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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FOLHAS DE Eugenia uniflora E REDUCAO DO
ESTRESSE OXIDATIVO EM MODELO PRE-CLINICO Caenorhabditis elegans

RESUMO
O actmulo de produtos da oxidagdo compromete diversas estruturas celulares e esta relacionado
ao desenvolvimento de doencas cronicas. Quando ha um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e os mecanismos antioxidantes, ocorre o estresse
oxidativo, que induz processos deletérios nas principais biomoléculas do organismo.
Antioxidantes, tanto endégenos quanto exdgenos, neutralizam essas EROs, desempenhando um
papel essencial na prevencao e reducédo dos danos oxidativos e das doencas relacionadas. Neste
contexto, o presente estudo concentrou-se em avaliar a atividade antioxidante, toxicidade e
resisténcia ao estresse oxidativo de Eugenia uniflora. Para essa finalidade, utilizou-se as folhas
como material vegetal para o preparo do extrato hidroetandlico de E. uniflora (EHEu). A partir
do EHEu, foram investigadas sua toxicidade sub-crénica em modelo in vivo Caenorhabditis
elegans e atividade antioxidante, in vivo e in vitro. O EHEu apresentou alteragdes toxicologicas
em C. elegans nas maiores concentragdes analisadas, gerando dados iniciais sobre a seguranca
do extrato. Quanto ao potencial antioxidante do EHEu in vivo, o EHEu reduziu o impacto do
agente pro-oxidante juglone na viabilidade de C. elegans. In vitro, o extrato foi capaz de
decrescer a redugédo de Fe** para Fe?* no ensaio de poder redutor férrico. De forma conjunta,
este estudo amplia a compreensdo sobre o potencial antioxidante das folhas de Eugenia

uniflora.

Palavras-chave: pitangueira; biodiversidade; radical livre



ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Eugenia uniflora LEAVES AND REDUCTION OF
OXIDATIVE STRESS IN THE PRE-CLINICAL MODEL Caenorhabditis elegans

ABSTRACT
The accumulation of oxidation products compromises several cellular structures and is related
to the development of chronic diseases. When there is an imbalance between the production of
reactive oxygen species (ROS) and antioxidant mechanisms, oxidative stress occurs, which
induces deleterious processes in the main biomolecules of the organism. Antioxidants, both
endogenous and exogenous, neutralize these ROS, playing an essential role in the prevention
and reduction of oxidative damage and related diseases. In this context, the present study
focused on evaluating the antioxidant activity, toxicity and resistance to oxidative stress of
Eugenia uniflora. For this purpose, the leaves were used as plant material for the preparation of
the hydroethanolic extract of E. uniflora (EHEu). From EHEu, its sub-chronic toxicity in an in
vivo Caenorhabditis elegans model and antioxidant activity, in vitro and in vivo, were
investigated. EHEu presented toxicological alterations in C. elegans at the highest
concentrations analyzed, generating initial data on the safety of the extract. Regarding the
antioxidant potential of EHEu in vitro, the extract was able to decrease the reduction of Fe** to
Fe?" in the ferric reducing power assay. In vivo, EHEu reduced the impact of the pro-oxidant
agent juglone on the viability of C. elegans. Together, this study expands the understanding of

the antioxidant potential of Eugenia uniflora leaves.

Keywords: pitanga; biodiversity; free radical
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1. INTRODUCAO

O oxigénio é uma molécula essencial para a sobrevivéncia da maioria dos seres vivos,
desempenhando um papel fundamental em diversos processos bioldgicos. No entanto, essa
molécula esta associada ao desenvolvimento radicais livres (RL) que séo estruturas quimicas
contendo um ou mais elétrons desemparelhados. Esses RLs podem ser classificados em
espécies reativas de oxigénio (EROs) e como espécies reativas de nitrogénio (ERN) (Nangami,
2015).

Nos seres humanos, 0 acumulo de produtos gerados pela oxida¢do, combinado com o
desequilibrio nos mecanismos antioxidantes enddgenos, pode comprometer diversas estruturas
celulares, levando ao chamado estresse oxidativo (Baquero, et al., 2019). Essa condi¢do esta
associada ao desenvolvimento de doencas cronicas e degenerativas (Radi R, 2018). Sendo
assim, os antioxidantes desempenham um papel importante na prevencdo e no tratamento de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo, neutralizando os efeitos prejudiciais das espécies
reativas de oxigénio (Neha et al., 2019). Os sistemas antioxidantes enddgenos incluem enzimas
como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidases (GPxs) e
tioredoxina (Trx), além de antioxidantes ndo enzimaticos, como tidis, melatonina, acido urico,
bilirrubina e coenzima Q10, que juntos contribuem para reduzir o estado oxidativo (Farrar et
al., 2019). Ja os antioxidantes exdgenos sdo encontrados em diversas plantas, incluindo
carotenoides, vitaminas A e C, e flavonoides (Petruk et al., 2019; Neha et al., 2019).

As plantas produzem compostos provenientes dos metabolismos primario e secundario.
Os metabolitos primarios sdo essenciais para o crescimento, desenvolvimento e manutencao
das funcdes vitais da planta, suprindo suas necessidades para a sobrevivéncia, como a produgéo
de energia, sintese de proteinas e crescimento celular. Enquanto, 0os metabdlitos secundarios,
como os compostos fendlicos, estdo principalmente relacionados a defesa da planta, mas
também desempenham outras fun¢es importantes, como atracdo de polinizadores, protecdo
contra herbivoros e adaptacao a condi¢cdes ambientais adversas (Borges, 2020). Os compostos
fenolicos tém acgdo antioxidante, uma vez que, envolvem-se na eliminacdo de EROs (Lyu, et
al., 2020). Devido a bioatividade de algumas plantas, mostra-se promissor na elucidagdo de
novos farmacos naturais (Sa-Filho, et al., 2021) para o tratamento de doencas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT) que incluem doencas inflamatdrias, céancer, diabetes e disturbios
imunologicos (Gleddie, et al., 2018).

Nesse cenério, a bioprospecc¢éo frente a diversidade de plantas acontece através de uma
busca sistematica, levando em consideracéo o bioma do seu habitat natural, condi¢6es abioticas
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e bidticas, a fim de explorar seus potenciais naturais. 1sso se deve ao fato de que fatores como
clima, tipo de solo, disponibilidade de agua, interacdo com outros organismos e adaptacdes ao
ambiente influenciam diretamente a composicdo quimica das plantas e a producdo de
metabolitos bioativos (Chaguturu R, 2022). O Brasil, por possuir a maior biodiversidade do
mundo, destaca-se como abrigo de diversas plantas medicinais, como Eugenia uniflora,
Stryphnodendron adstringens e Senna velutina (Baldivia et al., 2019; Sabeh et al., 2020).

Devido a essa rica biodiversidade, aumenta o potencial de estudos fitoquimicos com o
intuito de identificar os compostos bioativos e comprovar sua eficacia, visando o
desenvolvimento de novos medicamentos (Barbalho, et al., 2019). A Eugenia uniflora,
popularmente conhecida de pitangueira, ¢ uma planta que faz parte da familia Myrtaceae e é
nativa do Brasil. Ela € reconhecida como uma fonte natural de compostos bioativos.
Recentemente, um estudo revelou que espécies pertencentes a familia Myrtaceae possuem
propriedades antioxidantes significativas (Oliveira, et al., 2022), resulta em um interesse
crescente por parte da comunidade cientifica (Ferreira, et al., 2023).

Considerando a presenca de compostos bioativos como flavonoides, taninos e acidos
fenolicos, a Eugenia uniflora destaca-se como uma candidata promissora para o tratamento de
doencas cronicas nao transmissiveis. Para investigar suas propriedades terapéuticas, é essencial
utilizar abordagens acessiveis e eficientes que permitam validar seu potencial. Nesse contexto,
o modelo pré-clinico Caenorhabditis elegans tem sido amplamente empregado, esse nematoide
possui facil cultivo, ciclo de vida curto e genes responsaveis pela codificacdo de proteinas que
sdo fortemente conservados, apresentando cerca de 60% de similaridade com o0s genes
humanos. Essas caracteristicas tornam o C. elegans uma ferramenta valiosa na investigacao de

doencas crénicas e na avaliacdo de possiveis tratamentos (Como et al., 2018; Lu et al., 2018).

2. JUSTIFICATIVA

A condicéo de estresse oxidativo, que esta associada a uma ampla variedade de doengas,
pode ser causa primaria ou um contribuinte secundario para a progressao dessas patologias
(Forman et al., 2021). Para combater esse estresse, encontram-se antioxidantes, que possuem
origens distintas, podem ser produzidos no corpo humano, obtidos através da dieta ou ser
moléculas sintéticas (Jiménez-Morales et al., 2024). Considerando esse contexto, pesquisas tém
investigado as propriedades antioxidantes de compostos vegetais no tratamento de doencas.

Entre as opc¢des terapéuticas, as plantas medicinais se destacam devido as suas atividades
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bioldgicas, com menos efeitos adversos e custos mais acessiveis para a saude publica. O género
Eugenia é amplamente utilizado na medicina popular para tratar uma variedade de condicoes,
incluindo feridas, gripe, febre, tosse, gota, hipertensdo, doencas digestivas e hepaticas,
reumatismo, amigdalite, dor de garganta, hemorroidas e diarreia (Fidelis et al., 2023).

O Brasil oferece um enorme potencial para a bioprospecgdo de plantas com
propriedades medicinais, visando o desenvolvimento de produtos farmacéuticos. O uso
sustentavel desses recursos pode promover o desenvolvimento de novos medicamentos e
tratamentos para diversas doencas (Bruno et al., 2021), uma vez que, diversos estudos sobre
plantas medicinais do Cerrado revelaram que os extratos vegetais brutos ou derivados possuem
propriedades antioxidantes (Dos Santos et al., 2024). Pesquisas farmacoldgicas recentes
indicam que os compostos bioativos do género Eugenia exibem atividades anti-inflamatorias,
antioxidantes e antidiabéticas. Extratos de Eugenia uniflora contém uma variedade de
metabdlitos secundarios, incluindo terpenoides, carotenoides, antocianinas, taninos e
flavonoides (Sabeh et al., 2020).

Dado o uso tradicional da espécie no tratamento de diversas patologias, este estudo visa
investigar a acdo dos metabolitos presentes nas folhas de Eugenia uniflora, com foco em suas
propriedades antioxidantes. Esta espécie apresenta um grande potencial para o desenvolvimento
de novos medicamentos e outros produtos biotecnolégicos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Estresse oxidativo

A obtencdo de energia nos organismos Vvivos ocorre por meio da oxidacao de moléculas
organicas, depende de um fluxo continuo de rea¢fes quimicas conduzidas pelas células (Alberts
B, 2017). Durante essas reacdes, EROs sdo formados e, em condi¢des normais, seus niveis sao
controlados por mecanismos de defesa celular. No entanto, em determinadas circunstancias, a
producéo de oxidantes pode aumentar, causando um desequilibrio que reduz a agdo das enzimas
antioxidantes ou pela ineficacia do sistema de regulacéo celular em manter a homeostase redox,
levando o organismo a um estado de estresse oxidativo (Junior et al., 2018). Esse desequilibrio
pode resultar em modificagdes nas biomoléculas, contribuindo para o desenvolvimento de

doencas cronicas (lordache et al., 2021).

3. 2 Espécies reativas: Radicalares e ndo radicalares
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A geragdo de espécies reativas no organismo humano constitui um processo fisiologico
normal, que atuam na transferéncia de elétrons e nas rea¢fes bioquimicas. O radical livre é uma
estrutura quimica que possui um ou mais elétrons desemparelhados na camada de valéncia,
tornando-o instavel. Essa instabilidade pode danificar acidos nucléicos, lipidios e proteinas,
alterando suas func@es bioldgicas (Prevedello M, 2021).

Apesar desse potencial dano, as EROs em quantidade moderada, mostram um efeito
significativo na protecdo contra infec¢des (Husain N, 2012). Esses niveis basais fazem parte da
funcdo normal e ndo excedem o limite entre a biologia redox e 0s niveis citotoxicos (Mittler R,
2017). Elas sdo essenciais para a homeostase celular, sinalizacdo e vérias respostas biolégicas,
como as funcdes de diferenciacdo, migracao e proliferacdo. Além disso, as espécies reativas de
oxigénio sdo utilizadas na transducao de sinal que envolve citocinas (Gorrini C, 2013).

As EROs incluem ndo apenas radicais livres de oxigénio, mas também alguns nao
radicais (ndo possuem elétrons desemparelhados) como o perdxido de hidrogénio, derivados do
oxigénio molecular (Figura 1). As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas formadas pela
reducdo parcial do oxigénio molecular (O2). Os principais produtos das EROs gerados apos a
reducéo parcial do Oz incluem o oxigénio singleto (102), 0 anion superoéxido (02) e o perdxido
de hidrogénio (H20.). Em reagdes subsequentes, sdo formados o radical hidroxila (OHe) e o
acido hipocloroso (HOCI) (Lambeth JD, 2007).

A 2 eletrons

desemparelhados

2s “l
1s “l

Figura 1. Diagrama de energia dos orbitais do atomo de oxigénio. Adaptado de: Lambeth JD, 2007.
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O éanion superoxido (O2) contém um elétron desemparelhado e é uma espécie
carregada negativamente que nao se difunde através das membranas biologicas. Ele pode reagir
rapidamente com aglomerados Fe—S, gerando H202, com Fe?*, formando OHe pela reacdo de
Fenton, e com a superoxido dismutase (SOD), que converte O em H202 e Oz. A reagdo de
Haber-Weiss, que inclui a reacdo de Fenton, utiliza Fe?* para gerar o altamente reativo OHs
quando O2" e H202 ndo sdo metabolizados.

O H202 nédo é um radical livre, sendo mais estavel que o O2™ e capaz de atravessar as
membranas, a sua producdo esta associada ao escape de elétrons da cadeia transportadora de
elétrons, na membrana do reticulo endoplasmaético (RE) e pela NADPH oxidase NOX4. Outras
fontes de H20- resultam da dismutagdo do O™, seja espontaneamente ou enzimaticamente via
superdxido dismutase (Egea et al., 2020).

Neste contexto, as espécies reativas de oxigénio podem ser produzidos por fontes

enddgenas ou exdgenas.

3.2.1 Fontes endogenas

Os mecanismos de geracdo de EROs ocorrem predominantemente nas mitocondrias, nas
membranas celulares e no citoplasma. Esses processos podem ser especialmente favorecidos
pela presenca de ions de ferro e cobre. A cadeia respiratdria mitocondrial é essencial para a
fosforilacdo oxidativa e desempenha um papel central no metabolismo energético celular. A
mitocondria, por meio da cadeia de transporte de elétrons, é a principal fonte de producédo de
EROs (Figura 2). As células ttm uma necessidade constante de produzir ATP (adenosina
trifosfato), que fornece energia para seus processos vitais. A maior parte desse ATP € gerada
na mitocondria, uma organela especializada na conversdo de energia. Esse processo ocorre
principalmente na matriz mitocondrial, onde acidos graxos e piruvato, derivado da glicose, sdo
oxidados. Além de produzir energia, as mitocondrias desempenham um papel essencial no
controle do potencial redox do citosol, contribuindo para a manutenc¢éo do equilibrio celular.
(Alberts B, 2017).
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MMWWWM

9000009 9000000000000 0600000000000000000000
m..‘, )« Q. Espago

o0 . 0000 —-0000———1 Intermembrana
1 |

.m"- W - ’\".( lL.. \3*“0 POOOOEG v 100000000

LOFHOSOT ?/ VQ;;;X Ll 4 1o00¢ 0000000

'.Qm
Matriz A /\ ')/)\
NADH | r\ D @ Fumarato ." S'u\ccmat\. ’," I HO ADP+ ﬂ Membrana
NA ATP Interna
il EE 3

Figura 2. Geragdo de EROs na mitocondria. Adaptado de: Zhao et al., 2019.

A cadeia transportadora de elétrons, localizada na membrana mitocondrial interna, e
composta por cinco complexos enzimaticos. Durante o metabolismo celular, o escape de
elétrons nos complexos | (NADH desidrogenase) e 11l (citocromo ¢ redutase) pode levar a
geracdo de superoxido (O2) pela reducdo parcial do oxigénio molecular (O2). Nas
mitocondrias, o peroxido de hidrogénio (H202) é formado como subproduto da dismutagdo do
superdxido, enquanto em fagacitos ativados, H202 é gerado principalmente pela acéo da enzima
NADPH oxidase, contribuindo para a eliminacdo de microrganismos durante infeccdes. O
superoxido (O2™) pode ser convertido em perdxido de hidrogénio (H20>) pela agdo da enzima
superoxido dismutase através da reacdo de Haber-Weiss (Reacdo 1). Este perdxido de
hidrogénio pode entdo ser transformado em outras espécies reativas de oxigénio, como radicais
hidroxila (*OH) e anions hidroxila (OH’), e finalmente em &agua pela acdo da catalase e
glutationa peroxidase (GPx). Quando o perdxido de hidrogénio reage com Fe?* na reagdo de
Fenton (Reacdo 2), forma-se o radical hidroxila (*OH), que pode levar a peroxidacdo lipidica,
esse processo resulta no comprometimento das membranas celulares, formacédo de aldeidos
toxicos como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE), e amplificacdo do

estresse oxidativo, afetando a integridade e funcionalidade celular. (Carocho et al., 2013).

02" + H202 — O2 + H20 + «OH (1)
Fe 2* + H,0, — Fe ** + OH + +OH (2)

Os ions de ferro e cobre sdo extremamente reativos em processos de Oxido-reducéo,
tornando-se potentes catalisadores na geracdo de radicais livres. Por exemplo, no citoplasma

das células hepaticas, o ferro livre (ndo ligado a ferritina) dissocia-se facilmente na forma de
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ion, tornando-se cataliticamente ativo e apto a participar de reagGes de Oxido-reducéo,
resultando na geragdo de radicais livres. Além disso, os acidos graxos poli-insaturados presentes
nas membranas celulares contribuem significativamente para que estas sejam potentes
geradoras de radicais livres (Barbosa KBF, 2010).

Outra fonte significativa de radicais livres sdo as enzimas NADPH oxidases. Essas
proteinas transmembrana tém a funcéo principal de transferir elétrons através das membranas
celulares. Normalmente, o aceptor de elétrons € o oxigénio, resultando na formacéao do radical
superoxido (O-¢). Existem pelo menos seis isoformas de NADPH, que diferem em termos de

local de expresséo e co-fatores necessarios para sua ativagdo (Ganguly et al., 2021).

3.2.2 Fontes exdgenas

Os principais fatores exdgenos que contribuem para o estresse oxidativo incluem:
radiacdo, tratamentos anticancerigenos, tabagismo, consumo de alcool e algumas drogas. Além
disso, o consumo de carne defumada e a uso de medicamentos contendo metais, como
ciclosporina, bleomicina e gentamicina, também contribuem para a geracdo de EROs
(Bhattacharyya et al., 2014)

O tabagismo é uma fonte significativa de EROs e foi documentado que ele afeta o trato
gastrointestinal. A fumaca do cigarro contém mais de 4 mil compostos, incluindo espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, que podem ter efeitos altamente prejudiciais sobre
macromoléculas, especialmente nos lipideos. Estima-se que uma Unica inalada de fumaca de
cigarro contém radicais livres de diversas origens, incluindo aldeidos, quinonas, epoxidos,
Oxidos nitricos, entre outros (Bhattacharyya et al., 2014). Da mesma forma, a carne vermelha,
por seu alto teor de ferro, pode catalisar a formacdo de EROs. Além disso, os &cidos graxos
trans, presentes em alimentos como “salgadinhos”, cereais e bolachas, séo uma fonte adicional
de EROs, devido a presenca de acrilamida. Esta substancia pode interagir com a hemoglobina
e aumentar a producdo de EROs (Jomova et al., 2023).

Os xenobioticos, compostos quimicos estranhos ao organismo humano que nao séo
produzidos naturalmente pelo corpo, promovem a producdo de EROs por meio do citocromo
P-450 ou do ciclo redox. Nesse processo, um mediador de baixo peso molecular, geralmente o
flavina adenina dinucleotideo, atua como aceptor de elétrons do xenobiotico, transferindo esses
elétrons sequencialmente para o oxigénio, o que resulta na formacdo de radicais superdxido.

Além disso, anti-inflamatdrios ndo esteroides induzem a geracao desses radicais ao ativar a
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NADPH oxidase, um complexo enzimatico transmembrana responsavel pela producdo de
radicais superdxido (Barbosa KBF, 2010).

A exposicao prolongada a luz UV também pode aumentar a producdo de EROs. Esse
aumento ocorre quando as moléculas como citocromos, riboflavina, heme e porfirina, absorvem
fétons, iniciando a geracdo de EROs. Essas moléculas excitadas reagem com o oxigénio,
desencadeando respostas inflamatorias, queimaduras solares e envelhecimento precoce da pele.
Além disso, os fétons UVB, devido a sua alta energia, podem ser diretamente absorvidos pelo
DNA, promovendo o surgimento de lesdes mutagénicas e aumentando o risco de cancer de pele
(Chen et al., 2021).

A radiacdo infravermelha, por sua vez, pode desregular a expressdo genética das
metaloproteinases da matriz, enzimas responsaveis pela degradacdo do colageno e de outras
proteinas da matriz extracelular. Como essa radiacdo € pouco absorvida pela melanina, o dano
ocorre principalmente por meio das mitocéndrias e do citocromo C oxidase (Egambaram et al.,
2020).

Ja a radiacdo ionizante libera elétrons rapidos com baixa transferéncia de energia. A
interacdo fotoelétrica entre um foton e um elétron ejetado gera radicais cations de agua, que sao
convertidos em *OH por transferéncia de protons. As mitocondrias também sdo suscetiveis a
essa radiacdo, o que provoca disfuncGes mitocondriais, além de alteracdes no DNA nuclear e
mitocondrial, e nas proteinas que o estabilizam, tornando o DNA mais vulnerével a danos
causados por EROs, como delecdes, mutagdes e outras consequéncias genéticas graves (Cruz
et al., 2022).

Por fim, o acimulo de metais pesados em sistemas bioldgicos pode catalisar reagdes
que aumentam a geracao de EROs, além de impactar negativamente os mecanismos de defesa

antioxidante, principalmente aqueles de natureza enzimatica (Jomova et al., 2023).

3.3 Mecanismos de defesa antioxidantes

O corpo humano conta com um sistema antioxidante (Figura 3) capaz de neutralizar e
eliminar o excesso de espécies reativas, prevenindo o organismo dos seus efeitos nocivos. Esse
sistema é composto por antioxidantes enddgenos, enzimaticos ou ndo enzimaticos e por
antioxidantes exogenos, obtidos através da dieta (Pisoschi et al., 2015). O mecanismo de agéo
desse sistema inclui: acdo preventiva, que é a primeira linha de defesa, onde os antioxidantes

previnem as reagdes dos radicais livres com substancias bioldgicas; mecanismos de reparacéo,
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que interrompem as reacOes de oxidagéo; e, por fim, a reparagéo dos danos estruturais causados
pelas espécies reativas (Kosten et al., 2013).

Principais Antioxidantes

Endégeno (Exogeno
/ Vitaminas C, E
Carotenoides
N&o enzimatico Enzimatico Flavonoides
Glutationa Superdxido dismutase Polifendis vegetais
N-acetilcisteina Glutationa peroxidase Minerais Se, Mn, Cu, Zn
Acido lipéico Catalase
Acido trico
Bilirrubina
Ubiguinona

Figura 3. Principais antioxidantes no sistema humano. Adaptado de: Janciauskiene et al., 2020.

3.3.1 Antioxidantes end6genos enzimaticos

As enzimas antioxidantes catalisam a transformacdo de EROs e seus subprodutos em
espécies menos nocivas e mais estaveis, representando um importante mecanismo de defesa
contra o estresse oxidativo. Entre essas enzimas, a superdxido dismutase, a glutationa

peroxidase e a catalase, proporcionam uma defesa mutua contra as EROs (Figura 4) (Hassan et
al., 2024).
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Figura 4. A¢do da glutationa peroxidase-1, catalase e superdxido dismutase. Adaptado de: Jomova et al., 2023.

A superoxido dismutase, catalisa a dismutagdo do anion superéxido em perdxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio molecular, convertendo a toxicidade do O2 em compostos
menos reativos. Em seres humanos, existem trés formas principais de superéxido dismutase
(SOD1): Zn-SOD, localizada no citoplasma; Mn-SOD2, presente nas mitocéndrias e
responsavel por cerca de 15% do total dessas enzimas e SOD3 extracelular, encontrada
predominantemente na matriz extracelular dos tecidos. (Shaw et al., 2022).

A catalase é uma enzima que catalisa a quebra de duas moléculas de peroxido de
hidrogénio em duas moléculas de agua e uma molécula de oxigénio, desempenhando um papel
crucial em condicBes associadas ao estresse oxidativo, incluindo inflamagdo, mutagénese e
supressdo da apoptose (Nandi et al., 2019).

A glutationa peroxidase (GPx) é uma familia de enzimas, que sdo responsaveis por
reduzir hidroperdxidos lipidicos a alcoois e perdxido de hidrogénio a dgua. A familia GPx inclui
varias isoenzimas, sendo a glutationa peroxidase-1 (GPx-1) a mais abundante, utilizando o
peréxido de hidrogénio como seu principal substrato. A GPx-1 desempenha um papel
importante no ambiente intracelular, mantendo niveis fisioldgicos de perdxido de hidrogénio,
que sé@o essenciais para a fungdo mitocondrial, a homeostase redox e a transducéo de sinal
(Hassan et al., 2024).
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3.3.2 Antioxidantes end6genos ndo enzimaticos

Esses antioxidantes, atuam interrompendo e finalizando as reacGes em cadeia dos
radicais livres. Alguns desses antioxidantes sao hidrossoluveis e localizam-se no citosol ou na
matriz citoplasmatica, enquanto outros sdo lipossoluveis e estdo presentes nas membranas
celulares. Entre eles, destacam-se os tidis (N-acetilcisteina e &cido lipdico), melatonina, acido
arico, bilirrubina e ubiquinona (Nimal et al., 2022).

A N-acetilcisteina é um antioxidante derivado do aminoacido L-cisteina, precursor da
glutationa que reduz os efeitos deletérios do estresse oxidativo, através do seu grupo acetil
ligado ao 4&tomo de nitrogénio, comum em tiois e pode ser oxidado interagindo com uma ampla
variedade de radicais livres, neutralizando seus efeitos nocivos. (Rind et al., 2022)

O é&cido lipoico (&cido 1,2-ditiolano-3-pentanoico) é um composto ditiol, sintetizado na
mitocOndria a partir do &cido octandico. Esses &cidos atuam como antioxidantes, sendo capazes
de eliminar diretamente as EROs, regenerar antioxidantes enddgenos como a glutationa e as
vitaminas E e C, além de possuirem atividade quelante. As propriedades antioxidativas desses
acidos sdo mantidas mesmo em sua forma reduzida, conhecida como &cido di-hidrolipdico
(Molinari et al., 2019)

A melatonina é um horménio produzido pela glandula pineal, com capacidade de se
ligar diretamente a radicais livres, formando produtos quimicamente estaveis e que nao podem
ser regenerados. Além disso, a melatonina protege contra danos causados por EROs,
eliminando peréxidos lipidicos e lipopolissacarideos (LPS) (Yang et al., 2022).

O é&cido urico (AU) é o produto dos nucleotideos de purina em humanos, que pode ser
decomposto em alantoina. Esse produto atua como um antioxidante, removendo as EROs,
como oxigénio singleto e peroxinitrito, inibindo assim a peroxidacéo lipidica. Este composto é
um dos principais antioxidantes no corpo humano, contribuindo para até 55% da capacidade
antioxidante extracelular na eliminacéo de radicais livres (Wada et al., 2022).

A coenzima Q (CoQ) ou ubiquinona é um derivado da benzoquinona localizado na
cadeia respiratéria mitocondrial e em outras membranas internas. A CoQ fornece protecdo
antioxidante as membranas celulares e lipoproteinas plasmaticas e na cadeia de transporte de
elétrons, aumentam a eficiéncia do transporte de elétrons, evitando a perda descontrolada de
elétrons. Ademais a CoQ também ajuda a regenerar outros antioxidantes, como vitamina E ou

vitamina C, reduz e neutraliza as EROs (Janciauskiene et al., 2020).
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3.3.2 Antioxidantes exdgenos

Os antioxidantes exdgenos complementam os antioxidantes enddgenos, trabalhando em
conjunto para manter o equilibrio do metabolismo redox. Esses antioxidantes podem ser obtidos
através da alimentagdo, como nutrientes ou minerais, e apresentam diversos mecanismos de
acdo. Os antioxidantes exdgenos podem sequestrar radicais livres, reduzindo a producdo de
EROs, reparar membranas oxidadas e neutralizar radicais lipidicos através do metabolismo
lipidico, onde éteres de colesterol e acidos graxos de cadeia curta atuam na neutralizacdo das
EROs (Warraich et al., 2020)

A vitamina C ou &cido ascorbico, é um antioxidante hidrossolivel que também atua na
eliminacdo de radicais livres. Ela pode regenerar a vitamina E, que esta presente na membrana
celular e ajuda a prevenir a peroxidacao lipidica, além de manter a homeostase da membrana
plasmaética. A vitamina C também reage com diversas espécies reativas de oxigénio e metais de
transicdo redox ativos (Jomova et al., 2024).

A vitamina E ou tocoferol, é uma vitamina lipossoltvel presente na natureza com oito
isoformas distintas. Ela elimina EROs, como os radicais peroxila (ROO-) e alcoxila (RO-),
proporcionando protecdo as membranas celulares contra o estresse oxidativo. Sua principal
atividade antioxidante é converter radicais hidroperoxila lipidicos em hidroperéxidos lipidicos
(Miyazawa et al., 2019).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios presentes em espécies vegetais,
exibindo uma grande diversidade estrutural. Eles sdo caracterizados por um anel aromatico
ligado a uma hidroxila, variando desde fendlicos simples até compostos mais complexos,
desempenham um papel essencial na neutralizacdo de radicais livres e na protecdo contra danos
celulares induzidos pelo estresse oxidativo (Alara et al., 2021).

Os flavonoides, uma classe de compostos fendlicos, sdo metabdlitos secundarios que
possuem um anel benzopirona com grupos fenolicos ou polifendlicos em vérias posicoes. Eles
séo classificados de acordo com sua estrutura quimica, grau de insaturagédo e oxidacéo do anel
de carbono. Esta grande familia de compostos polifendlicos desempenha diversas funcdes
importantes nas plantas. Os beneficios dos flavonoides para a salde sdo atribuidos a sua
capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio e reduzir o estresse oxidativo (Jomova et
al., 2024).
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Por fim, os carotenoides sdo pigmentos naturais que variam do vermelho ao amarelo,
encontrados em plantas, bactérias, fungos e algas. Eles desempenham vérias funcdes,
principalmente devido a sua interacdo com a luz e suas propriedades fotoprotetoras. Os
carotenoides reagem com espécies reativas de oxigénio, através de diversos mecanismos,

incluindo a neutralizagdo de oxigénio singleto (Janciauskiene et al., 2020).

3.4 Eugenia uniflora

Popularmente conhecida como “pitanga”, “pitangueira” ou ‘“cerejeira brasileira”, a
Eugenia uniflora é uma espécie vegetal pertencente a familia Myrtaceae, sendo nativa da
América do Sul e especialmente encontrada no Brasil (Figura 5). Essa espécie possui alta
adaptabilidade as condicdes de clima e solo adversas e desenvolve-se bem em climas quentes e
umidos, adaptando-se também a climas temperados e diversas altitudes, podendo ser resistente
a ventos fortes, geadas e temperaturas negativas. A planta tolera a seca, crescendo
adequadamente em condigdes semiaridas com fornecimento minimo de agua (Rattmann et al.,
2012). Seu fruto € rico em vitaminas e as folhas possuem propriedades medicinais sendo
comumente utilizadas na medicina popular para a producdo de medicamentos fitoterapicos. A
E. uniflora esta incluida na Lista Nacional de Plantas Medicinais de Interesse para o Sistema
Unico de Satde (RENISUS, 2009).

Figura 5. Eugenia uniflora. Fonte: Prdprio autor, 2024.
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Arvore frutifera que possui uma copa densa e arredondada, podendo atingir entre 2 e 9
metros de altura, com ramificagdes e folhagem perene. Seu sistema radicular € profundo, e suas
folhas séo simples e opostas, com peciolos de aproximadamente 2 mm. As folhas jovens tém
uma coloracdo verde-amarronzada, enquanto as folhas adultas se distinguem por um tom verde-
escuro (Figura 6). As flores aparecem na base dos ramos ap0s cerca de um ano. Elas sdo
hermafroditas, com uma fragrancia suave e produzem pouco ou nenhum néctar. Cada flor tem
quatro pétalas brancas e livres, anteras amarelas ricas em polen e estiletes brancos (Figura 7).
Diferentes partes da pitangueira sdo amplamente aproveitadas devido a sua riqueza em
compostos bioativos, entre os quais se destacam os antioxidantes, como compostos fendlicos,
flavonoides e carotenoides. Esses compostos apresentam um significativo potencial para
promover beneficios a satde, contribuindo para a protecdo contra o estresse oxidativo e outros

processos relacionados. (Fidelis et al., 2022).

T:igura 6. Folhas de Eugenia uniflora. Fonte: Figura 7. Floragdo de Eugenia uniflora. Fonte:
Proprio autor, 2024. Proprio autor, 2024.

Os metabdlitos secundarios encontrados em espécies vegetais exibem uma notavel
diversidade estrutural e quimica, refletindo-se nas diversas atividades bioldgicas atribuidas a
plantas medicinais. Por algum tempo, o emprego de plantas medicinais tem se destacado como
uma alternativa para mitigar sintomas e tratar uma variedade de doengas. 1sso ocorre mediante
a avaliacdo do potencial farmacoldgico, aliado a seguranga de utilizacdo de determinadas
espécies (Ferreira MRA, 2023). Entre as espécies consideradas promissoras esta, a Eugenia

uniflora, a composi¢do dos extratos abrange uma variedade de compostos fendlicos, tais como
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flavonoides, terpenos, taninos, antraquinonas, antocianinas, carotenoides, e 6leos essenciais
(Franzolin MR, 2022).

3.5 Caenorhabditis elegans

O Caenorhabditis elegans ¢ um nematoide (Figura 8) de vida livre e ndo parasitario
encontrado em diversos paises. Com um ciclo de vida rapido e, em sua maioria, hermafroditas
autofecudantes, esses organismos crescem ao longo dos quatro estagios larvais. Sao facilmente
cultivados em placas com &gar e suplementados com bactéria E. coli OP50, favorece sua
manutencdo em laboratorio.

Este nematoide possui um genoma sequenciado com apenas 97 Mb de tamanho,
compartilhando cerca de 60-80% de homologia genética com os humanos. Além disso,
apresenta tamanho reduzido, alta taxa reprodutiva, facilidade de cultivo, baixo custo de
manutencdo, capacidade de criopreservacdo a longo prazo, ciclo de vida rapido e transparéncia
em todo seu ciclo de vida. (Ann, 2015).

Figura 8. Nematoide Caenorhabditis elegans. Fonte: Yochem, 2006.

Os estagio larvais desses animais se inicia em L1 a L4, sendo quatro estagios de vida
(Figura 9). O estagio L1 tem uma duracdo de cerca de 16 horas, enquanto os estagios
subsequentes, L2 a L4, duram aproximadamente 12 horas cada. Cada estagio € seguido por um
periodo de inatividade, semelhante a um estado de letargia. Além disso, leva aproximadamente
16 horas a uma temperatura de 20°C para iniciar a embriogénese do C. elegans. Apos a eclosdo

dos ovos, ocorre a transicdo para a fase de larva de primeiro estagio (L1). Cerca de 12 horas
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apos a ultima mudanca para o estagio L4, os hermafroditas adultos iniciam a producéo de

descendentes, um processo que se estende por um periodo de 2 a 3 dias (Ann, 2015).

Adulto

Figura 9. Ciclo de vida do Caenorhabditis elegans. Fonte: Yochem, 2006.

Em laboratdrio, os animais sdo geralmente cultivados em placas de agar cobertas com a
bactéria Escherichia coli OP50. Quando as bactérias sdo consumidas, 0s animais recorrem as
suas reservas de gordura. Sem alimento, o desenvolvimento dos jovens em estagio larval é
interrompido. Para reativar o desenvolvimento, pode-se transferir um pedaco do &gar da placa
antiga para uma nova placa com bactérias, processo conhecido como chuking. Este organismo
tornou-se essencial em varias areas de pesquisa, incluindo desenvolvimento, neurobiologia,

genética, envelhecimento e aplicacdes farmacéuticas (Sin et al., 2014).

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
Avaliar a toxicidade, atividade antioxidante do extrato hidroetandlico de Eugenia uniflora

(EHEu) utilizando modelos in vitro e in vivo.

4.2 Objetivos especificos
e Analisar a toxicidade do EHEu em Caenorhabditis elegans;
e Avaliar a agdo do EHEu diante & inducédo de estresse oxidativo,

e Investigar a atividade antioxidante do EHEu utilizando o ensaio in vitro FRAP.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta do material vegetal e preparo do extrato

O material vegetal, composto por folhas de Eugenia uniflora, foi coletado no centro
urbano de Dourados, MS, Brasil (22°13°13.5"S e 54°49°04.4"W). A identifica¢do da espécie
foi realizada pela Prof.2 Dr.2 Zefa Valdivina Pereira, da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e
Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados (FCBA, UFGD), e uma exsicata foi
depositada no Herbario DDMS da UFGD com o numero 5730.

As folhas foram lavadas, sanitizadas e secas em estufa com circulacéo de ar a 40°C até
atingirem peso constante. Em seguida, o material vegetal foi triturado em moinho de facas para
obtencdo do po, que foi submetido a um extrator de fluido pressurizado (Dionex®, modelo ASE
150) com uma célula de extracdo de 5 mL. O material foi extraido com etanol 80% sob os
seguintes parametros: temperatura de 125 °C por 5 minutos, seguido de lavagem da célula com
100% do volume de sua capacidade e limpeza por 60 segundos. Posteriormente, o extrato foi
concentrado em um rotaevaporador para remocéo do solvente e, entdo, liofilizado para obtencédo

do extrato bruto. Os rendimentos foram calculados utilizando a férmula correspondente:

Rendimento da extracéo (%) = (MES / MMF) x 100; onde: MES = massa do extrato
seco (g) e MMF = massa do material fresco (g).

5.2 Ensaios in vivo: Linhagens e manutencdo de Caenorhabditis elegans

Para executar 0s ensaios in vivo, linhagem selvagem N2 do nematoide Caenorhabditis
elegans, foi adquirida do Caenorhabditis Genetics Center (University of Minnesota,
Minneapolis, MN, EUA). Os nematoides foram mantidos em placas de Petri contendo agar
Nematode Growth Medium (NGM) e alimentados com bactéria Escherichia coli OP50. Os
animais utilizados nos experimentos estavam no estagio L4, correspondente ao estagio de
jovem adulto. Para obter uma populagdo uniforme no mesmo estagio de desenvolvimento,
inicialmente foi realizado um procedimento denominado chunking. Nesse método, um pedago
do meio de crescimento contendo um numero significativo de nematoides foi retirado de uma
placa e levado para uma nova placa contendo NGM e bactérias. Posteriormente, a placa foi
vedada e mantida em BOD a 20 °C por 96 horas. Apds esse periodo, a placa apresentou uma

populacdo consideravel de nematoides em varias fases de desenvolvimento e ovos, etapa
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necessaria para realizar o segundo procedimento, a sincronizacdo. Para essa finalidade, a placa
foi lavada com meio M9, caracterizando a remocdo dos nematodides e ovos do meio de
crescimento. O conteldo obtido é transferido para um tubo Falcon, onde adiciona-se hipoclorito
de sodio (2%) e hidroxido de sédio (NaOH) 5 M, que promove a lise dos individuos e posterior
liberacéo dos ovos. Ademais, 0s ovos séo entdo lavados em meio M9 e transferidos para uma
nova placa contendo NGM e bactérias. A placa precisa ser vedada e mantida em BOD a 20 °C

por 48 horas, para que 0s animais possam se desenvolver até o estagio L4.

5.2.1 Ensaio de toxicidade Sub-crénica

Para avaliar a possivel toxicidade in vivo do extrato, foi realizado um ensaio de
toxicidade sub- cronica em nematoides C. elegans no estagio L4, baseado no método descrito
por Vilasboas-Campos et al. (2020), com algumas modificacdes. Inicialmente, foram
adicionados 100 pL de meio M9 a uma placa de 96 pocos. Em seguida, de 10 a 20 nematoides
foram transferidos para cada poco utilizando uma microespatula de platina. Posteriormente,
foram adicionados 100 pL de diferentes concentracdes (31,25 — 2.000 pg/mL) de EHEu aos
respectivos pocos. Para o controle, foram adicionados 100 uL de meio M9. A placa foi mantida
em BOD a 20 °C por 24 e 48 horas. Ap6s os periodos mencionados, a viabilidade dos
nematoides foi avaliada utilizando um microscépio estereoscépico modelo SMZ-140 & 46
W10X/23 (British Columbia, Canada). Os nematoides foram tocados com uma microespatula
de platina e classificados como vivos ou mortos. Foram realizados trés experimentos
independentes em triplicata, e os resultados foram expressos como a porcentagem de
nematoides vivos. A porcentagem foi calculada utilizando a equagdo a seguir, em que (Ni)
representa o nimero inicial de nematoides e (Nf) é o nimero final de nematoides ap6s 24 e 48

horas de incubacao:

Viabilidade dos nematoides (%) = (Ni x 100) / Nf

5.2.2 Ensaio de estresse oxidativo induzido por Juglone

O ensaio de estresse oxidativo foi conduzido expondo os nematoides ao agente oxidante
juglone (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) diluido em etanol a 80%, seguindo o protocolo descrito
por Vilasboas-Campos et al. (2020), com algumas modificacdes. Os animais foram

sincronizados e incubados por 48 horas até atingirem o estagio L4. Em seguida, foram
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transferidos para placas de 96 pocos, com 10 a 20 animais por pogo, contendo 100 pug/mL de
meio M9. No grupo de controle ndo tratado e de controle juglone, foram adicionados 100 pL
de M9, engquanto nos grupos tratados com o extrato, foram adicionados 100 pL de cada
concentracgdo (32,25 — 1000 pg/mL), por 1 horaa 20 °C. Em seguida, os animais foram expostos
a 50 puL do agente oxidante juglone (250 uM) e incubados a 20 °C por 6 horas, com a viabilidade
avaliada a cada hora por meio de um estereomicroscopio. Os individuos foram considerados
viaveis quando se movimentaram apos serem tocados com um fio de platina. Os resultados

foram calculados como a média de trés ensaios independentes, cada um realizado em triplicata.

Viabilidade dos nematoides (%) = (Ni x 100) / Nf

5.3 Ensaio in vitro: Ensaio do poder redutor férrico (FRAP)

O ensaio de poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) foi criado como uma
alternativa para medir a reducdo do ferro em fluidos bioldgicos e solucBes aquosas de
compostos puros, como extratos. Este ensaio baseia-se na transferéncia eletrénica, que avalia a
reducio de fons férricos (Fe**) - em ions ferrosos de cor azul intensa (Fe?*) por antioxidantes
em meio &cido (Jiménez-Morales et al., 2024). O experimento FRAP foi realizado conforme
descrito por Rocha et al. (2019), com algumas modifica¢des. Para este ensaio, 20 uL de extrato
(1-500 pg/mL) foram misturados com 280 pL de reagente FRAP. O reagente FRAP era
composto por 10 mL de solucdo 10 mmol/L de 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) em 1 mL
de metanol, 10 mL de 20 mmol/L FeCI3.6H20 e 100 mL de tamp&o acetato 0,3 mol/L (pH =
3,6). A mistura foi incubada a 37 °C por 30 minutos. A absorbancia foi medida a 492 nm. Acido
ascorbico, BHT e sulfato de ferro e aménio (Fe(NH4)2(S0.)2.6H>0) foram usados como
referéncia. Como controle, 20 pLL do solvente foram incubados com 280 pL de reagente FRAP.
Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata. O valor da concentracdo

efetiva maxima (EC50) foi determinado usando a equacao de regressao correspondente.

5.4 Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As
concentracgdes efetivas (EC50) dos radicais livres foram calculadas por meio de regressédo néo
linear. A analise de variancia univariada (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett, foi utilizada

para comparar dois ou mais grupos. Todas as analises foram realizadas utilizando o software

29



GraphPad Prism 9.0. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando
p <0,05.

6. RESULTADOS

6.1 Toxicidade no modelo in vivo C. elegans

O efeito do EHEu na viabilidade do C. elegans é apresentado na Figura 10. Os dados
mostram que, no periodo de 24 horas, a maior concentracdo de EHEu (2000 pg/mL) reduziu a
viabilidade dos nematoides em cerca de 36% em comparacao com o grupo controle. No periodo
de 48 horas, as concentragdes de 500, 1000 e 2000 pg/mL de EHEu também mostraram uma
toxicidade, reduzindo a Vviabilidade em aproximadamente 38%, 51% e 45

55%, respectivamente.
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Figura 10. Toxicidade sub-cronica em C. elegans. A viabilidade dos nematoides é expressa em porcentagem, 0s
individuos foram expostos ao meio M9 (Controle) e a diferentes concentragdes de EHEu (31,25 - 2000 pg/mL),
apos 24 h (A) e 48 h (B) de incubagdo. Os valores sdo expressos como a média £ EPM de trés experimentos

independentes, realizados em triplicata.
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6.2 Protecdo contra o estresse oxidativo induzido por juglone

No ensaio de protecdo contra o estresse oxidativo, foi observado que o EHEu apresentou
um efeito protetor sobre a viabilidade dos nematoides ao longo de um periodo de 6 horas (figura
11). Nas duas primeiras horas, nenhuma concentracdo demonstrou protecdo significativa em
relacdo ao controle juglone (CTJ). No entanto, a partir da terceira hora, todas as concentracfes
apresentaram uma viabilidade superior ao CTJ (20%), com destaque para a concentragdo de
500 pg/mL, que apresentou 35% de viabilidade. Na quarta hora, as concentrag¢tes de 500 e 1000
pg/mL apresentaram, respectivamente, cerca de 31% e 23% de viabilidade, comparadas ao CTJ,
que foi de 12,6%. Nas Ultimas duas horas, observa-se a reducdo completa da viabilidade dos
animais no CTJ, representando 100% de morte entre a quinta e a sexta hora. Adicionalmente,
as concentragdes de 125 a 1000 pg/mL apresentaram uma protegdo significativa nessas horas.
No final do periodo experimental (6h), os nematoides tratados com EHEu nas concentracfes de
125 a 1000 pg/mL apresentaram viabilidades de aproximadamente 11%, 12%, 34% e 20%,

respectivamente.
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Figura 11. Ensaio de estresse oxidativo induzido por Juglone. Viabilidade dos nematoides expressa em
porcentagem expostos ao meio M9 (CT), ao pro-oxidante juglone (250 uM) (CTJ) e a diferentes concentragdes de
EHEu (31,25 - 1000 pg/mL) com juglone (250 uM). Experimento foi realizado durante 6 horas, com verificagfes
a cada hora. Os valores sdo expressos como a média + EPM de trés experimentos independentes, realizados em

triplicata.

6.3 Ensaio in vitro FRAP
Os dados apresentados na tabela 1, demostra a atividade antioxidante do EHEu. O

extrato apresentou um EC50 2,4 vezes maior que o antioxidante de referéncia acido ascérbico.

32



Referente a geragdo de Fe?*, o extrato foi 2,1 vezes maior para gerar Fe?*, quando comparado
com antioxidante de referéncia BHT, ademais na reducéo do Fe3* o extrato demonstrou reduzir

2,4 vezes mais quando comparados com Sulfato ferroso.

Tabela 1. Ensaio antioxidante FRAP para o extrato e antioxidantes padrao.

FRAP
Amostras ECso Amax
(Mg/mL) (Mg/mL)
AA 15 + 3,83 50
BHT 77 £11,05 100
Sulfato Ferroso 88 +3,79 50
EHEuU 36 + 8,02 50

AA: &cido ascorbico, BHT: hidroxitolueno butilado, EHEu: extrato hidroetanélico das folhas de Eugenia uniflora.
ECso: metade da concentracdo efetiva do EHEU para gerar Fe?* Amsx: Atividade maxima. Os valores sdo expressos
como a média = EPM.

7. DISCUSSAO

O Brasil, detém a maior biodiversidade do planeta, distribui sua riqueza biolégica em
seis biomas principais: Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Pampa. Essa
vasta diversidade de ecossistemas e espécies proporciona ao pais um imenso potencial para
desenvolver produtos farmacéuticos a partir de plantas com propriedades medicinais. O uso
com finalidade terapéutica tem se mostrado promissor, dada a grande variedade de compostos
e estruturas quimicas associadas a bioatividade das plantas. (Bruno et al., 2021).

A Eugenia uniflora contém uma variedade de compostos bioativos, incluindo fendlicos
totais, antocianinas e flavonoides (Moura, et al. 2018). Esses compostos sdo conhecidos por
suas propriedades antioxidantes, que sdo essenciais na neutralizagdo de espécies reativas de
oxigénio e na prevencgdo de danos celulares causados pelo estresse oxidativo, a sua relevancia
ja é elucidada em pesquisas de diversas areas de conhecimento como fisiologia, farmacologia,
nutricdo (Sabeh et al., 2020).

Neste contexto, o presente estudo da continuidade ao trabalho previamente
desenvolvido pelo grupo de pesquisa, no qual foram realizados ensaios antioxidantes, como
DPPHe, ABTS++, AAPH e MDA, além de anélises de determinacdo de compostos fendlicos e
flavanoides. Esses ensaios sugerem a presenca de propriedades antioxidantes e forneceram uma
base sélida para a condugdo dos experimentos apresentados neste trabalho.
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Ademais, para compreender e avaliar de forma detalhada as propriedades antioxidantes,
é essencial empregar métodos que investiguem os diferentes mecanismos de acao antioxidante.
Sendo assim, um dos métodos amplamente utilizados € o0 FRAP (Gulcin, 2020).

No ensaio de poder antioxidante de reducéo do ferro, a eficacia antioxidante do EHEu
foi comparada a substancias isoladas, como o acido ascérbico (AA) e o BHT. O extrato, quando
comparado ao AA, teve uma menor reducdo férrica, esse dado sugere sua capacidade em
amenizar a formacdo de Fe?*, o que pode atenuar o estresse oxidativo resultante da geracéo
excessiva de EROs. Esse efeito é relevante no contexto da reacdo de Fenton, onde o ferro
desempenha um papel central na geracdo de radicais livres altamente reativos em sistemas
bioldgicos. Durante essa reagdo, o Fe** reage com H20:, produzindo radicais hidroxila (¢*OH),
espécies que podem causar danos significativos as biomoléculas (Egea et al., 2020).

Esses dados sdo fundamentais para entender o potencial terapéutico do EHEuU e para
determinar as concentragdes seguras e eficazes para futuros ensaios. A seguranca e a eficécia
no uso de plantas medicinais dependem da correta identificacdo da planta, do conhecimento
sobre a parte a ser utilizada, do modo de preparo, da forma de uso e da dose adequada. No
entanto, o uso de plantas pode causar efeitos adversos, seja pelo uso isolado, inadequado,
cronico ou em combinacdo com medicamentos convencionais ou outras plantas e fitoterapicos
(Pedroso, et al., 2021). Este estudo demonstrou que o extrato hidroetanélico das folhas de
Eugenia uniflora ndo apresentou toxicidade nas concentragdes mais baixas, no entanto, nas trés
concentracdes mais altas avaliadas, foi observada toxicidade. Isso pode ser atribuido ao fato de
0 extrato ndo ser um composto isolado, sugerindo a presenca de outros compostos que podem
ser toxicos. De acordo com esses dados, foi possivel determinar as concentracdes seguras para
0s proximos experimentos.

Com base nesses pressupostos, o efeito do EHEu foi entdo analisado em um organismo
Vivo exposto ao estresse oxidativo. E importante notar que, in vivo, outros mecanismos
antioxidantes, como enzimas antioxidantes, podem ser ativados (Nimal et al., 2022). Neste
contexto, o juglone, um composto organico com propriedades alelopaticas, € conhecido por sua
habilidade de induzir estresse oxidativo em organismos bioldgicos (Parque H, et al., 2017). Ao
ser expostos, 0s nematoides, como o Caenorhabditis elegans, sofrem aumento na producéo de
radicais livres, o que desencadeia danos celulares, comprometendo a integridade das células e
reduzindo a viabilidade do organismo (Moreno-Arriola et al., 2014). Nesse contexto, 0s

resultados deste estudo indicaram que o EHEu proporcionou um efeito protetor significativo a
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partir da terceira hora de exposicdo esse efeito é provavelmente atribuido & presenca de
fendlicos totais, antocianinas e flavonoides, que atuaram como antioxidantes, sugerindo sua
capacidade de proteger contra danos causados por estressores oxidantes. Durante o estresse
induzido pelo agente oxidante juglone, vias de sinalizacdo, como DAF-16/FOXO, podem ter
sido ativadas pelos compostos presentes no extrato. Essas vias podem promover a atividade do
sistema antioxidante, convertendo o &nion radical superdéxido pela enzima SOD-3 em perdxido
de hidrogénio, considerado menos prejudicial e que pode ser posteriormente convertido em
agua e oxigénio (Kim, et al., 2017).

Em suma, o EHEu demonstra potencial antioxidante capaz de proteger organismos
vivos como 0 modelo C. elegans contra os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo. A protecéo
observada, principalmente nas concentrac@es intermedidria a alta (125 a 1000 pg/mL),
reforcando a hipdtese que o extrato pode exercer uma a¢do antioxidante eficaz, abrindo novas
perspectivas de estudo na busca de aplicacBes terapéuticas em contextos bioldgicos
relacionados ao estresse oxidativo. Além disso, analises futuras podem ser realizadas com C.
elegans e outros modelos experimentais buscando identificar os mecanismos moleculares
envolvidos na protecdo antioxidante mediada pelo EHEu, como por exemplo a ativacdo de
sistemas de defesa enddgenos e a modulacdo de vias celulares associadas a resposta ao estresse

oxidativo.

8. CONCLUSAO

Este estudo evidenciou o potencial antioxidante do extrato hidroetanolico das folhas de
Eugenia uniflora, demonstrando sua capacidade de proteger Caenorhabditis elegans contra o
estresse oxidativo induzido por juglone. Contudo, a analise também identificou indicios de
toxicidade em concentragdes mais elevadas, ressaltando a necessidade de delimitar faixas
seguras de dosagem para investigacOes futuras. Esses achados contribuem significativamente
para o entendimento das propriedades bioativas de E. uniflora e indicam seu potencial
terapéutico como agente antioxidante. Entretanto, estudos complementares sao indispensaveis
para avaliar sua seguranca, mecanismos de agdo e eficacia em diferentes modelos bioldgicos e

contextos clinicos.
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