermo UPLC Ultimate 3000 MS Q Exactive
Plus equipado com Sistema de aquisi¢do de dados Trace Finder 4.0 e Centrifuga Thermo Legend XTR), usando uma
coluna C18 BEH Waters Acquity (2,2mm x 50mm x 1,7um tamanho de particula). O método utilizado foi: solvente
A (dgua Milli Q + acido férmico 0,1%) e solvente B (metanol tipo HPLC), a vaz&o foi de 0,2 mL/min, com um tempo
final de corrida de 12 minutos comegando o gradiente de eluicdo com 5% de metanol até 100% no minuto 9,0
mantendo a concentragdo do solvente até o minuto 10,0 e finalmente a partir de 10,1 min voltando a situacdo
inicial e permanecendo até o minuto 12,0. Usou-se a detec¢do no modo ion negativo nas seguintes condigées:
Voltagem do capilar 3,00 KV, Cone 30,00 V, Temperatura da fonte 130°C, Temperatura de dessolvata¢do 250°C.
As massas analisadas estdo na faixa entre 100 a 1500 m/z. Na identificacdo dos ions foi realizado uma dissocia¢do
induzida por colisdo (CID) e os espectros MS/MS foram comparados com os padrdes das substancias encontradas
na literatura (Energia de colisdo 30 V) e amostras padrdo do grupo de pesquisas analisadas nas mesmas condi¢es.
Finalmente, os constituintes foram identificados por andlise UHPLC-MS/MS comparando os espectros de
fragmentacdo do extrato bruto com os espectros de massa, o tempo de retencdo e o perfil de fragmentacgao
(MS/MS) de amostras de referéncia de substdncias previamente isolados por nosso grupo de pesquisa. O
desenvolvimento dos procedimentos analiticos foi realizado considerando a natureza da amostra e tipo de
constituinte detectado a ser analisado.

5- Anadlise estatistica: Os resultados foram apresentados como média (coeficiente de variagdo, %CV e
desvio-padrdo). Os resultados foram analisados através do rendimento dos extratos, avaliacdo da atividade
antioxidante dos extratos e comparacdo com a literatura e avaliagcdo dos resultados do perfil quimico dos extratos
mais ativos e comparag¢ao com relatos da literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

a) Analise do rendimento dos extratos:

Pelo calculo do rendimento em massa (%) foi possivel verificar uma tendéncia de que os extratos de
metanol tiveram maiores rendimentos quando comparados com os extratos em hexano. Para G. celosioides de fr
o maior rendimento foi obtido em maceracao por 24 horas no solvente metanol. Para G. celosioides de fb o maior
rendimento foi obtido em maceracdo por 24 horas no solvente agua destilada.
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Tabela 1. Rendimento dos extratos preparados de Gomphrena celosioides variedade flor branca (fb) e
Gomphrena celosioides variedade flor roxa (fr) empregando maceragao e ultra-som como métodos de extragdo e
diferentes liquidos extratores e tempos de extracao.

PMEtodo de Lieyuice Tempo Masesa do PAmE s Rendirmente Creswin
extrag o exirator e PG do obtida de do extrata
empregado utilizado extragio material LT B L (%60
fmin) wvegetal seco (g)
(o A o
Pl s a5 e aron 24 b 1.03 0,10 1oE 0,85
Pl s s S P el 24 b 1.0 0, 1.4 13 A (==Y
R s s S Agua 24 b 1.008 0,22 29,71 5., BE
clesscti laacha
Rl s s So Hescano 24 b 1.0 0,07 G623 O, &7
R s s S P etaral 24 b 1.0 0,15 14,73 1. 68
P s s S Agua 24 b 1, 0 0,09 a,91 F.az
clessti lachian
P s s e e aren 12 by 1.05 0,09 a.67 1. 78
Pl s s S P el 12 b 1.0 0,16 15 3 &, 10
R s s S Agua 12k 1.0 o2 T 1.57
eleseti | auchey
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P s s e P el 12 by 1.07 M rD [ ¥T=]
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clessti lachian
Ll Ttras sorm e aron 1 h 1.06 Tl raD [T =]
L Ftras sorr P el 1 h 1,03 0,06 6,25 1.15
L Ftras sorr Aogua 1 h 1,06 Tt raD [ ¥T=1
clessti lachan
L T trae sorm e aron 1 h 1.0 0,09 a, 54 2, a0
L Ftras sorr P el 1 h 1,039 Tt raD [ ¥T=1
L Ftras sorm Aggua 1 h 1.03 0,08 T.EG 1,12
clessti lachey
L Ftras sorr Hescano 2O e 1,03 0,07 &5 o, 23
Ll Ttras sorm Pt etz A0 FriEm 1.0 0,09 a.51 2, 94
L Ftras sorr Agua 2O e 1.05 Tt raD [ ¥T=1
clessti Loty
Ll Ttras sorm e aron A0 FriEm 1.0 0,06 5,45 o,
L Ftras sorr P el 2O e 1,03 Tt raD [ ¥T=1

b) Analise da atividade antioxidante — ensaio ORAC-FL:

Tabela 2. Resultados de avaliacdo atividade antioxidante (ensaio ORAC-FL) para os diferentes extratos
de Gomphrena celosioides variedade de flor branca (fb) e variedade de flor roxa (fr).
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Os resultados do experimento ORAC sugere uma tendéncia a menor atividade antioxidante dos extratos
em hexano de G. celosioides (tanto fr quanto fb) indicando que os constituintes com atividade antioxidante de G.
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celosioides nao sdo de natureza apolar. Tanto o liquido extrator dgua destilada quanto o metanol levaram a
obtencdo de extratos com atividade antioxidante, sendo estes extratos ricos em substancias de natureza polar.
Para G. celosioides de fr o maior resultado de atividade antioxidante foi obtido por macerag¢do por 12 horas em
solvente agua destilada. Para G. celosioides fb o maior resultado de atividade antioxidante foi obtido por
maceracgao por 24 horas em solvente metanol.

d)Anadlises por UHPLC-ESI-MS

Os resultados por UHPLC-UV/DAD-ES-MS (Tabela 3) sugerem que o extrato das duas variedades estudadas
(flor roxa e flor branca) de G. celosioides apresentam constituintes em comum, incluindo flavonoides e substancias
fendlicas com reconhecida atividade antioxidante como por exemplo o 4acido cafeico (Serain et al., 2021,
Winiewski et al., 2021).

Tabela 3. Constituintes quimicos detectados em extratos de Gomphrena celosioides variedade flor roxa (fr) e
variedade flor branca (fb) analisados por UHPLC-UV/DAD-ESI/MS.

Substancia [PA-H] T.R. Extrato metandlico Extrato metandlico de
(rrr) {rmim)y de Gomphrena G ormpofirena
celosiofides, flor roxa cefosioides, flor
(fib) bramnca (fr)
Acido malico 13310712 4,04 -+ -
Acido  A-hidroxi- 1370594 F.71 +

benzoico

Acido vanilico 168 7,0700 ., 70 “+ -+
Duercetina IO, 1471 7,20 + -+
G omphrenol 31332716 8,34 -+ “+
Soaurantiamida A0 ,2854 5,55 “+ -
Acetato de 444,307 6 .70 -+ -+

aurantiamida
G omphrenol AT7T5, 2689 5,14

glicosilado

+

CONCLUSOES:

Os resultados obtidos levaram as seguintes conclusdes: 1- Maceragao durante 24 horas se mostrou um método
de extragdo mais vantajoso para G. celosioides do que ultra-som para a variedade de flor branca e de flor roxa,
pois os extratos obtidos por maceragao possuem maior rendimento e atividade antioxidante. 2- Os ensaios
antioxidantes mostram que os extratos polares (metanol e dgua destilada) de flor roxa e de flor branca possuem
promissora atividade antioxidante. 3-Os extratos com melhor resultado com atividade antioxidante passaram por
anadlises por UHPLC-ESI-MS sendo possivel sugerir a presenc¢a de acidos carboxilicos como 4acido vanilico, acido
malico, acido 4-hidroxibenzoico, acido caféico e flavondides como o gomphrenol, gomphrenol glicosado,
quercetina além de aurantiamida e acetato de aurantiamida.
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