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Resumo: A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro, detentor de um numero
expressivo de espécies vegetais raras e endémicas que possuem diversas
funcionalidades, seja para fitoterapia, uso forrageiro ou culinario. A espécie
Cnidoscolus quercifolius Pohl., (sin. C. phyllacanthus (Mull. Arg.) Pax & L. Hoffm.),
(Euphorbiaceae) é popularmente conhecida como “favela” ou “faveleira”. Esta espécie
apresenta inuUmeras indicagbes na medicina tradicional, no entanto, pouco se sabe
sobre a sua composi¢cdo quimica e atividades biolégicas. Sabendo do potencial
farmacoldgico dessa espécie, esse estudo tem como perspectiva avaliar sua atividade
antioxidante por diferentes métodos, assim como, realizar sua caracterizagao quimica
por métodos cromatograficos. A atividade antioxidante sera determinada pelos
métodos de sequestro de radicais livres (DPPH e ABTS), pela capacidade de evitar a
degradacao da desoxirribose e pela capacidade quelante e redutora do ferro. A
separacdo e caracterizacdo dos compostos presentes serdo avaliados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os perfis fendlicos serdo avaliados por
interpolacdo da absorbancia da amostra contra uma curva de calibragao obtida com
padrbes de acido galico (10 a 350 pg/mL) e expressos como mg de EAG (equivaléncia
de acido galico) por g de extrato. A partir dos resultados que sdo obtidos nesses
estudos sera possivel avangar na area de produtos naturais, identificando possiveis
substancias uteis qualificadas na area de interface Quimica-Bioldgica.
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1. Introdugao

No Brasil, a utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma pratica
comum, principalmente entre as populagdes de baixo poder aquisitivo, devido
ao seu facil acesso (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010; LEITE, 2019). O bioma
Caatinga apresenta uma diversidade de plantas utilizadas na medicina
tradicional, no entanto, poucas dessas espécies foram investigadas quanto a
sua composigcao quimica e atividades biologicas. Considerando o exposto, fica
evidente a necessidade de desenvolver novos estudos que possam
caracterizar essas especies. A espécie Cnidoscolus quercifolius Pohl.,
pertencente a familia Euphorbiaceae (RIBEIRO et al., 2020a) é popularmente
conhecida como “favela”, “faveleira” ou “urtiga-branca” (MELO; SALES, 2008).
Seus extratos sdo empregados na medicina tradicional para o tratamento de
dores de dente (MAGALHAES et al., 2019; REGIS et al., 2021), ouvido, costas,
disenteria, apendicite, gripe e tosse (ALVES et al., 2017), cauterizagao e
coagulagao de feridas (ALVES et al., 2017).

Apesar de ser amplamente utilizada na medicina tradicional em diversas
comunidades do Nordeste brasileiro, ainda existem poucos estudos na area de
quimica e farmacologia sobre suas propriedades terapéuticas (PEIXOTO
SOBRINHO et al. 2012; OLIVEIRA-JUNIOR et al.,, 2017). Dessa maneira,
considerando a necessidade de encontrar novas substancias com potencial
antioxidante e a escassez de estudos quimicos com a espécie C. Quercifolius,
esse projeto tem como perspectiva realizar o perfil quimico de extratos fixos e
fragdes da espécie e avaliar sua atividade antioxidante por diferentes métodos.

2. Objetivo

Objetivo Geral
Realizar o perfil quimico e avaliar a agao antioxidante dos extratos fixos e
fragdes das cascas de Cnidoscolus quercifolius por diferentes métodos.

Objetivos Especificos
e Preparar os extratos fixos das cascas de C. Quercifolius e obter fragcdes
por diferentes solventes organicos;
e Determinar o conteudo total de fendlicos e flavonoides
Identificar os compostos quimicos presentes no extrato com uso de
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas;
Determinar atividade antioxidante pelo método ABTS+;
Determinar atividade antioxidante pelo método DPPH;
Determinar a capacidade antioxidante relativa (CAR);
Determinar a atividade quelante de ion Fe+2 e poder redutor de ion
Fe+3;
e \Verificar a capacidade de impedimento da degradacido oxidativa da
2-deoxyribose (2-dr).

3. Metodologia

3.1 Obtencao dos extratos fixos de C. quercifolius, preparagao das
fragoes e analise de extratos e fragcdes por LC-MS



As cascas de C. quercifolius serao obtidas comercialmente no mercado
central da cidade de Juazeiro do Norte, Sul do Estado do Ceara, Brasil (7°
12'16,6" Sul, 39° 19'01,0" Oeste). Os extratos serdo obtidos de acordo com o
método Soxhlet (American Oil Chemists' Society, 1995). As cascas secas do
caule serdo inicialmente trituradas em liquidificador industrial, e transferidas
para um aparelho de Soxhlet, onde serao refluxadas durante 4h com hexano e,
em seguida, com acetato de etila e metanol. As solugbes serdo filtradas e
concentradas em evaporador rotativo sob pressao reduzida, com temperatura
entre 50 - 70 °C. Posteriormente, os extratos serdo fracionados por
cromatografia em coluna (CC) usando-se silica gel 60 como fase estacionaria e
os solventes Hexano (Hex), diclorometano (CH,Cl,), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH) como fase moével em ordem crescente de polaridade, para a
obtencdo das fracbes. Para a separacdo e caracterizagdo dos compostos
presentes no extrato e fragdes de C. quercifolius pretende-se utilizar a técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas — CLAE (VEKEY, 2001).

3.2 Determinagao do teor de compostos fendlicos e flavonoides

A determinacéo de fendis totais (FT) do extrato ocorrera pelo método de
Folin- Cicalteau descrito por Bonoli et al. (2004). O teor de FT sera determinado
por interpolacdo da absorbancia da amostra contra uma curva de calibragao
obtida com padrdes de acido galico (10 a 350 ug/mL) e expressos como mg de
EAG (equivalente de &acido galico) por g de extrato. A quantificagdo dos
flavonoides sera realizada de acordo com a metodologia descrita por Kosalec,
(2004) com adaptagdes. Cada extrato sera preparado em uma concentragao
inicial de 20 pg/mL e diluida para 10, 5, 2 e 1 yg/mL. As amostras serao
adicionadas 760 pyL de metanol, 40 pL de acetato de potassio a 10%
(CH3CO2K), 40 pL de cloreto de aluminio a 10% de 1.120 mL de agua. As
amostras serdao incubadas a temperatura ambiente e as leituras serdo
realizadas em espectrofotdmetro a 415 nm.

3.3 Ensaio da descoloragao do radical ABTS**

Para a realizacao do ensaio sera utilizado o cation radical ABTS**, que
apresenta coloragcado azul-esverdeada forte e pode ser formado pela oxidagcao
do sal diaménio do ABTS (acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))
com persulfato de potassio (K2S208) (RE et al., 1999). Esta analise baseia-se
na capacidade do composto antioxidante em reduzir o ABTS** pela doacao de
um elétron ao radical, causando a descoloracdo da solugdo e consequente
diminui¢ao da absorbancia em 734 nm.

3.4 Atividade sequestradora de radical livre DPPH

A atividade sequestradora de radical livre sera determinada pelo
método fotocolorimétrico de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil), conforme (CHOI
et al., 1994), com modificagdes, e acido ascérbico como antioxidante padrao. A
inibicdo do DPPH por antioxidantes é seguida pelo desaparecimento da sua
absorgdo, a troca da cor € proporcional a concentragdo e poténcia do
antioxidante.

3.5 Ensaio da capacidade antioxidante relativa (CAR)
Ensaio da capacidade antioxidante relativa (CAR), sera determinada
pelo método do reagente fosfomolibdénio, baseado na reducdo do Mo (VI) a



Mo(V) e subsequente formagdo do complexo verde de fosfato/Mo(V)em pH
acido e alta temperatura (PRIETO; AGUILAR, 1999). A formagao do complexo
sera acompanhada por leituras de absorbancia em comprimento ajustado para
695nm.

3.6 Ensaio de atividade quelante do ion Fe*? e poder redutor de ion Fe*?

A capacidade em quelar (Fe*) ou reduzir Fe*" sera determinada
através do ensaio da o-fenantrolina. O ensaio baseia-se na reagdo de Fe?" livre
com 1,10 o-fenantrolina (ophe) para formar um complexo laranja-vermelho
chamado com frequéncia ferroina (ph)3Fe*?, o qual é medido por leituras de
abs. a 510nm.

3.7 Ensaio da degradagao oxidativa da 2-deoxyribose (2-dr)

A inibicdo da degradacao da 2-DR in vitro, sera determinada de acordo
a metodologia de (GUTTERIDGE, 1981) baseada na quantificagdo do principal
produto desta degradacédo, o malonildialdehido MDA, um composto de trés
carbonos formado a partir do ataque do radical hidroxil a 2-DR segundo. O
MDA formado a partir da degradagdo da 2-DR é detectado e quantificado
espectrofotometricamente em meio acido através da adicdo de acido
tiobarbiturico (TBA) que, despois de aquecimento, forma um croméforo
(MDA-TBA2) com pico de absor¢do em 532 nm, a intensidade da cor é uma
medida inversa da protegao contra a degradagao oxidativa.

3.8 Andlise de dados

As andlises para todos os dados dos ensaios antioxidantes in vitro,
serao realizadas em triplicata e os dados expressos como média (n=3) + desvio
padrdo (DP) usando a Analise de Variancia (ANOVA) sucedida pelo teste de
Tukey de comparagdes multiplas para dados com distribuicdo normal e desvios
padrées significativamente semelhantes, utilizando o programa GraphPad
Prism 6. Os valores estatisticos considerados serao aqueles com valores de p
inferiores a 0,05 (p< 0.05).

4. Resultados Esperados

A espécie C. quercifolius pode ser considerada importante para o
desenvolvimento de trabalhos na area de quimica biolégica. A partir do
desenvolvimento desse estudo tém-se como perspectiva a identificacdo de
substancias ativas que possam agir como antioxidantes naturais e dessa forma
contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas para elaboracao de
farmacos com esta atividade. Espera-se dessa forma, contribuir para o
conhecimento cientifico de plantas do semiarido nordestino a partir dos
achados dos ensaios antioxidantes, para a sua validacao cientifica na pratica
medicinal.

5. Consideragoes finais

Dessa forma, com a realizacdo desse trabalho espera-se oferecer
contribuicdo ao conhecimento quimico e biolégico da espécie C. quercifolius,
subsidiando o seu uso na pratica popular e contribuindo para o uso racional e
seguro desse recurso natural da Caatinga. A realizagdo do projeto vai propiciar



a integragdo com foco no desenvolvimento cientifico e avancar na area de
estudo com produtos naturais, identificando possiveis substancias uteis para a
farmacologia com efeitos positivos desde seu perfil quimico a sua performance
antioxidante.
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