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RESUMO

A aterosclerose e o diabetes mellitus estdo associados a oxidacdo e glicagdo da lipoproteina
de baixa densidade (LDL), processos centrais na progressao das doencas cardiometabdlicas.
Compostos naturais ricos em polifendis tém sido investigados como potenciais agentes
antioxidantes e antiglicantes. Eugenia dysenterica DC., espécie nativa do Cerrado brasileiro,
apresenta elevado teor de compostos fenolicos com reconhecida atividade biologica. O
presente estudo avaliou o efeito do extrato etandlico bruto e da fragdo acetato de etila das
folhas de Eugenia dysenterica DC. sobre a oxidagao e glicagdo da LDL humana in vitro. As
amostras foram caracterizadas por HPLC-ESI-MS/MS e quantificadas quanto a fendis totais,
flavonoides e taninos condensados. A atividade antioxidante foi avaliada por DPPH, ORAC,
FRAP e hemolise oxidativa. A oxidacdo da LDL foi induzida por Cu?*" e monitorada pela
formagao de dienos conjugados e TBARS, enquanto a glicagao foi induzida por metilglioxal,
com avaliacdo da formagao de AGEs por fluorescéncia. A fragdo acetato de etila apresentou
maior teor de compostos fenolicos (469,5 + 20,0 ng/mL) em comparacdo ao extrato bruto
(218,3 £ 29,1 pg/mL), bem como maior atividade antioxidante no ensaio DPPH (ICso = 5,94
+ 1,63 pg/mL). Nos ensaios com LDL, ambos os extratos reduziram significativamente a
oxidagdo induzida por Cu?*', com aumento do tempo de laténcia oxidativa (Tlag), sendo o
efeito mais pronunciado para a fragdo acetato de etila. Além disso, observou-se inibi¢ao
dependente da concentracdo da formacdao de AGEs, alcangcando 92,18 + 0,79% de inibicao
para a fracdo acetato de etila na maior concentracdo testada. Os resultados indicam que a
fracdo acetato de etila das folhas de Eugenia dysenterica DC. apresenta relevante atividade
antioxidante e antiglicante em modelo experimental in vitro, sugerindo potencial para

investigagdes futuras em sistemas bioldgicos mais complexos relacionados a aterosclerose.

Palavras-chave: Fugenia dysenterica DC.; antioxidante; antiglicante; LDL; aterosclerose.



ABSTRACT

Atherosclerosis and diabetes mellitus are associated with the oxidation and glycation of low-
density lipoprotein (LDL), processes that are central to the progression of cardiometabolic
diseases. Natural compounds rich in polyphenols have been investigated as potential
antioxidant and antiglycation agents. Eugenia dysenterica DC., a species native to the
Brazilian Cerrado, presents a high content of phenolic compounds with recognized
biological activity. The present study evaluated the effect of the crude ethanolic extract and
the ethyl acetate fraction from the leaves of Eugenia dysenterica DC. on the oxidation and
glycation of human LDL in vitro. The samples were characterized by HPLC-ESI-MS/MS
and quantified for total phenols, flavonoids, and condensed tannins. Antioxidant activity was
evaluated by DPPH, ORAC, FRAP, and oxidative hemolysis. LDL oxidation was induced
by Cu?** and monitored by the formation of conjugated dienes and TBARS, while glycation
was induced by methylglyoxal, with evaluation of AGE formation by fluorescence. The
ethyl acetate fraction presented a higher content of phenolic compounds (469.5 + 20.0
pg/mL) compared to the crude extract (218.3 £ 29.1 pg/mL), as well as higher antioxidant
activity in the DPPH assay (ICso = 5.94 £+ 1.63 pg/mL). In the LDL assays, both extracts
significantly reduced Cu**-induced oxidation, with an increase in oxidative lag time (Tlag),
with the effect being more pronounced for the ethyl acetate fraction. In addition,
concentration-dependent inhibition of AGE formation was observed, reaching 92.18 +
0.79% inhibition for the ethyl acetate fraction at the highest tested concentration. The results
indicate that the ethyl acetate fraction from the leaves of Eugenia dysenterica DC. presents
relevant antioxidant and antiglycation activity in an in vitro experimental model, suggesting
potential for future investigations in more complex biological systems related to

atherosclerosis.

Keywords: Eugenia dysenterica DC.; antioxidant; antiglycant; LDL; atherosclerosis.
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1. Introducao

1.1 Aterosclerose: Doenca inflamatoria e multifatorial

As doengas cronicas ndo transmissiveis representam as principais causas de morte no
mundo, sendo as doengas cardiovasculares classificadas como o grupo de maior impacto
global As doengas cardiovasculares tiveram uma estimativa de 19,8 milhdes de dbitos em
2022, o que corresponde a cerca de 32% de todas as mortes globalmente, sendo que 85%
desses casos sdo atribuidos a ataques cardiacos e acidentes vasculares cerebrais (AVC). A
carga dessa condicdo ¢ especialmente intensa em paises de baixa e média renda, onde mais
de trés quartos de todas as mortes por doengas cardiovasculares ocorrem, refletindo
desigualdades no acesso a deteccdo precoce e aos cuidados de saude. Além disso, das
aproximadamente 18 milhdoes de mortes prematuras (antes dos 70 anos) por doengas nao
transmissiveis em 2021, pelo menos 38% foram causadas por doengas cardiovasculates,
destacando o impacto substancial dessas doengas sobre populagdes em idade produtiva

(Organizagao Mundial da Satude, 2023).

Dentre as doengas cardiovasculares, a aterosclerose ¢ reconhecida como o principal
processo patoldgico subjacente a eventos como infarto agudo do miocardio e acidente
vascular cerebral. Essa doenca se desenvolve de forma silenciosa ao longo dos anos,
caracterizada pelo acimulo de lipidios, células do sistema imune e componentes da matriz
extracelular na parede arterial, culminando na formacao de placas ateromatosas (Liu et al.,

2025).

Nesse contexto, a aterosclerose ¢ atualmente reconhecida como uma doenga
multifatorial, ja4 que processos inflamatdrios, metabolicos e oxidativos interagem de forma
complexa ao longo de sua evolucdo. Paralelamente, o aumento do estresse oxidativo e
alteracdes metabolicas, como dislipidemia e hiperglicemia, intensificam a modificagdo da
LDL e amplificam a resposta inflamatoria local, contribuindo para a progressao da placa

aterosclerotica e o aumento do risco cardiovascular (Linton et al., 2019).
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1.2 Lipoproteina de baixa densidade (LDL)
1.2.1 Funcao fisiologica

A LDL desempenha um papel fisioldgico fundamental no transporte de colesterol da
circulacao sanguinea para os tecidos periféricos. O colesterol entregue por essa lipoproteina
¢ um componente estrutural essencial das membranas celulares e atua como precursor na
sintese de hormdnios esteroides, sendo, portanto, indispensavel para a manutengdo da
homeostase celular (Tomkin & Owens, 2012). Em condigdes normais, sua homeostase ¢
regulada por receptores de LDL presentes nos hepatocitos, que captam as particulas

plasmaticas e mantém o equilibrio do colesterol circulante (Poznyak et al., 2023).
1.2.2 Oxidacao da LDL

Os radicais livres, especialmente as espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo
moléculas ou atomos altamente reativos que possuem elétrons desemparelhados e sao
gerados naturalmente durante processos fisioldgicos normais, como a respirag¢do celular, a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial e reagdes enzimaticas envolvidas no metabolismo

celular (Manna & Jain, 2015).

Em condigdes fisiologicas, essas espécies desempenham fung¢des importantes na
sinalizacdo celular e na regulagao de processos bioldgicos. No entanto, o desequilibrio entre
a producdo de radicais livres e a capacidade dos sistemas antioxidantes endogenos de
neutraliza-los resulta em um estado conhecido como estresse oxidativo. Esse desbalanco
pode ser intensificado por alteragdes metabdlicas, inflamagdo cronica, hiperglicemia,
dislipidemia e redugdo das defesas antioxidantes, levando a danos oxidativos em lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, contribuindo para o desenvolvimento e progressao de diversas

doengas cronicas, incluindo as cardiovasculares (Manna & Jain, 2015).

A retencdo da LDL na parede arterial € considerada um evento inicial e determinante
no desenvolvimento da aterosclerose. Esse processo ocorre principalmente em regides
sujeitas a fluxo sanguineo turbulento e baixo estresse de cisalhamento, onde a disfuncao
endotelial favorece o aumento da permeabilidade vascular. Nessas areas, lipoproteinas
contendo apolipoproteina B, como a LDL, atravessam o endotélio e interagem com

proteoglicanos da matriz extracelular da camada intima, o que promove sua retengdo
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prolongada no espaco subendotelial (Linton et al., 2019). Durante essa retencdo, os acidos
graxos polinsaturados da lipoproteina sofrem peroxidagdo lipidica, o que desencadeia
alteracdes estruturais na LDL, tornando-a mais suscetivel a modificagdes quimicas,

aumentando significativamente seu potencial aterogé€nico (Liu et al., 2025).

A LDL modificada desempenha papel central na formagao e progressdao da placa
aterosclerdtica, uma vez que adquire propriedades pro-inflamatoérias e passa a ser
reconhecida por receptores do tipo “scavenger” presentes em macrofagos. (Linton et al.,
2019). Diferentemente da LDL nativa, a LDL oxidada ¢ internalizada de forma nao regulada,
levando ao acimulo excessivo de colesterol no interior dessas células ¢ a formagao de células
espumosas, “foam cells”, caracteristica marcante das lesdes ateroscleroticas iniciais (Figura
1). Além disso, a LDL modificada estimula a liberag¢ao de citocinas, quimiocinas e espécies
reativas de oxigénio, amplificando a resposta inflamatoria local, promovendo maior
recrutamento de células imunes e contribuindo para a progressdo da placa, instabilidade da

lesdo e aumento do risco de eventos cardiovasculares (Linton et al., 2019).

Lumen vascular
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Figura 1. Formacdo da placa aterosclerdtica. Tem inicio com a disfun¢do das células
endoteliais e a retencdo de lipoproteinas que contém apoB (LDL, VLDL e remanescentes de
apoE) no espaco subendotelial. Essas lipoproteinas retidas sofrem modificagdes, como
oxidagdo e glicacdo o que contribui para a ativagdo do endotélio. As células endoteliais
ativadas passam a expressar moléculas de adesdo (selectinas e VCAM-1), favorecendo a
migracdo de mondcitos para a intima arterial. Além disso, ocorre o recrutamento de outras
células do sistema imune. Os mondcitos diferenciam-se em macrofagos, que internalizam
lipoproteinas modificadas e se transformam em células espumosas, amplificando a resposta
inflamatoria e a progressao da lesao aterosclerotica. Fonte: Linton, 2019.
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1.2.3 Glicacao nao-enzimatica da LDL

Outro processo relevante ¢ a glicacdo ndo-enzimatica da LDL, que ocorre quando ha
exposi¢ao prolongada da lipoproteina a concentracdes elevadas de glicose, condig¢ao
caracteristica da hiperglicemia em individuos com diabetes mellitus (Wang et al., 2024). A
LDL glicada sofre algumas alteragdes estruturais, como maior rigidez da particula,
modifica¢des conformacionais na ApoB-100 e maior suscetibilidade a agregacdo. Essas
mudangas reduzem a afinidade da LDL pelos receptores classicos de LDL nos hepatocitos,
prolongando sua permanéncia na circulagdo e aumentando sua probabilidade de infiltracao

na parede arterial (Wang ef al., 2024).

A glicacdo envolve uma série de reacdes complexas, resultando nos produtos finais
de glicacdo avancada (AGEs). Este processo tem como primeira etapa a adi¢ao nucleofilica
entre um grupo amino primario presente na proteina com agtcares redutores para formar as
bases de Schiff. Em seguida, por conta de sua instabilidade, as bases de Schiff sofrem
rearranjos a fim de formar um produto com maior estabilidade, conhecido como produtos de
Amadori. Tais compostos sao convertidos por reagdes de oxidagdo e desidratagdo em
compostos dicarbonilicos. Esses compostos (glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglicosona) podem
reagir com diversas outras biomoléculas, especialmente proteinas, originando os AGEs

(Abbas et al., 2016).

A interacdo dos AGEs com seus receptores especificos (RAGEs) ativa cascatas
inflamatorias, aumentando a expressao de citocinas pro-inflamatdrias e moléculas de adesao
endotelial, fatores que agravam a disfuncio endotelial e promovem instabilidade de placas
ateroscleroticas (Liu et al., 2025). A presenga concomitante de LDL oxidada e glicada
acelera a progressdo da aterosclerose e estd fortemente associada a complicagdes

macrovasculares em pacientes diabéticos (Wang et al., 2024).

O processo de glicoxidag@o representa, portanto, uma via convergente em que a
oxidacdo da LDL ¢ amplificada pela presenca de AGEs, e a glicagdo, por sua vez, aumenta
a vulnerabilidade a oxidagdo. Estudos recentes demonstram que particulas de LDL
submetidas a glicagdo apresentam maior instabilidade estrutural, com consequente aumento
da producao de espécies reativas de oxigénio, perpetuando um ciclo de dano oxidativo (Goh

& Cooper, 2008).
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Essas modificacdes, oxidacdo e glicacdo, ndo atuam de forma isolada, mas podem
potencializar-se mutuamente, promovendo reten¢do prolongada da LDL modificada na
matriz intimal, ativagdo de receptores pro-inflamatérios e perpetuacdo da resposta
inflamatoria local. Esse ciclo refor¢a o papel central da LDL na iniciagao e progressao da

aterosclerose (Liu et al., 2025).

1.3 Estratégias de prevencio contra aterosclerose

1.3.1 Medicamentos

Existem algumas formas de tratamento por meio de farmacos que costumam ser
utilizados para casos mais graves de pacientes com hiperglicemia e dislipidemia. Agentes
antidiabéticos, como as metforminas, tém papel relevante no controle glicémico, diminuindo
a formacao de AGEs (Wang et al., 2024). As estatinas atuam por meio da inibi¢ao da enzima
HMG-CoA redutase, reduzindo a sintese hepatica de colesterol e aumentando a captagdo de
LDL pela circulagao. Além de seus efeitos hipolipemiantes, evidéncias recentes demonstram
que as estatinas, como a sinvastatina, apresentam propriedades pleiotrépicas, incluindo agdes
anti-inflamatorias e imunomoduladoras, mediadas, entre outros mecanismos, pela
modula¢do da via do receptor Toll-like 4 (TLR4), com impacto no metabolismo lipidico e
no controle glicémico (Tian & Zhang, 2026). J4 os inibidores da formacdo de AGEs, como
a aminoguanidina, mostraram resultados promissores em modelos experimentais, mas sua
aplicacdo clinica foi restringida ha um tempo, devido a efeitos adversos graves, incluindo

toxicidade hepatica e gastrointestinal (Thornalley, 2003).

1.3.2 Plantas medicinais

Entre os fatores de risco modificdveis para o desenvolvimento da aterosclerose
destacam-se dieta hipercalorica, obesidade, sedentarismo e resisténcia a insulina, condigdes
que favorecem dislipidemia e hiperglicemia. Esses disturbios metabdlicos estdo associados
ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e ao estabelecimento de um estado
de estresse oxidativo sistémico. O desequilibrio entre a gera¢do de radicais livres e a
capacidade antioxidante endogena favorece a oxidagao de biomoléculas, incluindo a LDL,

intensificando seu potencial aterogénico (Manna & Jain, 2015).
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Dessa forma, o interesse por alternativas naturais ao tratamento farmacoldgico das
complica¢des cardiovasculares tem crescido. As plantas, principalmente frutas e vegetais,
sao uma fonte abundante de compostos antioxidantes, como polifenois e flavonoides.
(Jongrungraungchok et al., 2023). Esses componentes naturais sao bem conhecidos pela alta
capacidade de neutralizar radicais livres e prevenir doencas relacionadas ao estresse
oxidativo. A incorporagdo de antioxidantes na dieta tem sido associada a muitas vantagens
a saude, como a prevengao da hiperlipidemia, obesidade, diabetes e distirbios metabolicos

relacionados (Moumou et al., 2024).

A ingestdo regular de dietas ricas em polifenois, como a dieta mediterranea, associa-
se a reducdo de LDL oxidada, melhora do perfil lipidico e menor risco cardiovascular,
reforcando a relevancia desses compostos como adjuvantes no manejo de doengas
cardiometabolicas (Zheng et al., 2024). Dessa forma, os polifenois e flavonoides emergem
como alternativas naturais promissoras para atenuar simultaneamente os processos de
oxida¢ao e glicagdo da LDL, contribuindo para a prevencao e o tratamento complementar

das doencas cardiovasculares (Liu ef al., 2025).

O Cerrado brasileiro ¢ o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando uma
area de quase 2 milhdes de km?. Em termos de diversidade bioldgica, o Cerrado brasileiro ¢
reconhecido como a savana mais rica do mundo, com 12.829 espécies de plantas nativas
(Ministério do Meio Ambiente, Brasil, 2022). Dentre os recursos vegetais com potencial
terapéutico, os frutos do bioma Cerrado podem apresentar maior teor de compostos bioativos
e maior atividade antioxidante em comparacdo com os frutos comestiveis convencionais,
muito provavelmente devido a fatores abidticos adversos que estimulam a produgdo de

compostos bioativos, especialmente antioxidantes (Justino ef al., 2020).

1.4 Eugenia dysenterica DC. como fonte de compostos bioativos

A Eugenia dysenterica DC., conhecida popularmente como cagaita, ¢ uma arvore
frutifera da familia Myrtaceae, nativa do Cerrado brasileiro (Figura 2). Pode atingir até¢ 10
metros de altura, apresenta folhas coridceas e frutos arredondados de coloragcdo amarela
quando maduros, muito apreciados pela fauna e pela populacdo local. Tradicionalmente, a
cagaita ¢ utilizada na medicina popular devido as suas propriedades laxativas, anti-

inflamatérias e no tratamento de distirbios gastrointestinais. Além disso, os frutos sdo
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consumidos in natura ou na forma de sucos, doces e licores, constituindo importante recurso

alimentar regional (Almeida ef al., 1998).

Estudos farmacolégicos ampliam esse panorama etnobotanico, demonstrando que
extratos das folhas e frutos de E. dysenterica DC. apresentam atividades bioldgicas
relevantes, incluindo agdo tripanocida, anticolinesterasica, antidiarreica, anti-helmintica,
antileucémica, antimicrobiana e antioxidante. Também foram descritos efeitos
hipoglicemiante, neuroprotetor e gastroprotetor, evidenciando o amplo espectro bioativo da
espécie (Barbosa ef al., 2025). Esse conjunto de propriedades estad relacionado a producao
de metabdlitos secundarios sintetizados pela planta em resposta a estimulos ambientais e

fisioldgicos, os quais desempenham papel fundamental em sua atividade bioldgica.

Diversos estudos confirmam a presenca de uma ampla gama de compostos fenolicos
e flavonoides em E. dysenterica DC. Entre os principais destacam-se quercetina, catequina,
rutina, miricetina, taninos condensados, acidos fendlicos (como galico e ferulico) e
carotenoides, que conferem elevada capacidade antioxidante e antiglicante a espécie. Nesse
contexto, a fracdo acetato de etila dos extratos da polpa e folhas apresentou maior
concentracdo desses compostos, mostrando forte atividade contra espécies reativas de
oxigénio e glicacdo ndo enzimatica. Ensaios de HPLC-ESI-MS/MS identificaram ainda a
presenca de derivados de kaempferol e proantocianidinas, reforcando seu potencial como

fonte de nutracéuticos (Justino et al., 2020).

Figura 2. Arvore de Eugenia dysenterica DC. (cagaita). Fonte: Cerratinga, 2020
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2. Justificativa

As doengas cardiovasculares € o diabetes mellitus representam atualmente um dos
maiores problemas de saude publica mundial, com prevaléncia crescente associada ao
envelhecimento populacional, mudancas no estilo de vida e ao aumento dos indices de
obesidade e sedentarismo. Essas condi¢des constituem um grande desafio para os sistemas
publicos de satide, ndo apenas pelos elevados custos financeiros envolvidos, mas também
pelos profundos impactos sociais € na qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares.
Os custos diretos incluem internagdes, medicamentos ¢ procedimentos médicos, enquanto
os custos indiretos refletem-se na perda de produtividade, aposentadorias precoces e

sobrecarga emocional e fisica dos familiares que convivem com pacientes cronicos.

Estima-se que o impacto econdmico global das doencas cardiovasculares ultrapasse
trilhdes de dolares anualmente, com tendéncia de crescimento continuo nas proximas
décadas, especialmente em paises em desenvolvimento, onde o acesso a terapias preventivas
e de alta complexidade ainda ¢ limitado (Bigoni et al., 2025). Nesse cenario, 0s processos
de oxidagao e glicagcdo da LDL assumem papel central, por serem mecanismos patogénicos
fundamentais na progressao da aterosclerose e de complica¢des metabodlicas relacionadas ao
diabetes. Reconhecendo a gravidade do problema, organizagdes internacionais de satde tém
enfatizado a necessidade de ampliar investimentos em pesquisas sobre terapias preventivas

e inovadoras.

Diante desse panorama, cresce a busca por alternativas naturais, especialmente
compostos de origem vegetal ricos em polifendis e flavonoides, que apresentam
comprovadas propriedades antioxidantes, antiglicantes e anti-inflamatérias. O Cerrado
brasileiro, “hotspot” de biodiversidade, destaca-se como importante reservatorio de espécies
vegetais com potencial farmacologico. Entre elas, a FEugenia dysenterica DC. ¢

tradicionalmente utilizada na medicina popular e ja possui evidéncias pré-clinicas de

atividade antioxidante, hipoglicemiante e hipolipemiante.

Apesar das evidéncias gerais sobre suas propriedades bioativas, At¢ 0 momento, ndo
ha relatos na literatura que avaliam especificamente o efeito da Eugenia dysenterica DC.
sobre a oxidagdo e a glicagdo da LDL humana in vitro, configurando uma lacuna cientifica
relevante. Assim, a presente pesquisa busca contribuir para o avango do conhecimento sobre
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terapias complementares aplicdveis ao manejo da aterosclerose e das complicagdes

metabolicas do diabetes, valorizando ao mesmo tempo a biodiversidade nacional.
3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do projeto ¢ investigar o efeito do extrato bruto e da fra¢ao acetato
de etila das folhas de Eugenia dysenterica DC. sobre os processos de oxidagao e glicagdo da
LDL humana in vitro, avaliando seu potencial antioxidante e antiglicante na prevengao de

modificacdes aterogénicas da lipoproteina.
3.2 Objetivos especificos

e C(Caracterizar o perfil fitoquimico do extrato bruto e da fragdo acetato de etila das
folhas de Eugenia dysenterica DC. por meio de HPLC acoplado a espectrometria de

massas em tandem (HPLC/ESI-MS/MS);

e Quantificar o teor de fenois totais, flavonoides e taninos condensados no extrato
bruto e na fracdo acetato de etila das folhas de Eugenia dysenterica DC. por método

espectrofotométrico;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato bruto e da fragcdo acetato de etila por meio do

ensaio de hemolise osmoética em eritrocitos humanos;

e Auvaliar o potencial antioxidante in vitro do extrato bruto e da fragao acetato de etila

utilizando os métodos DPPH, ORAC ¢ FRAP;

e Avaliar o potencial protetor do extrato bruto e da fracdo acetato de etila contra danos

oxidativos em eritrocitos, utilizando o ensaio de hemolise oxidativa;

e Avaliar o potencial antioxidante do extrato bruto e da fracdo acetato de etila na LDL
in vitro, por meio da quantificacdo da formacdo de dienos conjugados durante a

oxidacdo induzida por fons Cu*?;

e Determinar o efeito do extrato bruto ¢ da fragdo acetato de etila na inibicao da

peroxidagao lipidica da LDL, utilizando o ensaio de TBARS;
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e Auvaliar o potencial antiglicante in vitro do extrato bruto e da fragdo acetato de etila,

por meio da inibi¢ao da formagdo de AGEs na LDL.
4. Metodologia
4.1 Preparo do extrato bruto da Eugenia dysenterica DC. e das suas fracoes organicas

O extrato etanolico das folhas de Eugenia dysenterica DC., previamente obtido
conforme descrito por Justino et al. (2022), foi utilizado neste estudo. Uma aliquotade 15 g
do extrato etandlico bruto foi dissolvida em uma solugdo metanol/agua (9:1, 150 mL) e,
posteriormente, submetida a particao liquido-liquido com solventes de polaridade crescente
(4 x 200 mL cada): hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, seguindo o
procedimento descrito por Justino et al. (2020). As fragdes obtidas foram mantidas em capela
de exaustdo por trés dias para evaporagdo dos solventes e, em seguida, liofilizadas, obtendo-
se os extratos secos finais utilizados nas analises subsequentes. Para o preparo das amostras,
pesamos 10 mg do extrato bruto e da fracdo acetato de etila, depois diluimos em 1000 pL de
etanol. Posteriormente, foram armazenadas a -20° C e identificadas como estoque na

concentracao 10mg/mL.

4.2 Perfil fitoquimico do extrato bruto e da fracdo acetato de etila das folhas de E.

dysenterica DC.
4.2.1 HPLC-(-)-ESI-MS/MS

O extrato bruto (EB) e a fracdo acetato de etila (FAE) de Eugenia dysenterica DC.
foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com ionizacao por eletrospray (HPLC-ESI-MS). As analises foram realizadas em um
sistema Agilent Infinity 1260 acoplado a um espectrometro de massas de alta resolucdo
(Agilent 6520 B), utilizando agua com 0,1% de acido formico e metanol como fase movel
em gradiente de eluicdo. Os parametros de ionizagdo incluiram pressao do nebulizador de
20 psi, gas de secagem a 8 L.min"', temperatura de 220 °C e voltagem de 4,5 kV. Os
espectros MS/MS foram obtidos com energias de colisdo entre 5 e 30 eV e analisados no
software Agilent MassHunter®, com identificagdo dos compostos por comparagdo com

bibliotecas online e dados da literatura.
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4.2.2 Quantificacio de compostos antioxidantes

A andlise fitoquimica do extrato etandlico bruto (EB) e da fracdo acetato de etila
(FAE) de E. dysenterica DC. foi realizada para quantificar os teores de fendis totais,
flavonoides e taninos condensados, seguindo o procedimento descrito por Zou et al. (2011).
As leituras espectrofotométricas foram obtidas utilizando solugdes das amostras preparadas
na concentragdo de 1 mg/mL, sendo o etanol utilizado como branco em todas as

determinagoes.

4.2.2.1 Teor de fenois totais

O teor de fendis totais do extrato bruto (EB) de E. dysenterica DC. e de sua fracao
acetato de etila (FAE) foi determinado pelo método de Folin—Ciocalteu. Brevemente, as
solugdes das amostras (1 mg/mL) foram misturadas com o reagente de Folin—Ciocalteu a
10% e incubadas a 25 °C por 6 minutos. Em seguida, foi adicionada solu¢do de carbonato
de sodio (Na.COs) a 7%, e a mistura foi mantida no escuro por 2 horas a temperatura
ambiente. A absorbancia foi medida a 760 nm em leitor de microplacas (Versamax,
Molecular Devices, EUA). Os resultados foram expressos em microgramas de fenois totais

por mililitro de amostra.

4.2.2.2 Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais no extrato bruto e na fracdo acetato de etila foi
quantificado por método colorimétrico. As amostras foram incubadas no escuro com solucao
de nitrito de so6dio a 5% em agua ultrapura por 6 minutos a 25 °C. Posteriormente, foi
adicionada solucao de cloreto de aluminio (AICl:) a 10%, e a incubagao prosseguiu por mais
6 minutos sob as mesmas condi¢des. A absorbancia foi registrada a 425 nm em leitor de
microplacas (Versamax, Molecular Devices, EUA). O conteudo de flavonoides foi expresso

em microgramas de flavonoides totais por mililitro de amostra.

4.2.2.3 Teor de taninos condensados

Para a determinagdo do teor de taninos condensados no extrato bruto (EB) e na fragao
acetato de etila (FAE), as amostras foram incubadas com vanilina a 4% (diluida em metanol)

e HCI por 15 minutos a 25 °C, seguidos de mais 15 minutos de incuba¢do a mesma
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temperatura. Apds a incubagdo, a absorbancia foi medida a 500 nm em leitor de microplacas
(Versamax, Molecular Devices, EUA). A concentracao de taninos foi determinada a partir
de uma curva padrao de catequina e expressa como microgramas de taninos condensados

por mililitro de amostra.
4.3 Citotoxidade do extrato
4.3.1 Hemolise osmotica

O ensaio de hemolise osmética foi realizado, adaptando o protocolo de Kazmierczak
et al. (2024) para avaliar a estabilidade da membrana eritrocitaria sob estresse hipotonico,
sendo utilizado como medida de citotoxicidade na presenca dos extratos das folhas de
Eugenia dysenterica DC. Eritrocitos frescos (2% v/v em NaCl 0,9%) foram expostos ao
extrato etandlico bruto (EB) e a fra¢do acetato de etila (FAE) nas concentragdes de 10 a 400
pg/mL, em condig¢des isotdnicas. Apds incubacdo a 37 °C por 30 minutos, as amostras foram
centrifugadas (500 g, 10 minutos, 4 °C), e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 540
nm. A porcentagem de hemolise foi calculada em relagdo aos controles positivo (dgua

destilada) e negativo (NaCl 0,9%).
4.4 Ensaios antioxidantes

Para avaliar a capacidade antioxidante das amostras, foram realizados trés ensaios
complementares: atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio (ORAC) e poder antioxidante redutor férrico
(FRAP). Para cada ensaio, as amostras foram diluidas em etanol em concentragdes
apropriadas. O ensaio ORAC determina a capacidade da amostra em neutralizar radicais
peroxil, enquanto o método DPPH avalia sua eficiéncia em reduzir o radical DPPH a sua
forma ndo radical, hidrazina. O método FRAP avalia a capacidade doadora de elétrons da

amostra por meio da reducao de ions férricos (Fe**) a ions ferrosos (Fe?").
4.4.1 DPPH

A atividade antioxidante das amostras foi determinada pelo método de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), adaptado de Pires et al. (2017). O extrato

etandlico (EB) e sua fragao acetato de etila (FAE) foram preparados em concentragao inicial
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de 100 pg/mL, seguida de diluigdes seriadas decimais até 0,78 pg/mL, a fim de estimar o
valor de ECso. Cada amostra foi misturada com uma solu¢do de DPPH a 80 uM (dissolvida
em metanol) e incubada por 30 minutos, protegida da luz. Apds a incubagao, a absorbancia
foi medida a 517 nm em leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices, EUA). A

porcentagem de atividade sequestradora do radical foi calculada pela seguinte equacao:

(Acontrol - Asumple) % 100

DPPH Scavenging (%) = @ L — Apran)
contro an

onde Acontrore cOrresponde a absorbancia da solugdo de DPPH em metanol,
Agmostratepresenta a absorbancia da mistura DPPH-amostra, € Ap,qncorefere-se a
absorbancia da amostra diluida em metanol sem DPPH. O acido galico (AG) foi utilizado

como controle positivo.
4.4.2 ORAC

O extrato bruto (EB) e a fragdo acetato de etila (FAE) foram combinadas com
fluoresceina a 0,085 mM e 2,2'-azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) a 153
mM, ambos preparados em tampao fosfato 75 mM (pH 7,4). O ensaio foi realizado com um
estoque de amostras a 1 mg/mL. A fluorescéncia foi monitorada com excitagdo em 485 nm
e emissdo em 528 nm por 90 minutos a 37 °C, utilizando leitor de microplacas (EnSpire,
PerkinElmer, EUA). A capacidade antioxidante foi calculada a partir de curva padrido de
Trolox e expressa em pumol equivalentes de Trolox por grama de amostra (umol TE/g). O

acido galico (AG) foi utilizado como controle positivo (Prior et al., 2003).
4.4.3 FRAP

O extrato bruto (EB) e a fracdo acetato de etila (FAE) de E. dysenterica DC. foram
misturados ao reagente FRAP, composto por tampao acetato de s6dio 300 mM (pH 3.,6),
TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) a 10 mM e cloreto férrico a 20 mM, combinados na
propor¢ao 10:1:1 (v/v/v) (Benzie et al., 1996). O ensaio foi realizado a partir de um estoque
de amostras a 1 mg/mL. As misturas foram incubadas por 6 minutos a 37 °C, e a absorbancia
foi registrada a 593 nm em leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices, EUA).
Uma curva padrao de Trolox foi utilizada para expressar os resultados como pmol
equivalentes de Trolox por grama de amostra (umol TE/g). A quercetina (QE) foi utilizada
como controle positivo.
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4.4.4 Hemolise oxidativa

O ensaio de hemolise oxidativa foi realizado para avaliar o potencial protetor do
extrato etanolico bruto (EB) e da fracao acetato de etila (FAE) de Eugenia dysenterica DC.
contra danos oxidativos @ membrana eritrocitaria, conforme metodologia descrita por Zhao
et al. (2013), com modificagdes. Eritrocitos humanos foram isolados, lavados e
ressuspendidos em PBS 1x (pH 7,4) para obtencdo de uma suspensdo a 20% (v/v). As
amostras, em diferentes concentragdes (10, 50, 100, 200 e 400 pg/mL), foram pré-incubadas
com a suspensdo de eritrocitos por 20 minutos a 37 °C, seguidas da adi¢ao do agente oxidante
2,2'-azobis(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) para indu¢ao do estresse oxidativo.
Apds incubagdo por 2 horas a 37 °C, as amostras foram diluidas em PBS, centrifugadas
(1.500 x g, 10 minutos), e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 540 nm. Utilizou-se
acetilcisteina (2 mM) e acido ascorbico (1,5 mM) como controles positivos. A porcentagem

de hemolise foi calculada em relacdo aos controles positivo (AAPH) e negativo (PBS).
4.5 Isolamento da LDL

Para o isolamento da LDL, foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue
periférico de um voluntario saudavel, ndo fumante, em tubos vacutainer contendo heparina.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Uberlandia (CEP/UFU), sob CAAE n° 16600619.9.0000.5152, Parecer Consubstanciado n°
3.626.918, e conduzido em conformidade com as normas €ticas vigentes para pesquisas

envolvendo seres humanos.

As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, a 4 °C, por 10 minutos, para obtencao
do plasma. Em seguida, o plasma foi cuidadosamente coletado e acrescido de inibidores de
protedlise e oxidagdo, incluindo aprotinina, benzamidina (2 mM), PMSF (0,5 mM) diluido
em DMSO, além de uma solugdo conservante composta por azida sodica a 5%, EDTA a 5%
e cloranfenicol a 0,1%. Para ajuste da densidade, foi adicionada solucdo de brometo de

potassio (KBr).

Posteriormente, aliquotas de 3 mL do plasma foram transferidas para tubos de
polipropileno com volume final de 10 mL, sobre os quais foi cuidadosamente adicionada
solucdao de KBr com densidade 1,006 até completar o volume total, formando um gradiente

descontinuo de densidade com duas camadas. Os tubos foram equilibrados e submetidos a
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ultracentrifugacdo a 40.000 rpm, por 2 horas, a 4 °C, para a separagdo das lipoproteinas.
Apos esse processo, a fracdo correspondente 8 LDL foi coletada e submetida a didlise contra
tampao fosfato (PBS) 20 mM, pH 7,4, por 72 horas, a 20 °C, com trocas do tampao a cada
24 horas. Ao final, a amostra foi filtrada e armazenada sob refrigeracdo, em recipiente

protegido da luz, conforme descrito por Chung et al. (1986).

4.6 Potencial antioxidante na LDL in vitro

A oxidacdo da LDL foi induzida pela incubag@o com sulfato de cobre (II) a 5 uM por
2 horas a 37 °C, sendo monitorada espectrofotometricamente a 234 nm a cada 2 minutos
(Gieseg & Esterbauer, 1994). A formacao de dienos conjugados foi utilizada para avaliar a
cinética da oxidagdo, com énfase na determinagdo do tempo de resisténcia a oxidagao (T-
lag). O efeito antioxidante do extrato etanolico bruto (EB) e da fracdo acetato de etila (FAE)
foi avaliado nas concentracdes de 0,5, 1 e 2 pg/mL, por comparagdo com os controles de
LDL nativa e oxidada, utilizando quercetina como antioxidante de referéncia. Ao final do

ensaio, os produtos da peroxidagdo lipidica foram quantificados pelo método de TBARS.

4.7 TBARS

A peroxidacdo lipidica nas amostras de LDL foi avaliada pelo método das substancias
reativas ao 4acido tiobarbitirico (TBARS). Brevemente, 200 pL. da amostra de LDL foram
misturados a 300 pL de agua destilada e 500 pL de acido tricloroacético (TCA) a 20%, seguido
de centrifugacao (10.000 x g, por 6 min, a 4 °C). O sobrenadante obtido foi entdo reagido com
o reagente de TBA (0,67% de TBA, 0,5 M de HCl e 50 mM de BHT). A mistura foi aquecida
a 100 °C por 15 min, resfriada, centrifugada, e 200 pL do sobrenadante foram utilizados para
leitura das absorbancias em 532 e 600 nm em espectrofotometro EnSpire (PerkinElmer, EUA).
Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeido (MDA) por mg de proteina (Buege

& Aust, 1978).

4.8 Potencial antiglicante na LDL in vitro

A formagdo de AGEs foi monitorada por fluorescéncia utilizando comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo adequados (Aex/Aem), com leituras realizadas ao longo do periodo
experimental em leitor de microplacas (EnSpire, PerkinElmer, EUA). A porcentagem de

inibi¢do da glicacao foi calculada a partir da variagao da fluorescéncia das amostras em relagao
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aos controles, considerando os valores iniciais e finais de incubacdo. Apds o periodo de
incubacao, a peroxidagao lipidica associada a LDL foi adicionalmente avaliada pelo método

de TBARS.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio-padrdo (DP). Para a
comparagdo entre trés ou mais grupos experimentais, utilizou-se a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste post hoc de Tukey para a realizagdo de comparagdes
multiplas. Nas analises envolvendo apenas dois grupos, aplicou-se o teste t de Student. Foram
consideradas estatisticamente significativas as diferengas que apresentaram valores de p <
0,05. Todas as analises estatisticas, bem como a construgdo dos graficos, foram realizadas com

o auxilio do software GraphPad Prism, versdo 8.0.

5. Resultados

5.1 Analise de HPLC-ESI-MS/MS do extrato bruto e da fracio acetato de etila das folhas
de Eugenia dysenterica DC.

A mistura botanica complexa, composta pelo extrato etandlico das folhas de Eugenia
dysenterica DC. e pela fracdo acetato de etila, foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem (HPLC-ESI-MS/MS). A
identificacdo dos compostos foi realizada por meio da comparagao dos tempos de retencao,
massas exatas, formulas moleculares propostas e padrdes de fragmentagdo obtidos com

dados descritos na literatura e, quando aplicavel, com padrdes de referéncia.

Os cromatogramas representativo do extrato bruto e da fracdo acetato de etila sdo
apresentados nas Figuras 3A e 3B, respectivamente, enquanto a identificagdo dos compostos
detectados encontra-se detalhada na Tabela 1. A andlise revelou um perfil quimico
caracterizado predominantemente pela presenca de acidos fendlicos, flavonoides e taninos

condensados, classes reconhecidas por suas atividades antioxidante e antiglicante.

Entre os compostos identificados, destacam-se o acido quinico (1) e o acido galico
(2), detectados tanto no extrato etanolico quanto na fragao acetato de etila, indicando ampla
distribuicdo desses acidos fenolicos nas amostras analisadas. Flavonoides como catequina

(4) e derivados, incluindo (epi)-catequina-(epi)-catequina (3), (epi)-catequina galato (6) € o
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dimero de procianidina monogalato (5), foram identificados principalmente na fragdo acetato
de etila, sugerindo maior afinidade desses compostos por solventes de polaridade

intermediaria.

Além disso, foram identificados diversos derivados glicosilados da quercetina, como
quercetina-galoil-glicosideo (7), quercetina-pentosideo 1 e II (8a e 8b), quercetina-
ramnosideo (9) e quercetina-galoil-pentosideo (10), presentes tanto no EB quanto na FAE.
A presenca desses flavonoides glicosilados refor¢a o potencial bioativo das folhas de E.
dysenterica DC., uma vez que tais compostos estao frequentemente associados a capacidade

antioxidante, a inibi¢ao de processos oxidativos e a modulagao da glicacdo de biomoléculas.

De modo geral, o perfil fitoquimico obtido por HPLC-ESI-MS/MS evidencia a
riqueza fenolica do extrato etanolico e da fracao acetato de etila de Eugenia dysenterica DC.,
corroborando estudos prévios e fornecendo suporte quimico para os efeitos antioxidantes e
antiglicantes observados nos ensaios biologicos realizados neste trabalho (Justino et al.,

2020; Justino et al., 2022).
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Figura 3. Cromatograma do extrato bruto (a) e da fragdo acetato de etila (b) das folhas de
E. dysenterica DC. (1) acido quinico, TR (tempo de retenc¢do) 0,47 min; (2) acido galico, TR
0,77 min; (3) (epi)-catequina-(epi)-catequina, TR 1,78 min; (4) catequina, TR 2,42 min; (5)
dimero de procianidina monogalato, TR 3,42 min; (6) (epi)-catequina galato, TR 4,38 min;
(7) quercetina-galoil-glicosideo, TR 4,88 min; (8a) quercetina-pentosideo I, TR 5,44 min;
(8b) quercetina-pentosideo I, TR 5,60 min; (9) quercetina-ramnosideo, TR 5,70 e (10)
quercetina-galoil-pentosideo, TR 6,30 min.
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Tabela 1. Composic¢ao quimica do extrato bruto e da fragdo acetato de etila das folhas de E. dysenterica DC. HPLC-(-)-ESI-MS/MS

Massa
tr (min) [M-H]” Férmula molecular MS? Fragmentos Compostos Amostra Referéncias
molecular

0.47 191.0554 C7H 1206 191.0561 172,203, 125 Acido quinico (1) EB, FAE Silva et al., 2025

0.77 169.0132 C7HeOs 169.0137 125,79 Acido galico (2)  EB, FAE Justino et al., 2020
(epi)-catequina-

1.78 577.1355 C30H26012 577.1351 407, 339, 289, 245, 125 (epi)-catequina FAE Justino et al., 2022
3)

2.42 289.0720 CisH1406 289.0718 245,203, 125 Catequina (4) EB, FAE Silva et al., 2025
Dimero

3.42 729.1454 C37H30016 729.1461 577,407,289, 125 monogalato FAE Justino et al., 2022
procianidina(5)

3.65 167.0371 - - 108, 91 n.a EB, FAE -
(epi)-galato

4.38 441.0837 C22H17010 441.0827 289,245,169, 125 i EB, FAE Jin et al., 2020
catequina (6)
Quercetina-

4.88 615.0978 CasH23016 615.0986 463, 300, 271 galoil-glicosideo  EB, FAE Justino et al., 2020
(7
Quercetina-

5.44 433.0783 C20H13011 433.0776 300, 271 EB, FAE Justino et al., 2020
pentosideo I (8a)
Quercetina-

5.60 433.0789 Ca0Hi1301, 433.0776 300,271 EB, FAE Justino et al., 2020
pentosideo 11 (8b)
Quercetina-

5.70 447.0931 C21H2001 447.0932 300, 151 EB, FAE Justino et al., 2020
ramnosideo (9)
Quercetina-

Saldanha; Vilegas;
6.30 585.0887 C27H22015 585.0886 433,301, 283 galoil-pentosideo  EB, FAE

(10)

Dokkedal, 2013
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Tabela 1. Composicao quimica do extrato bruto e da fragdo acetato de etila das folhas de E. dysenterica DC. HPLC-(—)-ESI-MS/MS

tr (min) [M-H]” Férmula molecular r:ls::ular MS? Fragmentos Compostos Amostra Referéncias
8.19 293.1784 - - 221,192, 148 n.a EB, FAE -
9.88 283.1743 212,148,114 n.a FAE

10.06 419.2470 - - 401, 333, 289, 235, 166, 125 n.a EB -
10.43 325.2214 279,163,107 n.a FAE

10.79 385.2412 - - 341,301,235, 125 n.a EB -
10.81 367.2684 288,205,177, 121 n.a FAE

11.06 387.2566 - - 343,303,261, 125 n.a EB, FAE -
11.16 401.2725 - - 357,303,263, 193, 139 n.a EB, FAE -
11.27 389.2729 - - 345, 305, 249, 208 n.a EB, FAE -
11.41 403.2888 - - 325,252,214, 177,110 n.a EB -
11.62 391.2887 - - 347,287,221, 85 n.a EB -

tr: Tempo de retengdo; n.a:

Nao anotado; EB: extrato bruto; FAE: fracdo acetato de etila.
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5.2 Propriedades fitoquimicas - Fenois totais, flavonoides e taninos condensados

A andlise fitoquimica das folhas de Eugenia dysenterica DC. demonstrou que tanto
o EB quanto a FAE apresentam elevado contetido de compostos fendlicos, incluindo

flavonoides e taninos condensados, evidenciando o potencial antioxidante dessas amostras.

O teor de fendis totais, expresso em micrograma de fenois totais por mililitro de
amostra (ug/mL), foi significativamente maior na FAE quando comparado ao EB. O EB
apresentou um contetdo de 218,3 + 29,1 pg/mL, enquanto a FAE alcancou 469,5 + 20,0

pg/mL, conforme ilustrado na Figura 4A.

Em relagdo aos flavonoides totais, quantificados em micrograma de flavonoides
totais por mililitro de amostra (ug/mL), observou-se novamente uma maior concentragao na
FAE. Os valores obtidos foram 398,4 = 57,1 pg/mL para o EB e 526,2 &+ 13,9 pg/mL para a

FAE, como apresentado na Figura 4B.

Quanto aos taninos condensados, expressos em micrograma de taninos condensados
por mililitro de amostra (ug/mL), a FAE também apresentou valores superiores aos do
extrato bruto. O EB exibiu um teor de 184,3 + 14,8 pg/mL, enquanto a FAE apresentou
301,2 £ 15,2 pg/mL, conforme demonstrado na Figura 4C.

De maneira geral, os resultados indicam que o fracionamento em acetato de etila
favoreceu o enriquecimento dos compostos antioxidantes, especialmente flavonoides e

taninos condensados.
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Figura 4. Teor de compostos antioxidantes do extrato bruto etanolico (EB) e da fracdo em
acetato de etila (FAE) das folhas de Eugenia dysenterica DC. Fenois totais (A), flavonoides
(B) e taninos condensados (C). Os dados sdo apresentados como média + desvio-padrdo. As
comparagdes entre os grupos foram realizadas por meio do teste t de Student. O simbolo (*)
indica diferencga estatisticamente significativa entre os grupos analisados (p < 0,05).

5.3 Auséncia de citotoxicidade do extrato bruto e da fracao acetato de etila por hemolise
osmotica

O ensaio de hemolise osmotica demonstrou que tanto o extrato etanolico bruto quanto
a fragdo em acetato de etila das folhas de Eugenia dysenterica DC. ndo induziram hemolise
eritrocitaria nas concentragdes avaliadas (10 a 400 pg/mL). Em todas as condigoes testadas,
a porcentagem de hemolise permaneceu em 0%, indicando auséncia de efeito citotoxico
sobre a membrana eritrocitaria, quando comparados ao controle negativo (NaCl 0,9%). O

controle positivo (a4gua destilada) apresentou hemolise completa, validando o ensaio.

5.4 Propriedade antioxidante do extrato bruto e da fracio em acetato de etila de E.
dysenterica DC. avaliada por diferentes ensaios in vitro

A atividade antioxidante do extrato bruto etandlico (EB) e da fragdo em acetato de
etila (FAE) das folhas de Eugenia dysenterica DC. foi avaliada por diferentes métodos in
vitro, incluindo os ensaios de DPPH, ORAC, FRAP e hemolise oxidativa, cujos resultados

estdo apresentados na Figura 5.

A atividade sequestradora de radicais livres foi ainda avaliada pelo ensaio de DPPH
(Figura S5A). A FAE apresentou menor valor de ICso (5,94 + 1,63 ng/mL) em comparagao

ao EB (13,59 + 4,92 pg/mL), indicando maior eficiéncia antioxidante da fracdo em acetato
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de etila. Conforme esperado, o 4cido galico apresentou o menor ICso (1,99 + 0,82 pg/mL),

confirmando sua elevada atividade antioxidante.

No ensaio ORAC (Figura 5B), ambos os extratos apresentaram capacidades
antioxidantes semelhantes ao padrio acido galico, sem diferenga significativa entre os
grupos (p > 0,05). Os valores médios obtidos foram 54,53 + 1,98 uM Trolox eq/g para o EB,
54,58 £ 1,27 uM Trolox eq/g para a FAE e 53,29 +£2,53 uM Trolox eq/g para o acido galico,

demonstrando elevada capacidade de sequestro de radicais peroxil por ambas as amostras.

No ensaio de capacidade antioxidante total determinado pelo método FRAP (Figura
5C), o extrato bruto (EB) apresentou menor poder redutor, com valor de 708,7 + 48,9 uM
equivalentes de Trolox por grama, indicando capacidade inferior de doagdo de elétrons
quando comparado a fracao acetato de etila. Em contraste, a fragao acetato de etila (FAE)
exibiu a maior atividade redutora entre as amostras analisadas, com valor médio de 884,6 +
74,6 uM Trolox eq/g, evidenciando maior eficiéncia na reducdo do ion férrico. Ambas as
amostras demonstraram desempenho superior ao do controle positivo, a quercetina, que

apresentou valor de 444,9 + 7.3 uM Trolox eq/g.

De forma complementar, o efeito antioxidante dos extratos foi avaliado por meio do
ensaio de hemolise oxidativa, que investiga a capacidade das amostras em proteger a
membrana eritrocitdria contra danos induzidos por estresse oxidativo. Como mostrado na
Tabela 2, os resultados demonstraram que tanto o EB quanto a FAE apresentaram boa
protecao contra hemolise oxidativa, especialmente nas concentragdes mais elevadas. O EB
apresentou percentuais de hemolise de 15%, 1% e 0% nas concentracdes de 50, 100 e 200
pg/mL, respectivamente. De maneira semelhante, a FAE apresentou 13%, 0% e 0% de
hemolise nas mesmas concentragdes. Os controles antioxidantes, N-acetilcisteina e acido
ascorbico, apresentaram hemolise de 3% e 0%, respectivamente, corroborando a capacidade

protetora observada para os extratos.

De forma geral, os resultados obtidos pelos diferentes métodos indicam que a fragao
em acetato de etila apresenta o maior potencial antioxidante, evidenciado de maneira
consistente pelos ensaios quimicos e biologico, reforcando seu papel como uma fonte

promissora de compostos antioxidantes derivados das folhas de Eugenia dysenterica DC.
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Figura 5. Atividade antioxidante do extrato bruto etanélico (EB) e da fracdo em acetato de
etila (FAE) das folhas de Eugenia dysenterica DC., avaliada pelos ensaios DPPH (A), ORAC
(B) e FRAP (C). Diferengas estatisticamente significativas foram observadas no ensaio DPPH
entre o extrato bruto e o acido galico, e no ensaio FRAP entre a FAE e a quercetina. Os dados
sao apresentados como média + desvio padrdo, sendo consideradas significativas as diferengas
com p < 0,05, indicado por asterisco (*).

35



Tabela 2. Efeito do extrato bruto etandlico e da fracdo em acetato de etila das folhas de Eugenia
dysenterica DC. sobre a hemolise oxidativa de eritrocitos humanos.

Amostra / Grupo Concentraciao (ng/mL) Hemodlise (%)
PBS + Hemoglobina (Branco) — 0
H>0 + Hemoglobina (+) — 100
N-Acetilcisteina 326 3
Acido ascérbico 264 0
50 15
Extrato bruto 100 1
200 0
50 13
Acetato de etila 100 0
200 0

Fonte: Autor.

5.5 Avaliacao do efeito antioxidante do extrato bruto e da fracdo em acetato de etila de
Eugenia dysenterica DC. na cinética de oxidacio da LDL in vitro e no tempo de laténcia
oxidativa

A oxidagdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi monitorada por meio da
formacdo de dienos conjugados, acompanhada pela variagdo da absorbancia a 234 nm ao
longo do tempo, conforme apresentado na Figura 6A. O grupo controle oxidado (LDLox)
apresentou um aumento acentuado e continuo da absorbancia, caracteristico da fase de
propagagdo da oxidagdo lipidica, indicando rapida formagdo de produtos primdrios da

oxidacao.

Na presenca dos tratamentos antioxidantes, observou-se uma redu¢do na taxa de
formacao de dienos conjugados, evidenciada pelo atraso no inicio da fase de propagagao da
oxida¢do. O padrdo quercetina (QE) apresentou o maior efeito protetor, seguido pela fragao
em acetato de etila (FAE) e pelo extrato bruto etandlico (EB), os quais retardaram de maneira

significativa a oxida¢ao da LDL quando comparados ao grupo LDLox.

A andlise quantitativa desse efeito protetor foi expressa pelo tempo de laténcia
(Tlag), que corresponde ao intervalo no qual a LDL permanece protegida da oxidagao antes
do inicio da fase de propagagdo. Conforme demonstrado na Figura 6B, o grupo LDLox
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apresentou o menor valor de Tlag (58 + 4,0 minutos), refletindo baixa resisténcia a oxidacao.
Em contraste, a presenca da quercetina resultou no maior tempo de laténcia (91 + 7,0

minutos), confirmando seu elevado potencial antioxidante.

O extrato bruto (EB) e a fracdo em acetato de etila (FAE) apresentaram valores
intermediarios de Tlag, com médias aproximadas de 75,5 + 1,5 minutos para o EB e 82,5 +
2,5 minutos para a FAE, indicando que ambos os tratamentos foram capazes de prolongar
significativamente o tempo de protegao da LDL contra a oxidagao, quando comparados ao
controle oxidado. A FAE apresentou desempenho superior ao extrato bruto, sugerindo maior

concentragdo de compostos bioativos responsaveis pela atividade antioxidante.

De forma geral, os resultados do monitoramento da formag¢do de dienos conjugados
corroboram os dados de Tlag, demonstrando que o aumento do tempo de laténcia esta
diretamente associado a capacidade antioxidante dos extratos em retardar a oxidacao lipidica
da LDL, reforcando o potencial protetor da fracdo em acetato de etila frente aos processos

oxidativos envolvidos na aterogénese.
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Figura 6. Monitoramento da oxidagdo da LDL por meio da formagao de dienos conjugados
e tempo de laténcia (Tlag). (A) Curvas representativas da formacao de dienos conjugados,
acompanhadas por absorbancia a 234 nm, para LDLox na auséncia e na presenca do EB,
FAE e QE. (B) Tempo de laténcia (Tlag), expresso em minutos, indicando o periodo de
protecdo da LDL contra a oxidacdo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao
e as diferencas estatisticas estdo representadas por letras diferentes.
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5.6 Propriedade antiglicante e protecio da LDL contra glicoxidacdo induzida por
metilglioxal

Os resultados demonstraram que o extrato bruto etanolico e a fragdo em acetato de
etila foram capazes de inibir a formagdo de AGEs de maneira dependente da concentragdo

(50, 100 e 150 pg/mL), como mostrado na Figura 7.

A FAE apresentou o maior potencial antiglicante, atingindo 92,18 + 0,795% de
inibi¢do na concentracao de 150 ug/mL, seguida pelo extrato bruto, que apresentou 76,96 +
5,3% de inibigdo na mesma concentragdo. A quercetina, utilizada como controle positivo,

apresentou menores percentuais de inibi¢ao em todas as concentracdes testadas.

Diferencas estatisticamente significativas foram observadas entre a FAE ¢ a QE na
concentragao de 100 ug/mL (p < 0,05), bem como entre ambos os extratos (FAE e EB) e a
quercetina na concentragdo de 150 pg/mL (p < 0,05), evidenciando maior efeito da fragdo
em acetato de etila e, em menor extensdo, do extrato bruto, na prevencao da glicagdo da

LDL.

De maneira geral, esses resultados demonstram que os extratos de FEugenia
dysenterica DC., especialmente a fracdo em acetato de etila, apresentam elevada capacidade

antiglicante associada a atividade antioxidante.
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Figura 7. Avaliagdo da atividade antiglicante do EB e da FAE de Eugenia dysenterica DC.
no modelo LDL/MGO apo6s 72 h de incubagdo. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de inibicdo da formacao de produtos finais de glicagdo avancada (AGEs) nas
concentracoes de 50, 100 e 150 pg/mL. A quercetina foi utilizada como controle positivo.
As diferencas estatisticamente significativas estdo indicadas por letras diferentes,
considerando p < 0,05.
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5.7 Capacidade de inibicao da peroxidacao lipidica analisada apos o ensaio de oxidacao
e glicacdo de LDL in vitro

A peroxidagao lipidica da LDL foi avaliada pelo método de TBARS apos processos
de oxidagao (Figura 8A) e glicacao induzida por metilglioxal (MGO) (Figura 8B).

No ensaio de oxida¢ao da LDL (Fig. 7A), a LDL oxidada apresentou os maiores niveis
de malondialdeido (MDA) (5,793 + 0,316 nmol MDA/mL), confirmando a intensa
peroxidacao lipidica . Em contraste, todos os tratamentos avaliados — LDL nativa (0,907 +
0,141 nmol MDA/mL), extrato bruto (3,224 + 0,543 nmol MDA/mL), fracdo em acetato de
etila (2,483 + 0,410 nmol MDA/mL) e quercetina (2,360 £ 0,200 nmol MDA/mL) —
apresentaram reducao significativa nos niveis de MDA quando comparados a LDL oxidada
(p < 0,05). Entre os tratamentos, a FAE demonstrou melhor capacidade de inibi¢do da
peroxidacdo lipidica, sem diferenca significativa com a quercetina (p > 0,05), evidenciando

efeito antioxidante relevante na protecdo da LDL frente ao processo oxidativo.

Na avaliagdo da peroxidagao lipidica associada a glicagdo da LDL por MGO (Fig. 7B),
a LDL glicada apresentou niveis elevados de MDA (0,685 = 0,051 nmol MDA/mL),
indicando intenso dano oxidativo decorrente do estresse glicoxidativo. A LDL nativa exibiu
valores significativamente menores (0,210 + 0,042 nmol MDA/mL) (p < 0,05), confirmando
sua estabilidade basal. O tratamento com o extrato bruto (EB) e a fragdo acetato de etila
(FAE), nas concentracdes de 50, 100 e 150 pg/mL, promoveu redugdo significativa dos
niveis de MDA em comparag¢do a LDL glicada (p < 0,05), evidenciando efeito protetor
dependente da concentragdo. Para o EB, os valores observados foram 0,5208 + 0,0567 nmol
MDA/mL; 0,490 + 0,057 nmol MDA/mL e 0,406 &+ 0,007 nmol MDA/mL nas concentragdes
de 50, 100 e 150 pg/mL, respectivamente. J4 a FAE apresentou valores de 0,441 + 0,057
nmol MDA/mL; 0,408 = 0,010 nmol MDA/mL e 0,326 + 0,007 nmol MDA/mL nas mesmas
concentracdes, demonstrando maior eficacia na reducdo da peroxidagdo lipidica,
especialmente na concentragdo de 150 pg/mL. De modo geral, a FAE apresentou maior
eficacia na reducdo da peroxidacao lipidica sob condigdes glicoxidativas, especialmente nas

maiores concentragdes, reforcando sua superior atividade antioxidante nesse modelo.
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Esses resultados corroboram os achados dos ensaios antioxidantes e antiglicantes,
indicando que os extratos de Eugenia dysenterica DC., particularmente a fragdo em acetato

de etila, exercem efeito protetor significativo contra a oxidagao e glicagdo da LDL.
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Figura 8. Inibicao da peroxidacgdo lipidica da LDL apds oxidagdo e glicagdo in vitro. (A)
Niveis de MDA determinados por TBARS apos oxidacdo da LDL. EB, FAE e quercetina
reduziram significativamente a peroxidacao lipidica em comparacdo a LDL oxidada (p <
0,05), com destaque para a FAE, que apresentou efeito semelhante ao da quercetina. (B)
Niveis de MDA ap6s glicagdao da LDL induzida por MGO. EB e FAE (50, 100 e 150 pg/mL)
reduziram significativamente o MDA em relagdo a LDL glicada (p < 0,05), demonstrando
efeito dependente da concentracdo. A FAE apresentou maior eficicia, especialmente na
maior concentragao.

6. Discussio

O presente estudo avaliou de forma abrangente o potencial antioxidante e antiglicante
do extrato etandlico bruto e da fracdo em acetato de etila obtidos das folhas de Eugenia
dysenterica DC., com énfase na capacidade desses extratos em proteger a lipoproteina de
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baixa densidade (LDL) contra processos oxidativos e glicativos associados ao
desenvolvimento da aterogé€nese. A escolha desses extratos foi fundamentada em evidéncias
fitoquimicas e farmacologicas prévias, que demonstraram que o extrato etanolico bruto e a
fragdo em acetato de etila de Eugenia. dysenterica DC. apresentam as maiores concentragoes
de compostos fendlicos e flavonoides, além de exibirem atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias superiores quando comparadas a outras fragdes (Justino et al., 2022). Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo aprofundar a compreensdao dos mecanismos
envolvidos nessas bioatividades e validar seus efeitos por meio de diferentes ensaios

antioxidantes, antiglicantes e de prote¢ao da LDL in vitro.

A andlise quantitativa demonstrou que o extrato bruto e, sobretudo, a fragdo em
acetato de etila apresentaram elevados teores de fenodis totais, flavonoides e taninos,
corroborados pela caracterizagdo quimica por HPLC-ESI-MS/MS. A maior concentragao
desses compostos bioativos na fragdo organica coincide com os melhores resultados obtidos
nos ensaios antioxidantes. Essa relagdo entre teor fenolico ¢ atividade antioxidante também
foi descrita para outras espécies do género Eugenia, como E. jambolana, cujos extratos com
maior concentragdo de fenois apresentaram maior capacidade de sequestro de radicais livres
e atividade redutora (Yadav et al., 2014), e E. uniflora, na qual amostras ricas em polifendis,
incluindo 4cido galico, exibiram atividade antioxidante nos ensaios DPPH e ABTS
(Gongalves et al., 2025). Nesse contexto, os resultados obtidos no presente estudo sugerem
que a atividade antioxidante observada para E. dysenterica DC. pode estar relacionada a
presenca de acidos fendlicos, flavonoides e taninos, especialmente concentrados na fragdao

acetato de etila.

A capacidade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH, FRAP e ORAC confirmou
o elevado potencial redutor e sequestrador de radicais livres dos extratos, com destaque para
a fracdo em acetato de etila, que apresentou o melhor desempenho global. A concordancia
entre as trés metodologias indica que os efeitos antioxidantes observados nao se restringem
a um Unico mecanismo de acdo, envolvendo processos de transferéncia de elétrons, doagao
de hidrogénio e capacidade redutora total (Borges et al., 2024). Esse padrao € consistente
com os achados de Justino et al. (2022), que relataram valores significativamente menores
de ICso no ensaio de DPPH e maiores equivalentes de Trolox no ensaio de FRAP para a
fracdo em acetato de etila de Eugenia dysenterica DC. em comparagdo com outras fragdes.

De forma complementar aos ensaios quimicos, o modelo de hemdlise oxidativa, baseado na
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geracdo de radicais peroxil, demonstrou que tanto o extrato bruto quanto a fragao acetato de
etila foram capazes de reduzir significativamente a hemolise induzida por estresse oxidativo.
Esses resultados indicam que os extratos também exercem efeito protetor em sistemas
biologicos, preservando a integridade da membrana eritrocitéria e reforcando sua capacidade
de neutralizar espécies reativas e prevenir danos oxidativos a estruturas lipidicas. Dessa
forma, os resultados obtidos no presente estudo refor¢am o robusto potencial antioxidante

dessa espécie e validam sua eficacia previamente descrita.

No modelo experimental de oxidagdo da LDL induzida por Cu?*, a redugdo
significativa da formagao de malondialdeido (MDA) e o prolongamento do lag time (Tlag)
observados no presente estudo sugerem que o extrato de Eugenia dysenterica DC. é capaz
de modular tanto as etapas iniciais quanto as propagativas da peroxidacao lipidica. A redug¢ao
significativa da formacdo de MDA e o prolongamento do “lag time” (Tlag) observados no
presente estudo refor¢cam a capacidade de Eugenia dysenterica DC. em modular etapas
iniciais e propagativas da peroxidagdo lipidica da LDL. A oxidacdo dessa lipoproteina ¢é
reconhecida como evento central na fisiopatologia da aterosclerose, uma vez que a LDL
oxidada apresenta maior afinidade por receptores “scavenger” em macrofagos, favorecendo
a formacao de células espumosas e a progressao da lesdo aterosclerética (Niki, 2018; Peters
et al., 2020). O prolongamento da fase de laténcia observado indica que as amostras
provavelmente atuam nas etapas iniciais da oxidagcdo da LDL, interferindo na formacao dos
primeiros radicais livres. Esse efeito ¢ especialmente relevante em sistemas nos quais a
oxidagdo ¢ desencadeada por metais de transicdo, como o Cu?', que catalisam a geracao de

espécies reativas capazes de iniciar a peroxidagao lipidica (Dos Santos et al., 2018).

O melhor desempenho observado para a fragdo acetato de etila pode estar relacionado
ao enriquecimento em compostos fendlicos de polaridade intermediaria, frequentemente
concentrados nesse tipo de fracdo organica. Polifendis como quercetina e catequina sao
descritos como capazes de interagir com a superficie da LDL, tanto com os fosfolipidios
quanto com a apolipoproteina B-100, promovendo estabilizagao estrutural e dificultando o
ataque de espécies reativas (Grzesik et al., 2018; Xu et al., 2019). Além disso, esses
metabolitos apresentam reconhecida capacidade de quelar ions metalicos, reduzindo a
disponibilidade catalitica do Cu** e, consequentemente, a geragdo de radicais iniciadores da
peroxidacgdo (Kaurinovic & Vastag, 2019). O cobre promove a formagao de radicais livres
por meio de reagdes redox, alternando entre Cu** e Cu* e catalisando a produgdo de espécies
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reativas capazes de abstrair hidrogénios dos acidos graxos poli-insaturados da LDL,
iniciando a peroxidac¢ao lipidica (Esterbauer et al., 1992). Tal mecanismo ¢ particularmente
relevante em modelos experimentais baseados na oxidagdo induzida por cobre, como o

empregado neste trabalho.

No contexto da oxidagdo da LDL, diversos estudos tém demonstrado que extratos
vegetais ricos em compostos fenolicos sao capazes de reduzir a formagao de produtos de
peroxidacdo lipidica in vitro. Trabalhos conduzidos com Syzygium cumini evidenciaram
inibicao significativa da oxidacao da LDL induzida por agentes pro-oxidantes (Dos Santos
et al., 2018), enquanto compostos isolados de Cynanchum wilfordii também demonstraram
capacidade de atenuar a modificagdo oxidativa da lipoproteina (Kim et al., 2019). De
maneira comparavel, fracdes organicas de Amnnona muricata também reduziram a
peroxidacao lipidica da LDL em modelos in vitro, efeito associado a presenca de flavonoides
como quercetina, catequina e kaempferol (Justino et al., 2018), perfil quimico compativel
com fragdes acetato de etila de diversas espécies vegetais, incluindo a Eugenia dysenterica

DC.

Além da acdo antioxidante direta, a inibicdo da oxidagdao da LDL pode impactar
positivamente a glicagdo dessa lipoproteina. A literatura demonstra que processos oxidativos
e glicativos sdo interdependentes e se potencializam mutuamente, favorecendo modificagdes
estruturais da LDL que amplificam a disfun¢do endotelial (Younis et al., 2008). Assim, a
atividade combinada antioxidante e antiglicante observada para E. dysenterica DC.,

especialmente em sua fragdo acetato de etila, sugere efeito protetor em modelos in vitro.

Os ensaios de glicacdo demonstraram que tanto o extrato bruto quanto a fracao
acetato de etila foram eficazes na inibicdo da formagdo de produtos finais de glicagdo
avanc¢ada (AGEs) induzidos por metilglioxal. O efeito inibitério observado foi comparavel
ao da quercetina, indicando que os extratos de FEugenia dysenterica DC. apresentam
bioatividade relevante frente ao estresse glicoxidativo. Esse efeito pode ser atribuido a
capacidade dos compostos fenodlicos de sequestrar intermedidrios reativos derivados da
degradacdo da glicose, como 0 MGO, e quelar ions metalicos de transi¢do, como o Cu™?,
reduzindo a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) que favorecem modificagcdes
oxidativas na LDL e intensificam etapas associadas a glicoxidacdo, contribuindo para a

formacao de AGEs (Grzesik et al., 2018).

44



A fracdo acetato de etila, que apresentou melhor desempenho, possivelmente
concentra metabolitos fendlicos com maior capacidade de capturar dicarbonilicos reativos,
como o metilglioxal (MGO), etapa considerada crucial na progressao da glicagao para AGEs
estaveis e fluorescentes. Revisoes recentes destacam que polifendis atuam nao apenas como
antioxidantes indiretos, mas também como “carbonyl-trapping agents”, formando adutos
estaveis com MGO e outros intermedidrios reativos, impedindo sua interagdo com residuos
de lisina e arginina em proteinas como a albumina (Anwar et al., 2021; Yadav et al., 2023).
Esse mecanismo ¢ particularmente relevante em modelos experimentais baseados em MGO,

como o utilizado neste estudo.

Adicionalmente, estudos tém demonstrado que extratos vegetais submetidos a
particdo com solventes organicos, particularmente o acetato de etila, tendem a apresentar
maior atividade antiglicante em modelos experimentais baseados em BSA/MGO. Esse
comportamento ¢ geralmente associado ao enriquecimento em flavonoides e &cidos
fenolicos de polaridade intermediaria, compostos reconhecidos por sua elevada reatividade
frente a espécies carbonilicas (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2015; Odjakova ef al., 2012).
Tais metabolitos podem atuar nas etapas iniciais da reagdo de Maillard, dificultando a
formacao de bases de Schiff e produtos de Amadori, além de atenuar a auto-oxidac¢ao de
acucares € a subsequente geragcao de espécies reativas derivadas (Vlassopoulos et al., 2014).
Esse conjunto de mecanismos descritos na literatura para modelos de BSA/MGO pode
auxiliar na compreensdo do desempenho observado pela fragdo acetato de etila neste estudo,
sugerindo que o enriquecimento em compostos fendlicos contribua para atenuar a glicacao

da LDL em condig¢des in vitro.

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a inibigao da formacao de AGEs possui relevancia
adicional por reduzir a ativagdo do eixo AGE-RAGE, associado ao aumento do estresse
oxidativo, inflamagdo e disfuncdo endotelial (Singh et al., 2001). Assim, os resultados
obtidos para E. dysenterica DC., particularmente para a fragdo acetato de etila, indica um
possivel efeito modulador do estresse glicoxidativo, sugerindo potencial relevancia em
contextos de hiperglicemia, o que requer validadcdo em modelos biologicos mais

complexos.

A caracterizacdo da toxicidade celular ¢ uma etapa mandatéria para validar o
potencial terapéutico de produtos naturais, assegurando que suas propriedades bioldgicas

nao resultem em danos colaterais as estruturas celulares (Kazmierczak et al., 2024). No
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presente estudo, o ensaio de hemolise osmotica demonstrou que tanto o extrato bruto quanto
a fracdo acetato de etila de Eugenia dysenterica DC. ndo possui citotoxicidade significativa.
Notavelmente, a integridade eritrocitaria foi preservada mesmo na concentragdo maxima de
400 pg/mL, demonstrando auséncia de citotoxicidade nas concentragdes testadas, inclusive
em dose superior as avaliadas em alguns estudos com outros extratos polifenolicos descritos
na literatura. Tanwar et al. (2017) observaram que o extrato das folhas de Hippophae
rhamnoides nao induziu atividade hemolitica, embora o limite superior testado pelos autores
tenha sido de 100 pg/mL, concentracao inferior a avaliada no presente estudo. De forma
analoga, investigacdes com Reynoutria japonica reforgam que a auséncia de dano as
hemadcias in vitro ¢ um indicador de seguranga metodoldgica que permite a progressao para

ensaios bioldgicos em doses mais robustas (Kazmierczak et al., 2024).

Até o momento, ndo foram encontrados registros na literatura utilizando o modelo
de eritrocitos para o rastreio de toxicidade desta espécie nativa do Cerrado. A seletividade
demonstrada pela Eugenia dysenterica DC., que atua na prote¢do da LDL e no sequestro de
radicais livres sem comprometer a estabilidade da bicamada lipidica celular, sugere potencial

para futuras investigacdes farmacoldgicas.

De forma integrada, os resultados obtidos sugerem que E. dysenterica DC. pode atuar
por meio de multiplos mecanismos complementares. Esses efeitos podem ser relevantes em
condi¢des de estresse oxidativo, como diabetes e dislipidemias, nas quais os processos de
oxidacdo e glicagdo coexistem e contribuem de forma sinérgica para a disfungdo endotelial

e a aterogénese.

Os achados deste estudo contribuem para o conhecimento sobre o potencial bioativo
de Eugenia dysenterica DC. A confirmagao de suas propriedades antioxidantes, antiglicantes
e protetoras da LDL reforca a importancia da exploracdo de ecossistemas ricos em
biodiversidade como fontes de novos agentes naturais para a preven¢do de doengas cronicas.
Estudos futuros, especialmente em modelos in vivo, sdo necessarios para validar e
aprofundar a compreensao da eficécia terapéutica do extrato bruto e da fragdo acetato de etila
das folhas de E. dysenterica DC. Além disso, investigagdes adicionais utilizando modelos
celulares, como macrofagos, poderdo contribuir para elucidar os efeitos dos extratos na
formagdo de células espumosas, na captagdo de LDL oxidada e na modulacdo da resposta
inflamatoria, contribuindo para uma compreensao mais ampla de seu potencial na prevengao

e progressao da aterosclerose.
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7. Conclusao

O presente estudo demonstrou que o extrato etanolico bruto e, de forma mais
pronunciada, a fracdo em acetato de etila das folhas de Eugenia dysenterica DC. apresenta
atividade antioxidante e antiglicante relevante, além de efeito protetor sobre a lipoproteina
de baixa densidade (LDL) in vitro. Esses efeitos podem estar relacionados ao elevado teor

de compostos fendlicos e flavonoides identificados na caracterizacdo fitoquimica.

Os extratos foram capazes de inibir a oxidacao e a glicagdo da LDL in vitro, conforme
demonstrado pelos ensaios de dienos conjugados, TBARS e formagao de produtos finais de
glicagdo avangada (AGEs), sugerindo possivel relevancia em processos associados ao
estresse oxidativo e glicoxidativo. A preservagdo da integridade eritrocitaria nas

concentracdes testadas indica auséncia de citotoxicidade significativa.

De forma geral, os resultados obtidos contribuem para o conhecimento sobre o
potencial bioativo de Eugenia dysenterica DC., indicando a necessidade de estudos
adicionais em modelos celulares e in vivo para aprofundar a compreensao de sua relevancia

bioldgica.
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