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Resumo 

O Arbutus unedo L., vulgarmente designado por medronheiro, é uma planta 

endémica da região Mediterrânica amplamente utilizada na alimentação e na medicina 

tradicional devido às suas actividades biológicas. Estudos fitoquímicos realizados nesta 

espécie evidenciaram que os extractos da folha e fruto contêm diversos antioxidantes 

naturais. As folhas apresentam na sua constituição compostos fenólicos, tais como 

taninos, flavonóides e glicosídeos fenólicos e α-tocoferol, enquanto os frutos possuem 

também variados compostos fenólicos (antocianinas, derivados do ácido gálhico, 

taninos e flavonóides), vitamina C e E e carotenos. Assim, é de prever que a espécie 

Arbutus unedo L. tenha um considerável potencial antioxidante. No entanto, as 

propriedades antioxidantes desta espécie em membranas biológicas não foram até então 

avaliadas. 

Por esta razão, o presente trabalho deteve-se na avaliação do efeito protector dos 

extractos aquosos da folha e fruto de Arbutus unedo L. na danificação oxidativa 

induzida por radicais livres, utilizando como modelo celular in vitro o eritrócito 

humano. O 2,2´-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH) é um sistema gerador de radicais 

livres peroxilo no meio extracelular que atacam a membrana eritrocitária causando 

várias alterações oxidativas, as quais foram avaliadas neste estudo pela libertação de 

hemoglobina (hemólise) e pela peroxidação dos lípidos da membrana dos eritrócitos. 

Os ensaios realizados mostram uma actividade antioxidante para o extracto da 

folha superior à do fruto. Ambos os extractos protegeram a membrana do eritrócito da 

hemólise induzida pelo AAPH, de forma dependente do tempo e da concentração, 

obtendo-se valores de IC50 de 0,062 ± 0,002 mg/mL para as folhas e 0,377 ± 0,047 

mg/mL para os frutos. Além disso, os eritrócitos humanos tratados com os extractos de 

Arbutus unedo L. apresentaram uma diminuição, dependente da concentração, dos 

níveis de malonildialdeído que é um produto de decomposição da peroxidação lipídica. 

Os resultados indicam que a espécie Arbutus unedo L., especialmente a folha, 

constitui uma fonte promissora de antioxidantes naturais com potencial aplicação na 

prevenção e/ou terapêutica de doenças nas quais os radicais livres estão implicados.



 

 

Abstract 

The Arbutus unedo L., usually known as strawberry tree, is a Mediterranean 

endemic plant widely employed as food and in traditional medicine owed to its 

biological activities. Phytochemical studies evidenced that this species leaf and fruit 

contains various natural antioxidants. Several phenolic compounds are present in leaves 

such as tannins, flavonoids, phenolic glycosides and α-tocopherol, while the fruit also 

possess a variety of fenolic compounds (anthocyanins, galic acid derivatives, tannins 

and flavonoids), vitamins C and E, and carotenoids. Based on their chemical 

composition, it is reasonable to expect a high antioxidant activity for Arbutus unedo L. 

fruit and leaf extracts. However, the antioxidant properties of this species in biological 

membranes have not been evaluated thus far. 

Therefore, the current study focused on the evaluation of the protective effect of 

the aqueous extracts obtained from leaves and fruits of Arbutus unedo L. against the 

oxidative damage induced by free radicals using the human erythrocyte as in vitro cell-

based model assay. The 2,2’-azo-bis(2-amidinopropane) (AAPH) was applied due to its 

properties as a free radical initiator to generate peroxyl radicals in the aqueous phase 

which can attack the erythrocyte membrane to induce lipid peroxidation. Oxidative 

injury was assessed by release of hemoglobin (hemolysis) and peroxidation of the 

erythrocyte membrane lipids. 

This study showed stronger inhibitory efficiency for the leaf extract in comparison 

to the fruit. Both extracts protected the erythrocyte membrane from hemolysis in a time- 

and concentration-dependent manner, with IC50 values of 0.062 ± 0.002 and 0.377 ± 

0.047 mg/mL for leaf and fruit extracts, respectively. Moreover, human erythrocytes 

treated with Arbutus unedo L. extracts showed concentration-dependent decrease in 

levels of malondialdehyde, a breakdown product of lipid peroxidation. 

In conclusion, these results suggest Arbutus unedo L. species, mainly its leaf, as a 

promising source of natural antioxidants with potential use in the prevention and/or 

treatment of diseases mediated by free radicals. 
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1.1. Enquadramento e objectivos 

Evidências irrefutáveis indicam que os radicais livres induzem o dano oxidativo 

nas biomoléculas celulares (como proteínas, hidratos de carbono, ácidos nucleicos e 

lípidos) e estão implicados no envelhecimento e na patogénese dos problemas de saúde 

mais importantes do mundo industrializado como as doenças cardiovasculares, a 

aterosclerose, a diabetes, a inflamação crónica, as doenças neurodegenerativas e o 

cancro (Halliwell, 1997; Sorg, 2004; Atoui et al., 2005; Valko et al., 2007 e Negre-

Salvayre et al., 2008). A extensão do dano oxidativo pode ser atenuada através da 

suplementação com um ou mais antioxidantes. Nesse âmbito, o consumo de alimentos 

vegetais ricos em antioxidantes naturais como os compostos fenólicos, entre os quais se 

destacam os flavonóides, os ácidos fenólicos, as antocianidinas e os taninos, pode 

desempenhar um papel fundamental na prevenção dessas doenças (Bourne e Rice-

Evans, 1999; Diplock et al., 1998; Kauer e Kapoor, 2001; El-Agamey et al., 2004 e 

Omoni e Aluko, 2005). Nas últimas décadas, diversas plantas medicinais foram 

identificadas e avaliadas quanto às suas actividades terapêuticas de modo a avaliar o 

potencial da sua aplicação na prevenção de doenças mediadas pelo stress oxidativo. 

O Arbutus unedo L., vulgarmente conhecido como medronheiro, é um arbusto ou 

pequena árvore da família Ericaceae endémica da região Mediterrânica, mas encontrada 

igualmente, noutras regiões com verões quentes e inversos chuvosos (Núñez e Castro, 

1991; Ferreira e Gonçalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002; Mereti et al., 2002 e Celikel 

et al., 2008). No nosso país, esta espécie é espontânea em quase todo o território embora 

com maior frequência a Sul do rio Tejo, especialmente nas Serras de Monchique e do 

Caldeirão (Ferreira e Gonçalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002 e Godinho-Ferreira et 

al., 2005). 

O seu fruto, o medronho, é esférico e na época do Outono possui uma cor 

vermelha e um paladar saboroso pois está completamente maduro. Os frutos, embora 

comestíveis, raramente são consumidos frescos sendo geralmente processados antes do 

seu consumo (Brickell, 1999; Burnie et al., 2004; González, 2006 e Brosse, 2010) Esse 

processamento origina produtos altamente apreciados, tais como bebidas alcoólicas, 

entre as quais, vinhos, licores e aguardentes; compotas; marmeladas e geleias. Além 
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disso, podem ainda ser incorporados em iogurtes, recheio de tortas e produtos derivados 

de cereais (Alarcão-E-Silva et al., 2001; Pawlowska et al., 2006 e Pallauf et al., 2008). 

Na medicina tradicional, os frutos do Arbutus unedo L. são reconhecidos pelas 

suas propriedades antisépticas, diuréticas e laxantes, enquanto as folhas são usadas 

como adstringentes, diuréticos, antisépticos urinários, antidiarreicos, depurativos e, mais 

recentemente, no tratamento da hipertensão, diabetes e doenças inflamatórias (Afkir et 

al., 2008; Mariotto et al., 2008 e Bnouham et al., 2010). Essas propriedades são 

confirmadas por diversos estudos fitoquímicos que demonstram que os extractos da 

folha e fruto de Arbutus unedo L. são uma boa fonte de compostos com uma actividade 

antioxidante notável. Assim, verifica-se que os extractos de folhas contêm vários 

compostos fenólicos como os taninos, os flavonóides, os glicosídeos fenólicos (Males et 

al., 2006; Fiorentino et al., 2007 e Pavlović et al., 2009), assim como o α-tocoferol 

(Kivçak et al., 2001) e que os extractos de frutos possuem também compostos fenólicos, 

dos quais a classe mais representativa é a família dos flavonóides e dentro deste grupo, 

as mais abundantes são as antocianidinas que representam mais de 80% do teor total de 

flavonóides, as vitaminas C e E e os carotenóides (Ayaz et al., 2000; Alarcão-E-Silva et 

al., 2001; Males et al., 2006; Pawlowska et al., 2006 e Pallauf et al., 2008). As 

antocianidinas encontram-se também na forma de glicosídeos de cianidina, glicosídeos 

de delfinidina e cianidina-3-galactosídeos. Nestes frutos existem ainda outros 

compostos fenólicos antioxidantes, como os derivados do ácido gálhico e os taninos 

(Pallauf et al., 2008). 

Tendo como base a composição química destes extractos é de prever que esta 

espécie vegetal possua uma razoável actividade antioxidante. Assim, o objectivo do 

presente trabalho é o de avaliar a actividade antioxidante da espécie Arbutus unedo L. 

em sistemas biológicos. Para o efeito, o eritrócito humano será usado como modelo in 

vitro para a avaliação da interacção oxidante/antioxidante nas membranas destas 

células, as quais são representativas da membrana plasmática em geral, visto que a 

membrana dos eritrócitos é rica em ácidos gordos insaturados que são muito 

susceptíveis à peroxidação lipídica mediada por radicais livres (Shiva et al., 2007). A 

peroxidação lipídica das membranas biológicas parece estar envolvida no 

envelhecimento celular e cada vez mais é associada a uma grande diversidade de 
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eventos patológicos (Ko et al., 1997 e Sivilotti, 2004). Deste modo, pretendeu-se 

estudar o papel protector dos extractos aquosos obtidos das folhas e frutos do Arbutus 

unedo L. relativamente aos danos oxidativos induzidos por radicais livres em eritrócitos 

humanos. O 2,2´-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH) será utilizado como sistema 

gerador de radicais livres pois a sua decomposição térmica à temperatura fisiológica e 

em fase aquosa origina radicais livres do tipo peroxilo (Niki, 1990) que atacam a 

membrana eritrocitária induzindo a peroxidação lipídica. Estes radicais gerados no meio 

extracelular atacam a membrana eritrocitária causando várias alterações oxidativas, tais 

como formação de peróxidos lipídicos, redução da deformabilidade, mudanças na 

morfologia, ligação cruzada e fragmentação de proteínas, hemólise e alterações no 

metabolismo intracelular (Shiva et al., 2007). Neste estudo, o efeito protector dos 

extractos da folha e fruto da espécie Arbutus unedo L. será avaliado pela inibição da 

hemólise e da peroxidação lipídica mediada pelos radicais livres nos eritrócitos 

humanos. 

1.2. Plano Geral 

A presente dissertação estrutura-se em sete capítulos. 

O capítulo actual (capítulo 1) engloba o enquadramento deste trabalho e a 

explanação dos seus objectivos. 

No capítulo 2 realiza-se uma revisão bibliográfica da espécie Arbutus unedo L. 

abordando as suas características gerais, o seu interesse e caracterização química. 

No capítulo 3, “O eritrócito como modelo in vitro para a avaliação da actividade 

antioxidante”, são explanadas as razões que determinam o eritrócito humano como um 

modelo celular adequado para a avaliação dos mecanismos de lesão por radicais livres 

em membranas biológicas e do efeito antioxidante de alguns compostos. 

Nos capítulos 4 (“Procedimento experimental”) e 5 (“Resultados”), são 

apresentados os vários procedimentos utilizados na execução do trabalho laboratorial e 
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os resultados obtidos para o estudo do efeito protector dos extractos aquosos da folha e 

fruto da espécie Arbutus unedo L. na danificação oxidativa em eritrócitos humanos. 

No capítulo 6, “Discussão e Conclusões”, foram explicados e justificados os 

resultados apresentados no capítulo 5 e procedeu-se à sinopse deste estudo. 

Por fim, no capítulo 7, encontra-se uma listagem de todas as referências 

bibliográficas inseridas ao longo de todo o texto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Estudo do efeito protector da espécie Arbutus unedo L. na danificação oxidativa em eritrócitos humanos 

6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.  A ESPÉCIE Arbutus unedo L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Estudo do efeito protector da espécie Arbutus unedo L. na danificação oxidativa em eritrócitos humanos 

7 

2.1. Características 

O Arbutus unedo L., vulgarmente designado como medronheiro, é um membro da 

família Ericaceae que engloba cerca de 80 géneros e 2.000 espécies distribuídas por 

todo o mundo (Heywood et al., 2007). A posição taxonómica desta espécie encontra-se 

representada na tabela 1. 

Tabela 1. Classificação taxonómica da espécie Arbutus unedo L. 

Fonte: Adaptado de http://zipcodezoo.com/Plants/A/Arbutus_unedo/#Taxonomy.  

Taxon Designação 
Domínio Eukaryota 
Reino Plantae 
Sub-Reino Viridaeplantae 
Filo Tracheophyta 
Sub-Filo Euphyllophytina 
Infra-Filo Radiatopses 
Classe Magnoliopsida 
Sub-Classe Dilleniidae 
Super-Ordem Ericanae 
Ordem Ericales 
Família Ericaceae 
Sub-Família Arbutoideae 
Tribo Arbuteae 
Género Arbutus 
Restritivo específico unedo L. 

O nome desta espécie provém do latim arbor que significa árvore, ou do céltico 

arbois que significa fruto granuloso e tuberculoso, algo que define bem o medronho 

(fruto do Arbutus unedo L.) na medida em que a sua superfície é rugosa e possui muitas 

sementes. Na botânica, medronho significa fama (Núñez e Castro, 1991; González, 

2006 e Brosse, 2010). O fruto é comestível mas, segundo a crença popular, a sua 

ingestão em grandes quantidades pode causar problemas digestivos e mal-estar geral, 

provavelmente devido ao seu conteúdo em álcool quando se encontra maduro, 

resultando daí o seu restritivo específico unedo, que deriva do verbo latim edo que 

significa comer e do numeral unus que significa um só, em suma quer dizer: comer 

apenas um (González, 2006 e Brosse, 2010). 



Estudo do efeito protector da espécie Arbutus unedo L. na danificação oxidativa em eritrócitos humanos 

8 

No que diz respeito à sua designação em inglês de “strawberry tree”, esta deve-se 

ao facto do medronho possuir semelhanças com o morango e ser comestível (Brickell, 

1999 e Burnie et al., 2004). Em Portugal, como já foi referido, é vulgarmente 

denominado de medronheiro, mas também de êrvedo, ervado, ervedeiro ou érvodo 

(Núñez e Castro, 1991; Burnie et al., 2004; González, 2006 e Brosse, 2010).  

2.1.1. Distribuição geográfica 

O Arbutus unedo L. é nativo da Irlanda, do Sul da Europa e da região Oeste do 

Mediterrâneo (Núñez e Castro, 1991; Burnie et al., 2004 e González, 2006). É uma das 

plantas mais comuns da bacia do Mediterrâneo (Núñez e Castro, 1991; Ferreira e 

Gonçalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002; Mereti et al., 2002 e Celikel et al., 2008), 

mas também é de vulgar ocorrência na Península Ibérica (Figura 1), França, Sul de 

Itália, Sul da Grécia, em quase todas as Ilhas Mediterrânicas, Irlanda, Israel, Noroeste 

de África, Oeste da Ásia e Macaronésia (Núñez e Castro, 1991 e Torres et al., 2002). 

 

Figura 1. Distribuição geográfica do Arbutus unedo L. na Península Ibérica. 

Fonte: Adaptado de Torres et al. (2002). 

É uma espécie muito comum no nosso país, sendo possível encontrar um grande 

número de exemplares que crescem espontaneamente em algumas regiões, embora com 

maior frequência a Sul do rio Tejo, sobretudo nas Serras de Monchique e do Caldeirão 
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(Ferreira e Gonçalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002 e Godinho-Ferreira et al., 2005). 

Na região do Mediterrâneo existem apenas 4 espécies e dois híbridos: Arbutus unedo L., 

Arbutus andrachne L. (região Este do Mediterrâneo), Arbutus pavarii Pampanini (Costa 

da Líbia), Arbutus Canariensis Veill. (Ilhas Canárias), Arbutus × andrachnoides Link 

(Arbutus unedo × Arbutus andrachne, na região Este do Mediterrâneo) e Arbutus × 

androsterilis Salas, Acebes & Arco (Arbutus unedo × Arbutus canariensis, nas Ilhas 

Canárias), apesar do género Arbutus incluir cerca de 20 espécies. Entre elas, destaca-se 

o Arbutus unedo L. pelo seu interesse económico (Mereti et al., 2002 e Torres et al., 

2002). 

2.1.2. O habitat natural  

O Arbutus unedo L. constitui uma das poucas espécies com porte arbóreo que 

após a degradação da floresta primitiva conseguiu instalar-se em matos perenes, orlas de 

bosques e encostas que anteriormente estavam cobertas de carvalhos. Assim sendo, esta 

é uma espécie facilmente identificável em áreas de matagal, matas, pinhais e orla de 

bosques, dispondo-se em populações uniformes ou associadas a outras espécies como a 

família Fagaceae, mais especificamente o Quercus suber, vulgarmente designado de 

sobreiro (Nepi, 2001). 

Em Portugal, esta espécie é parte integrante dos solos povoados por sobreiros e 

azinheiras, mas cresce espontaneamente em matos, bosques e pinhais, encontrando-se 

em todo o território desde o nível do mar até aos 1.200 metros de altitude (Ferreira e 

Gonçalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002; Godinho-Ferreira et al., 2005 e González, 

2006). 

O seu habitat natural são locais de invernos pouco rigorosos, ou seja, climas 

temperados nos quais as temperaturas médias anuais são superiores a 12,5ºC, as 

temperaturas médias mínimas variam entre os -12ºC e os 6ºC e a precipitação média 

anual situa-se entre os 500 e os 1.400 milímetros. Este tipo de clima garante a 

sobrevivência da espécie pois as chuvas intensas (de Janeiro a Março) destroem as 

flores e as chuvas fora de época (de Junho a Agosto) provocam lesões nas folhas e a 

queda prematura dos frutos, ficando o Arbutus unedo L. susceptível a invasões por 
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agentes patogénicos. Consequentemente, a sua existência em locais mais termófilos e 

secos do Mediterrâneo é rara ou inexistente (Ferreira e Gonçalves, 2001; Correia e 

Oliveira, 2002 e Celikel et al., 2008). 

No que diz respeito à constituição físico-química do solo, esta espécie é 

praticamente indiferente, pois possui uma capacidade de adaptação a condições 

adversas que faz do Arbutus unedo L. uma planta extremamente competitiva nas 

comunidades mediterrâneas (Correia e Oliveira, 2002; Paraskevopoulos et al., 1994 e 

Vitale e Manes, 2005). Depois de uma devastação por fogo ou pastoreio o Arbutus 

unedo L. tem a capacidade de desenvolver rapidamente estratégias de crescimento a 

partir dos escassos recursos que tem à sua disposição, na medida em que, sujeito a altas 

temperaturas e/ou ausência de água, consegue ajustar o seu processo fotossintético de 

modo a evitar perdas de água, o que garante uma manutenção dos balanços de carbono e 

hídricos positiva (Vitale e Manes, 2005). 

No entanto, e apesar de ser por excelência uma planta dominante, prefere solos 

com determinadas propriedades físico-químicas. Dessa forma, no que respeita às 

características físicas elege solos frescos, arenosos, siliciosos, feldspáticos, graníticos e 

calcários (Ferreira e Gonçalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002; Torres et al., 2002 e 

González, 2006), embora também se desenvolva bem em solos áridos (Martínez-Vilalta 

et al., 2002). No que se refere às características químicas prefere solos ácidos, embora 

também consiga crescer em solos alcalinos, sendo a sua gama de pH entre 5 a 8,5 

(Ferreira e Gonçalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002; Mereti et al., 2002; Mereti et al., 

2003; González, 2006 e Cabral e Telles, 2007). 

2.1.3. Fitologia do Arbutus unedo L. 

O Arbutus unedo L. (Figura 2) é uma árvore ou arbusto de pequenas dimensões 

sendo a sua altura média compreendida entre 6 a 8 metros, podendo no entanto atingir 

os 12 metros de altura (Mereti et al., 2002; Cabral e Telles, 2007 e Brosse, 2010). 
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Figura 2. Arbutus unedo L. 

Fonte: Fotografia tirada no Parque Natural de Peneda Gerês em Junho de 2010. 

O tronco desta planta lenhosa (Figura 3) possui um ritidoma pardo-

avermelhado/pardo-acinzentado, fendilhado, escamoso, com pequenas placas que se 

desprendem facilmente nos exemplares mais antigos (González, 2006). 

 

Figura 3. Tronco de um exemplar antigo de Arbutus unedo L. 

Fonte: Adaptado de 

http://arvoresdeportugal.free.fr/IndexArborium/Ficha%20MedronheiroArbutusunedo.htm. 
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As suas folhas (Figura 4) são persistentes, dispõem-se alternadamente e possuem 

4 a 11 centímetros de comprimento. Apresentam contorno oblongo-lanceolado com 

pecíolo curto, são coriáceas e glabras excepto na base, lustrosas, verde-escuro intenso e 

brilhante na página superior mas mais claras na página inferior e possuem uma margem 

serrilhada muito semelhante às folhas de loureiro (González, 2006 e Brosse, 2010). 

  

Figura 4. Folhas de Arbutus unedo L. 

Fonte: Fotografia tirada no Parque Natural de Peneda Gerês em Junho de 2010 

O Arbutus unedo L. possui flores pequenas, reunidas em panículas ou ramalhetes 

compostos, bracteados, terminais, pendentes e nutantes (Figura 5). A corola é de cor 

branca mas surge frequentemente rosada ou esverdeada e tem uma forma em jarro ou de 

campainha (Nápoles e Branco, 2001; González, 2006). 

 

Figura 5. Flores de Arbutus unedo L. 

Fonte: Adaptado de http://profs.ccems.pt/Palma/Flores%20Silvestres/Cores/Brancas.htm. 
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O fruto (medronho) possui 2 a 3 centímetros de diâmetro, é carnoso, esférico, 

baciforme, de cor verde no início, passando por tons de amarelo a vermelho à medida 

que amadurece (Figuras 6 e 7). Os frutos quando maduros apresentam a polpa amarela 

(Núñez e Castro, 1991; Nápoles e Branco, 2001 e González, 2006) e contêm numerosas 

sementes pequenas, angulares e de cor castanha (Castro-Díez et al., 2003). 

  
Figura 6 e 7: Fruto de Arbutus unedo L. nas suas diversas fases de maturação. 

Fonte: Adaptado de: http://www.asturnatura.com/especie/arbutus-unedo.html e 

http://www.naturamediterraneo.com/forum/topic.asp?TOPIC_ID=2431, respectivamente. 

Os processos de floração e de frutificação do Arbutus unedo L. ocorrem de 

Outubro a Fevereiro, podendo uma mesma população apresentar uma reprodução 

“sincronizada”, desde que coexistam flores e frutos (Figura 8). Esta reprodução pode 

verificar-se também no próprio exemplar e pode ocorrer devido à variabilidade 

fisiológica ou ao polimorfismo bioquímico desta espécie (Castro-Díez et al., 2003). 
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Figura 8: Pormenor da coexistência de flores e frutos de Arbutus unedo L. 

Fonte: Adaptado de http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Arbutus_unedo.jpg. 

2.2. Interesse da espécie Arbutus unedo L. 

O Arbutus unedo L., tal como já foi referido anteriormente, desenvolve-se 

espontaneamente a Sul do rio Tejo, especialmente nas encostas das Serras do Caldeirão 

e de Monchique, uma vez que nestas áreas encontra excelentes condições de vegetação 

às quais está perfeitamente adaptado (Correia e Oliveira, 2002). 

A nível económico e social, a actividade mais importante associada a esta espécie 

nessas zonas é a produção de bebidas alcoólicas como vinhos, licores, brandies e 

aguardentes a partir do seu fruto. Os frutos também são utilizados na produção de 

conservas, compotas, geleias, marmeladas, iogurtes ou usados na doçaria tradicional na 

confecção de tartes e recheios (Alarcão-E-Silva et al., 2001; Pawlowska et al., 2006; 

Pallauf et al., 2008). 

A madeira desta planta apresenta características de homogeneidade, densidade e 

dureza que proporcionam uma facilidade de manuseio adequada para o torneamento, 

podendo desta forma ser usada para esculturas ou fabrico de móveis (Ferreira e 

Gonçalves, 2001). Por outro lado, a sua madeira pode ser utilizada como combustível 

pois origina lenha e carvão vegetal de excelente qualidade (Núñez e Castro, 1991). 



Estudo do efeito protector da espécie Arbutus unedo L. na danificação oxidativa em eritrócitos humanos 

15 

Na Antiguidade, esta espécie foi utilizada pelos Romanos para ornamentar jardins 

(Alarcão-E-Silva et al., 2001) mas, actualmente, o seu mercado tem-se expandido sendo 

utilizada cada vez mais como adorno através da crescente procura da sua folhagem para 

arranjos florais e decorações (Metaxas et al., 2004; González, 2006). Noutra perspectiva 

de decoração, os ramos mais jovens podem utilizar-se na cestaria, as quais podem ser 

revestidas/forradas com as folhas. Outra das aplicações desta planta é na indústria de 

curtumes na qual se utilizam as suas folhas e cascas (Núñez e Castro, 1991; González, 

2006). 

O Arbutus unedo L. como possui uma floração abundante é especialmente 

interessante do ponto de vista apícola, na medida em que as abelhas procuram o néctar 

das suas flores para produzirem o mel tornando-a uma excelente planta melífera (Núñez 

e Castro, 1991). 

Sob o ponto de vista geológico e fitoecológico o seu interesse é irrefutável, pois é 

uma das espécies que enquadra a preservação e protecção da flora e do património 

paisagístico (Alarcão-E-Silva et al., 2001), já que possui uma excelente acção a nível da 

fixação, melhoria e protecção dos solos. Esta acção assenta no seu sistema radicular que 

é extremamente ramificado, na densidade da sua copa e na preponderante libertação de 

matéria orgânica pela decomposição da sua vasta folhagem (Correia e Oliveira, 2002). 

Para além disto, como é tolerante à ausência de água e ao frio e possui uma grande 

capacidade de regeneração, é especialmente importante nas regiões em que os fogos são 

frequentes como no sul da Europa (Mereti et al., 2002), contribuindo desse modo para a 

colonização de solos marginais e consequentemente para o combate da sua erosão, 

permitindo a manutenção da biodiversidade da fauna (Piotto et al., 2001; Godinho-

Ferreira et al., 2005). 

Os frutos e folhas da espécie Arbutus unedo L. têm sido amplamente utilizados na 

medicina tradicional e quanto mais se pesquisa sobre esta espécie mais se fundamenta 

esse seu uso. 
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2.2.1.  Actividades biológicas 

Os frutos do Arbutus unedo L. são utilizados na medicina popular como anti-

sépticos, diuréticos e laxativos (Pawlowska et al., 2006). Estudos realizados com o 

medronho mostraram que o seu alto conteúdo em ácido quínico e sua conversão no 

organismo humano a ácido hipúrico, o qual se pensa ser detentor de efeitos 

antibacterianos (Ayaz et al., 2000; Alarcão-E-Silva et al., 2001 e Hancock et al., 2003), 

pode, provavelmente, explicar a sua utilidade no tratamento de infecções urinárias 

(Ayaz et al., 2000 e Alarcão-E-Silva et al., 2001). 

No que concerne ao uso das folhas do Arbutus unedo L. na medicina tradicional 

verifica-se uma aplicação muito mais ampla que a dos frutos, tendo sido evidenciadas 

nas folhas propriedades adstringentes, diuréticas, anti-sépticas urinárias, anti-diarreicas, 

depurativas e, mais recentemente, são usadas no tratamento da hipertensão, diabetes e 

doenças inflamatórias como a blenorragia (Ziyyat et al., 1997; Ziyyat & Boussairi, 

1998; Ziyyat et al., 2002; Pabuçcuoglu et al., 2003; Legssyer et al., 2004; Pawlowska et 

al., 2006; Mariotto et al., 2008; Afkir et al., 2008 e Bnouham et al., 2010). 

2.3. Caracterização química 

Estudos fitoquímicos realizados na espécie Arbutus unedo L. demonstraram que 

os extractos metanólicos e etanólicos obtidos das folhas apresentam actividade 

antioxidante e possuem diversos compostos fenólicos, principalmente taninos, 

flavonóides, glicosídeos fenólicos, entre outros, cujas estruturas apresentam vários 

grupos hidroxilo (Pabuçcuoglu et al., 2003; Males et al., 2006; Fiorentino et al., 2007 e 

Pavlović et al., 2009). 

É já bem conhecido que diversas plantas que possuem na sua composição 

compostos fenólicos possuem uma potente acção antioxidante in vitro, podendo deter 

um papel protector em diversas patologias humanas. Por esta razão, os taninos, 

flavonóides e glicosídeos fenólicos poderão ser os princípios activos responsáveis pela 

actividade antioxidante das folhas do Arbutus unedo L. (Pabuçcuoglu et al., 2003).  
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Para além da actividade antioxidante, os taninos e os polifenóis relacionados têm 

sido referidos como anti-agregantes plaquetários, embora outras classes possam estar 

também envolvidas nesta actividade (Mekhfi et al., 2006). 

Entre os compostos fenólicos especificamente identificados nas folhas de Arbutus 

unedo L. encontram-se o arbutósido (arbutina), fenóis simples e derivados de 

arbutósido: arbutina p-hidroxibenzoil e o galhoilarbutina (Pawlowska et al., 2006 e 

Fiorentino et al., 2007). O galhato de etilo, composto hidrófilo derivado do ácido 

gálhico, é muito representativo nas folhas de Arbutus unedo L. (Rogosic et al., 2006 e 

Fiorentino et al., 2007), assim como a β-D-glucogalhina (Pawlowska et al., 2006). A 

presença de flavonóides, nomeadamente glicosídeos derivados do canferol: afzelina 

(canferol 3-ramnósido), juglanina (canferol 3-arabinósido); glicosídeos da quercetina: 

quercitina (quercetina 3-ramnósido), hiperina (quercetina 3-galactósido), avicularina 

(quercetina 3-arabinofuranósido); glicosídeos de miricetina (miricetina 3-O-α-L-

ramnopiranósido e miricetina 3-O-β-D-arabinofuranósido); e ainda a catequina, 

epicatequina e galhocatequina é considerável (Legssyer et al., 2004 e Fiorentino et al., 

2007. Foi também detectada a presença de taninos condensados (Legssyer et al., 2004). 

Noutros tipos de extractos de folha de Arbutus unedo L. foram identificados 

outros compostos, sendo que no óleo essencial identificou-se predominantemente o α-

tocoferol, o trans-2-decenal, o ácido hexadecanóico e o trans-2-undecenal (Kivçak e 

Mert, 2001) e nos extractos orgânicos identificou-se essencialmente iridóides 

glicosídicos (Fiorentino et al., 2007). 

A composição química dos frutos de Arbutus unedo L. é relativamente bem 

conhecida quando comparada à das folhas. Conforme Alarcão-E-Silva et al. (2001) e 

Garcia-Alonso et al. (2004), os frutos demonstram uma forte actividade antioxidante, 

razão suficientemente válida para que sejam utilizados regularmente na alimentação. 

Os estudos fitoquímicos realizados com o fruto do Arbutus unedo L. revelaram a 

presença de vários açúcares, nomeadamente da frutose, glucose, sacarose e maltose; 

vitaminas (vitamina A, C, E e niacina (B3)); carotenóides; ácidos orgânicos e compostos 
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fenólicos, principalmente flavonóides (Ayaz et al., 2000; Alarcão-e-Silva et al., 2001; 

Males et al., 2006; Pawlowska et al., 2006 e Pallauf et al., 2008).  

De acordo com os resultados obtidos por Alarcão-e-Silva et al. (2001), o teor em 

glucose e frutose aumenta com a maturação dos frutos, enquanto que o de sacarose 

mantém-se inalterado. Em relação aos ácidos orgânicos, o ácido quínico e o ácido 

málico apresentam valores semelhantes nos frutos verdes e maduros, enquanto o ácido 

fumárico foi apenas detectado na fase madura. Quanto às vitaminas, verificou-se uma 

duplicação do conteúdo de niacina e de β-caroteno na fase madura, enquanto a vitamina 

dominante, o ácido ascórbico, diminuiu, apresentando no entanto uma taxa superior à 

verificada em muitos frutos mais comuns. 

A classe das antocianidinas tem uma presença significativa na constituição do 

medronho, podendo referir-se as proantocianidinas, entre as quais, a cianidina 3-O-

galactoglucósido, a delfinidina 3-O-galactósido, a cianidina 3-O-galactósido, a cianidina 

3-O-arabinósido e a cianidina 3-O-glucósido, sendo este último o composto mais 

abundante (Pawlowska et al., 2006). O arbutósido também se encontra presente nos 

frutos de Arbutus unedo L. (Legssyer et al., 2004), tendo ainda sido identificados ácidos 

fenólicos, nomeadamente, o ácido gálhico (mais abundante) e seus derivados, tais como 

o ácido 5-O-galhoilquínico, o ácido gálhico 4-O-β-D-glucopiranósido, o ácido 5-O-

galhoilchiquímico e o ácido 3-O-galhoilchiquímico em extractos metanólicos de 

medronho (Pawlowska et al., 2006). 

O elevado teor de açúcares (42%) juntamente com o conteúdo em ácidos (8,62%) 

pode provavelmente explicar o sabor azedo-adocicado destes frutos. Por outro lado, o 

sabor adstringente do fruto imaturo poderá ser explicado pelo alto teor de taninos, visto 

que os fenóis totais diminuem até à fase madura, entre os quais os taninos (Alarcão-E-

Silva et al., 2001). 

Atendendo à composição química da folha e fruto da espécie Arbutus unedo L. 

será de prever que esta espécie possua um considerável potencial antioxidante. 
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III.  O ERITRÓCITO COMO MODELO IN VITRO PARA A AVALIAÇÃO 
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3.1. Características gerais do sangue 

O sangue é o líquido contido num compartimento fechado, o aparelho 

circulatório, que o mantém em movimento regular e unidireccional, devido 

essencialmente às contracções rítmicas do coração sendo composto por células e 

fragmentos celulares envolvidos numa matriz líquida. As células e os fragmentos 

celulares são denominados de elementos figurados e a matriz líquida de plasma. O 

volume total de sangue num adulto é de 4 a 5 litros nas mulheres e 5 a 6 litros nos 

homens, ocupando os elementos figurados cerca de 45% e o plasma cerca de 55% desse 

volume (Figura 9) (Seeley et al., 2003 e Junqueira e Carneiro, 2004). 

 
Figura 9. Composição do sangue e seus valores aproximados num adulto normal. 

Fonte: Adaptado de Seeley et al., 2003. 

Aquando da centrifugação do sangue ocorre a separação dos vários constituintes, 

chamando-se hematócrito ao resultado obtido por essa sedimentação. No hematócrito, o 

plasma corresponde ao sobrenadante translúcido e amarelado, a camada inferior (35 a 

50% do volume total do sangue) possui cor vermelha e corresponde aos eritrócitos, a 
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camada imediatamente superior à anterior (1% do volume de sangue) tem uma cor 

acinzentada e contém os leucócitos que são menos densos que os eritrócitos e sobre os 

leucócitos assenta uma fina camada de plaquetas que não é distinguível a olho nu 

(Junqueira e Carneiro, 2004). 

O sangue ajuda na manutenção da homeostase corporal de diversas formas 

nomeadamente através do transporte de gases, nutrientes, produtos de degradação, 

moléculas processadas e moléculas reguladores, da regulação do pH e da osmose, da 

manutenção da temperatura corporal, da protecção contra substâncias estranhas e 

mediante a formação de coágulos que protegem da perda excessiva de sangue aquando 

da lesão vascular (Seeley et al., 2003). 

O plasma sendo a parte líquida do sangue constitui-se como um fluido amarelo 

pálido composto por cerca de 91% de água e 9% de outras substâncias como proteínas 

(albumina, globulinas e fibrinogénio), iões (sódio, potássio, cálcio magnésio, ferro, 

entre outros), nutrientes (glicose, aminoácidos, vitaminas), produtos de degradação 

(ureia, ácido úrico e outros), gases (oxigénio, dióxido de carbono, azoto) e substâncias 

reguladoras (enzimas e hormonas) e é uma substância coloidal, ou seja, é um líquido 

que contém as substâncias em suspensão (Seeley et al., 2003 e Junqueira e Carneiro, 

2004). 

Quanto aos elementos figurados cerca de 95% do seu volume consiste em 

eritrócitos, também denominados de glóbulos vermelhos ou hemácias, sendo os 

restantes 5% compostos por glóbulos brancos ou leucócitos e fragmentos de células 

chamadas plaquetas (Figura 10). Os leucócitos são células claras ou esbranquiçadas, 

sem hemoglobina, mas com núcleo existindo cinco tipos diferentes: neutrófilos, 

eosinófilos, basófilos, linfócitos e monócitos, sendo eles que constituem a primeira 

linha de defesa do sistema imune (Seeley et al., 2003 e Liew et al., 2006). As plaquetas 

são minúsculos fragmentos de células compostos por uma pequena quantidade de 

citoplasma envolvido por uma membrana plasmática. Têm forma de disco, medem 

cerca de 3 milímetros de diâmetro e possuem um tempo de semi-vida de 5 a 9 dias. As 

plaquetas possuem na sua superfície glicoproteínas e proteínas que permitem a sua 

fixação a outras moléculas. Dessa forma, têm um papel importante na prevenção das 
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perdas de sangue através da formação do rolhão plaquetário que realiza a oclusão das 

lesões dos vasos. Estas células são produzidas na medula óssea e derivam dos 

megacariócitos, que são células extremamente grandes, das quais, se soltam pequenos 

fragmentos que entram na circulação, as plaquetas (Seeley et al., 2003). Considerando 

que este estudo foi realizado em eritrócitos humanos, estes serão abordados mais 

detalhadamente. 

 
Figura 10. Vaso sanguíneo seccionado no qual aparecem os elementos figurados suspensos no plasma. 

Fonte: Adaptado de www.misodor.com/SERIE%20VERMELHA.php. 

3.1.1. O eritrócito 

O eritrócito (Figura 11) é uma célula anucleada, apresentando uma forma em 

disco bicôncavo (a porção periférica é mais espessa que o centro da célula) com 

aproximadamente 7,5 µm de diâmetro e aproximadamente 2,6 µm de espessura na sua 

borda e 0,8 µm no centro quando presente numa solução isotónica, que não altera a sua 

conformação (Junqueira e Carneiro, 2004). Segundo Seeley et al. (2003), a sua forma 

bicôncava aumenta a área superficial do glóbulo vermelho, quando comparado a um 

disco plano do mesmo tamanho, o que facilita uma rápida entrada e saída dos gases na 

célula e ao mesmo tempo, esta configuração permite que se dobre sobre o seu centro, 

diminuindo o seu tamanho e tornando possível a sua passagem pelos vasos sanguíneos 

de pequeno calibre. 
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Figura 11. Eritrócito humano. 

Fonte: Adaptado de http://www.netxplica.com/Verifica/EM_sangue.htm. 

Estas células são cerca de 700 vezes mais numerosas que os leucócitos e 17 vezes 

mais que as plaquetas, tendo origem a partir de células altamente especializadas que 

perdem o núcleo e quase todos os seus organelos durante a maturação. Assim, o 

principal componente do eritrócito é a hemoglobina. A hemoglobina é uma proteína 

transportadora de oxigénio, que ocupa cerca de um terço do volume total da célula e é 

pigmentada, sendo, por isso, responsável pela cor vermelha dos eritrócitos. Na 

constituição destas células encontram-se também lípidos, adenosina trifosfato (ATP) e a 

enzima anidrase carbónica (Seeley et al., 2003 e Junqueira e Carneiro, 2004). 

A principal função dos eritrócitos é o transporte de oxigénio dos pulmões para os 

vários tecidos do corpo e do dióxido de carbono dos tecidos para os pulmões. O 

transporte de oxigénio no sangue é 98,5% efectuado através da hemoglobina existente 

nos glóbulos vermelhos e 1,5% encontra-se dissolvido na água do plasma. O dióxido de 

carbono é transportado no sangue dissolvido no plasma (cerca de 7%), nas proteínas 

principalmente na hemoglobina (cerca de 23%) e sob a forma de iões de bicarbonato 

que representa cerca de 70% do transporte. Quando a membrana do eritrócito rompe, 

fenómeno designado de hemólise, a hemoglobina espalha-se para o plasma perdendo a 

sua função. 

A hemoglobina é composta por quatro cadeias de polipeptídeos e quatro gupos 

heme, sendo cada cadeia polipeptídica denominada globina e ligada a um grupo heme 

(Figura 12). Cada grupo heme é uma molécula pigmentada de vermelho que contém um 

átomo de ferro, necessário para o funcionamento normal da hemoglobina, pois cada 
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molécula de oxigénio é transportada em associação com o átomo de ferro. O dióxido de 

carbono, por sua vez não se combina com os átomos de ferro para ser transportado pela 

hemoglobina, mas sim com os grupos amina presentes na molécula de globina (Seeley 

et al., 2003). 

 

Figura 12. Representação das quatro cadeias polipeptídicas, cada uma com um grupo heme (realçado 

para se evidenciar o seu átomo de ferro), que formam a molécula de hemoglobina. 

Fonte: Adaptado de Seeley et al. (2003). 

A membrana eritrocitária é essencialmente constituída por lípidos (principalmente 

ácidos gordos insaturados) e proteínas e é fundamental para a manutenção da forma do 

eritrócito. Apresenta-se numa bicamada fosfolipídica que delimita a barreira entre o 

meio intracelular e extracelular, e que representa cerca de 50% da massa total do 

eritrócito. Deste modo, a membrana celular é uma barreira selectiva através da qual se 

processa a troca de substâncias e energia entre a célula e o meio externo (Murador e 

Deffune, 2007). A estrutura da membrana do eritrócito é baseada no modelo proposto e 

descrito por Singer e Nicolson em 1972 (Figura 13). 

 

Figura 13. Estrutura e composição das membranas segundo o modelo do mosaico fluído. 

Fonte: Adaptado de http://sites.google.com/site/adescobertadacelula/que-mecanismos-garantem-a-

obtencao-de-materia-pelos-seres-vivos/como-mobilizar-materia-do-meio-externo-para-o-meio-interno. 
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A função e a integridade dos eritrócitos são afectadas pelo stress oxidativo, dessa 

maneira, estas células são utilizadas em diversos estudos relacionados com a 

composição e comportamento da membrana pois são células de fácil acesso, 

disponibilidade e preservação. A membrana eritrocitária é rica em ácidos gordos 

insaturados, sendo desta forma muito susceptível à peroxidação lipídica (Shiva et al., 

2007). Segundo Rohn et al. (1998) constata-se que uma mudança na permeabilidade da 

membrana eritrocitária leva ao aumento da peroxidação lipídica, à alteração da 

morfologia da célula (Shinar et al., 1989) e à hemólise (Vissers et al., 1994 e Zou et al., 

2001), diminuindo o tempo de semi-vida do eritrócito. Do mesmo modo, qualquer 

alteração à membrana destas células, quer seja a nível da sua composição ou 

estabilidade, pode constituir uma ferramenta de diagnóstico para diversas doenças, 

permitindo avaliar o comportamento da célula a alterações como o envelhecimento, o 

exercício físico, a alimentação, a exposição a pesticidas, entre outras situações (Ko et 

al., 1997; Caprari et al., 1999; Rabini et al., 2002; Sivilotti, 2004; Kempaiah e 

Srinivasan et al., 2006 e Batista et al., 2007). 

Desta forma, o eritrócito constitui um bom modelo experimental para o estudo in 

vitro quer dos mecanismos de lesão por radicais livres em membranas biológicas, quer 

para a investigação do efeito protector de alguns compostos. 
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IV.  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
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4.1. Objectivo do trabalho 

Este trabalho de investigação teve por objectivo avaliar a actividade antioxidante 

da espécie Arbutus unedo L. em sistemas biológicos. Para o efeito, o eritrócito humano 

foi usado como modelo in vitro para avaliação da actividade antioxidante, visto que a 

membrana dos eritrócitos é rica em ácidos gordos insaturados que são muito 

susceptíveis à peroxidação lipídica mediada por radicais livres (Shiva et al., 2007). 

Pretende-se assim estudar o papel protector dos extractos aquosos obtidos de folhas e 

frutos de Arbutus unedo L. relativamente aos danos oxidativos induzidos por radicais 

livres em eritrócitos humanos. O 2,2´-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH) foi utilizado 

neste estudo como sistema gerador de radicais livres (Niki, 1990). Estes radicais 

gerados no meio extracelular atacam a membrana eritrocitária causando várias 

alterações oxidativas, tais como formação de peróxidos lipídicos, redução da 

deformabilidade, mudanças na morfologia, ligação cruzada e fragmentação de proteínas, 

hemólise e alterações no metabolismo intracelular (Shiva et al., 2007). Os danos 

oxidativos foram avaliados pela percentagem de hemólise e pela extensão da 

peroxidação dos lípidos das membranas eritrocitárias. 

4.2. Procedimento experimental 

4.2.1. Preparação dos extractos 

As folhas e frutos do Arbutus unedo L. foram colhidos no Parque Natural de 

Montesinho (Bragança, Nordeste de Portugal) em Janeiro de 2009. Estas amostras 

foram imediatamente congeladas e liofilizadas (Ly-8-FM-ULE, Snijders). 

Posteriormente, três subamostras (aproximadamente 5 g cada) foram extraídas em 250 

mL de água a ferver durante 45 minutos. Seguidamente, os extractos foram liofilizados 

e armazenados num exsicador ao abrigo da luz. O rendimento da extracção para as 

folhas e frutos foi de respectivamente 39,3 ± 7,3% e 57,4 ± 1,2%. 
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4.2.2. Avaliação da actividade antioxidante usando como modelo celular os 

eritrócitos humanos 

4.2.2.1. Preparação da suspensão de eritrócitos 

O sangue venoso humano foi colhido em citrato (anticoagulante) de dadores 

saudáveis, não fumadores, após obtenção do consentimento informado (ver Anexo I). 

Para obter os eritrócitos empacotados centrifugou-se o sangue total (5 a 10 mL) a 1.500 

rpm durante 10 minutos a 4ºC. O plasma e a camada leucocitária (buffy coat) foram 

removidos por aspiração e os eritrócitos foram lavados 3 vezes com solução tampão de 

fosfato (PBS; pH 7,4), repetindo-se em cada lavagem a centrifugação nas condições 

referidas anteriormente. Após a última lavagem perfez-se o volume com PBS de modo a 

obter uma suspensão eritrocitária com hematócrito 5,2% (0,52 mL de eritrócitos 

compactados + 9,48 mL de PBS). 

4.2.2.2. Incubação com AAPH 

Diversas substâncias oxidantes foram descritas em estudos anteriores como meio 

de desencadeamento do stress oxidativo em eritrócitos, sendo algumas delas: o peróxido 

de hidrogénio (Lii e Hung, 1997), o terc-butilhidroperóxido (Rice-Evans et al., 1996 e 

Zou et al., 2001), a primaquina (Grinberg e Samuni, 1994) e as hidrazinas (Biswas et 

al., 2005). No entanto, a substância mais amplamente utilizada é o 2,2´-azo-bis(2-

amidinopropano) (AAPH) (Dai et al., 2006; Ma et al., 2000 e Shiva et al., 2007). 

O AAPH é um composto hidrossolúvel que origina radicais livres do tipo peroxilo 

por decomposição térmica (a 37º C) unimolecular em taxa constante (Figura 14). O 

AAPH origina radicais livres de modo dependente do tempo e da concentração (Zou et 

al., 2001). 
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Figura 14. Reacção de oxidação do AAPH. 

Fonte: Adaptado de Dunlap et al., 2003. 

Para avaliar o efeito protector da espécie Arbutus unedo L. foram estudadas várias 

concentrações do extracto da folha (100, 75 e 50 µg/mL) e do fruto (1600, 800 e 400 

µg/mL). 

Aos tubos de hemólise adicionou-se 500 µL da suspensão eritrocitária a 5,2% de 

modo a obter um hematócrito final de 2,0%, tendo em conta que o volume final nos 

tubos será de 1300 µL, sendo estes colocados a incubar a 37 ºC durante 5 minutos. Após 

a incubação, adicionou-se os antioxidantes (extractos de folha e fruto de Arbutus unedo 

L. e ácido ascórbico) ou não, de acordo com as tabelas apresentadas abaixo, sendo os 

tubos pré-incubados a 37 ºC durante 30 minutos. 

As concentrações testadas dos extractos da folha do Arbutus unedo L. foram 

obtidas a partir de uma solução stock de 1000 µg/mL em PBS, da qual se retiraram 2,5 

mL aos quais foram adicionados 7,5 mL de PBS obtendo-se assim uma solução de 250 

µg/mL. A partir desta solução e, de acordo com a Tabela 2, obtiveram-se as 

concentrações finais nos tubos de 100, 75 e 50 µg/mL. A actividade hemolítica do 

extracto foi avaliada expondo as células à concentração mais alta estudada (100 µg/mL), 

na ausência de AAPH (controlo do extracto). 
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Tabela 2. Tabela usada na preparação dos tubos de hemólise para o ensaio da actividade anti-hemolítica 

da folha de Arbutus unedo L. 

 Eritrócito  Extracto PBS AAPH Vf 

Controlo 500 µL ---------- 800 µL ---------- 1300 µL 

AAPH 500 µL ---------- 670 µL 130 µL 1300 µL 

C 100 µg/mL 500 µL 520 µL 150 µL 130 µL 1300 µL 

C 75 µg/mL 500 µL 390 µL 280 µL 130 µL 1300 µL 

C 50 µg/mL 500 µL 260 µL 410 µL 130 µL 1300 µL 

Controlo extracto 500 µL 520 µL 280 µL ---------- 1300 µL 

As concentrações testadas dos extractos do fruto de Arbutus unedo L. foram 

obtidas a partir de uma solução stock de 25 mg/mL em PBS, da qual se retiraram 2.000 

µL aos quais foram adicionados 10.500 µL de PBS obtendo-se assim uma solução mãe 

de 4000 µg/mL, a partir da qual se prepararam as concentrações finais de 1600, 800 e 

400 µg/mL (Tabela 3). Do mesmo modo, a actividade hemolítica do extracto de fruto 

foi avaliada expondo as células à concentração mais alta estudada (1600 µg/mL), na 

ausência de AAPH (controlo do extracto). 

Tabela 3. Tabela usada na preparação dos tubos de hemólise para o ensaio da actividade anti-hemolítica 

do fruto de Arbutus unedo L. 

 Eritrócito  Extracto PBS AAPH Vf 

Controlo 500 µL ---------- 800 µL ---------

- 

1300 µL 

AAPH 500 µL ---------- 670 µL 130 µL 1300 µL 

C 1600 µg/mL 500 µL 520 µL 150 µL 130 µL 1300 µL 

C 800 µg/mL 500 µL 260 µL 410 µL 130 µL 1300 µL 

C 400 µg/mL 500 µL 130 µL 540 µL 130 µL 1300 µL 

Controlo extracto 500 µL 130 µL 670 µL ---------

- 

1300 µL 

Findo o tempo de pré-incubação, adicionou-se (amostras) ou não (controlos) o 

oxidante AAPH, de acordo com as tabelas acima apresentadas, de modo a obter a 
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concentração final de AAPH de 50 mM. Os tubos de hemólise foram depois incubados 

durante 4 horas, a 37ºC, com agitação suave e constante e ao abrigo da luz. 

Neste estudo o ácido ascórbico foi utilizado como antioxidante de referência, com 

o qual será comparado o efeito protector das amostras de Arbutus unedo L. Para tal, a 

partir de uma solução stock de 1 mg/mL de ácido ascórbico em PBS, preparou-se uma 

solução de 250 µg/mL. A partir desta solução e, de acordo com a Tabela 4, foram 

realizadas diluições nos tubos para obter soluções com as concentrações finais de 100, 

50 e 25 µg/mL. 

Tabela 4. Tabela usada na preparação dos tubos de hemólise para o ensaio da actividade anti-hemolítica 

do ácido ascórbico 

 Eritrócito Extracto PBS AAPH Vf 

Controlo 500 µL ---------- 800 µL --------- 1300 µL 

AAPH 500 µL ---------- 670 µL 130 µL 1300 µL 

C 100 µg/mL 500 µL 520 µL 150 µL 130 µL 1300 µL 

C 50 µg/mL 500 µL 260 µL 410 µL 130 µL 1300 µL 

C 25 µg/mL 500 µL 130 µL 540 µL  130 µL 1300 µL 

 

4.2.2.3. Avaliação da % de hemólise 

Durante as 4 horas de incubação, com intervalos de 1 hora, retiraram-se duas 

alíquotas de 50 µL de cada tubo. Uma das alíquotas é adicionada a 950 µL de água (B) 

e a outra a 950 µL de soro fisiológico (A), em eppendorfs previamente colocados no 

gelo (4ºC) de modo a parar a hemólise. De seguida, centrifugou-se os eppendorfs a 

4.000 rpm durante 10 minutos, removendo-se depois cerca de 300 µL do sobrenadante 

para uma placa de 96 poços, de modo a proceder-se à leitura da absorvância a 545 nm 

no leitor de placas. A % de hemólise é calculada a partir da razão entre as duas leituras, 

ou seja, % hemólise = (A/B) x 100. A concentração de extracto que inibe 50% da 

hemólise (IC50) ao fim de três horas foi calculada através do traçado do gráfico da 

percentagem de inibição de hemólise em função da concentração de extracto. Para estes 

cálculos foram realizados 4-6 ensaios independentes. 
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4.2.2.4. Avaliação da extensão da peroxidação lipídica 

A peroxidação lipídica é um processo mediado por radicais livres. Numa situação 

de stress oxidativo pode haver falência dos mecanismos de defesa antioxidantes 

endógenos com formação de espécies reactivas de oxigénio, capazes de desencadear o 

ataque oxidativo aos lípidos poliinsaturados das membranas eritrocitárias. A 

consequente fragmentação dá origem a hidrocarbonetos como o etanol e a aldeídos 

como o 4-hidroxinonenal e o malonildialdeído (MDA). Este método tem como princípio 

a reacção de uma molécula de malonildialdeído com duas moléculas de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) com formação de um complexo MDA-(TBA)2 que é quantificado 

por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção ultravioleta (HPLC-UV), de 

acordo com a técnica desenvolvida por Soares et al. (2004). Foram realizados ensaios 

para várias concentrações dos extractos da folha e fruto, assim como para o padrão 

1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), obtendo-se através deste a curva de calibração padrão. 

Os resultados foram calculados como mM equivalente a MDA. O IC50 foi calculado 

pela curva de calibração obtida através da percentagem de peroxidação lipídica em 

função da concentração de extracto. Os valores percentuais de inibição foram calculados 

considerando como 100% o valor da peroxidação lipídica induzida pelo AAPH na 

ausência de extracto. Para estes cálculos foram realizados quatro ensaios independentes. 

Para avaliar a extensão da peroxidação lipídica, os eritrócitos humanos foram 

mantidos nas condições experimentais descritas anteriormente para a determinação da 

% de hemólise com excepção da utilização de uma suspensão eritrocitária com um 

hematócrito inicial de 13,52%. Os tubos de hemólise foram incubados durante 3 horas. 

No final da incubação, retiraram-se alíquotas de 250 µL para eppendorfs, às quais 

adicionou-se 25 µL de butilhidroxitolueno (BHT) a 0,2%, e 1 mL de ácido 

tricloroacético (TCA) a 1% previamente colocado no gelo (4 ºC). As amostras foram 

agitadas no vórtex e depois centrifugadas em centrífuga refrigerada a 10.000 rpm 

durante 10 minutos. Posteriormente, retirou-se 500 µL de sobrenadante para outro 

eppendorf, sendo adicionado 500 µL de ácido tiobarbitúrico a 1%. Os eppendorfs foram 

agitados no vórtex e colocados num banho de água fervente (95 ºC) durante 45 minutos. 
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Após este período os eppendorfs foram arrefecidos em gelo (4 ºC), centrifugados em 

centrífuga refrigerada a 10.000 rpm durante 5 minutos e 50 µL do sobrenadante foram 

injectados no HPLC (Hewlett Packard 1100 series) com detector UV a 532 nm. A 

separação cromatográfica realizou-se através de uma coluna Spherisorb C18 ODS2 (5 

µm; 4,6 x 250 mm) da Waters Corporation e a fase móvel utilizada foi acetato de 

amónio 0,05 M: metanol (60:40), com fluxo de 0,7 mL/min. Paralelamente, preparou-se 

uma curva de calibração com diferentes concentrações do padrão 1,1,3,3-

tetraetoxipropano (TEP) (10, 5, 2, 1, 0,5 e 0,25 µM em etanol a 40%.), procedendo-se 

de forma idêntica à descrita para as amostras com excepção das centrifugações que para 

os padrões não se executam. 
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5.1. Efeito protector da espécie Arbutus unedo L. na hemólise induzida 

pelo AAPH 

5.1.1. Extracto aquoso da folha de Arbutus unedo L. 

Na tabela seguinte são apresentados os valores da percentagem de hemólise nas 

células incubadas com as diferentes concentrações do extracto de folha de Arbutus 

unedo L. obtidos em 6 ensaios independentes. 

Tabela 5. Resultados obtidos para a percentagem de hemólise do extracto da folha de Arbutus unedo L. 

1 2 3 4

Controlo 1,80 2,30 3,80 7,20
1,38 7,23 1,78 4,76
1,83 2,86 6,83 2,71
2,06 2,43 2,22 2,12
4,01 3,59 4,01 3,19
3,85 3,53 5,29 4,20

Média 2,49 3,66 3,99 4,03
SD 1,14 1,83 1,89 1,83

AAPH 4,10 62,20 96,00 98,90
2,74 43,09 88,00 90,00
1,39 35,91 87,68 88,59
2,36 81,46 91,36 91,00
4,27 40,00 92,68 87,33
4,60 68,20 87,73 89,55

Média 3,24 55,14 90,58 90,90
SD 1,27 18,21 3,39 4,12

FOLHA 100 ug/mL 4,10 11,20 18,50 31,10
2,93 9,14 17,40 27,30
5,58 15,82 16,61 17,09
7,20 8,24 21,68 29,86
6,37 10,47 36,71 43,61
6,00 17,13 23,73 44,19

Média 5,36 12,00 22,44 32,19
SD 1,57 3,64 7,49 10,32

FOLHA 75 ug/mL 2,40 12,88 30,19 63,03
2,40 12,88 30,19 63,03
2,40 12,88 30,19 63,03
5,43 7,89 23,42 65,63
7,01 7,81 31,48 42,98
6,03 8,39 31,23 81,07

Média 4,28 10,46 29,45 63,13
SD 2,12 2,67 3,01 12,12

FOLHA 50 ug/mL 2,40 3,70 70,80 90,00
1,91 2,79 84,39 90,91
1,61 19,57 81,62 86,51
3,98 7,19 73,00 87,98
7,00 15,57 33,84 53,85
6,06 9,12 77,67 89,15

Média 3,83 9,66 70,22 83,07
SD 2,27 6,67 18,54 14,40

Controlo do Extracto 3,00

Tempo (h)
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Estes resultados são seguidamente apresentados na forma de gráfico (Gráfico 1). 

Cada valor representa a média ± SD de seis ensaios independentes. *Representa 

resultados significativos (P <0,05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo 

AAPH, nos respectivos tempos. #Representa resultados significativos (P <0,05) quando 

o grupo tratado foi comparado com o grupo controlo, nos respectivos tempos. 
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Gráfico 1. Representação gráfica do efeito protector da folha de Arbutus unedo L. na hemólise induzida 

pelo AAPH. 

Para o cálculo da concentração inibitória 50 (IC50), ou seja, a concentração de 

extracto que inibe 50% da hemólise induzida pelo AAPH, determinou-se a percentagem 

de inibição de hemólise para cada concentração de extracto ao tempo 3 horas, tal como 

apresentado na tabela seguinte. 
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Tabela 6. Resultados obtidos para a percentagem de inibição da hemólise do extracto da folha de Arbutus 

unedo L. 

% hemólise -Controlo % inibição
3,8
1,8
6,8
2,2
4,0
5,3
96,0 92,2
88,0 86,2
87,7 80,9
91,4 89,1
92,7 88,7
87,7 82,4
18,5 14,7 84,1
17,4 15,6 81,9
16,6 9,8 87,9
21,7 19,5 78,2
36,7 32,7 63,1
23,7 18,4 77,6
30,2 26,4 71,4
30,2 28,4 67,1
30,2 23,4 71,1
23,4 21,2 76,2
31,5 27,5 69,0
31,2 25,9 68,5
70,8 67,0 27,3
84,4 82,6 4,2
81,6 74,8 7,5
73,0 70,8 20,6
33,8 29,8 66,4
77,7 72,4 12,2

Controlo

AAPH

FOLHA 100 ug/mL

FOLHA 75 ug/mL

FOLHA 50 ug/mL

 

Em seguida, traçou-se o gráfico da % inibição de hemólise versus a concentração 

de extracto para cada ensaio independente (Tabela 7 e Gráfico 2). 

Tabela 7. Tabela representativa do IC50 da folha de Arbutus unedo L. 

 Concentração 
µg/mL 

% inibição hemólise 

 100 84,1 
 75 71,4 
 50 27,3 

 
IC50  

 0,062 mg/mL 
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Gráfico 2. Gráfico representativo do cálculo do IC50 da folha de Arbutus unedo L. 

O valor de IC50 calculado para o extracto da folha foi de 0,062  ± 0,002 mg/mL. 

5.1.2. Extracto aquoso do fruto de Arbutus unedo L. 

Na tabela seguinte são apresentados os valores da percentagem de hemólise nas 

células incubadas com as diferentes concentrações do extracto do fruto de Arbutus 

unedo L. obtidos em 4 ensaios independentes. 
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Tabela 8. Resultados obtidos para a percentagem de hemólise do fruto de Arbutus unedo L. 

1 2 3 4
4,01 3,59 4,01 3,19
3,85 3,53 5,29 4,20
3,54 3,79 3,18 3,73
2,39 3,96 2,39 1,62

Média 3,45 3,72 3,72 3,19
SD 0,73 0,20 1,24 1,12

4,27 40,00 92,68 87,33
4,60 68,20 87,73 89,55
6,01 83,86 93,33 87,07
5,20 68,80 91,82 86,02

Média 5,02 65,21 91,39 87,49
SD 0,76 18,30 2,52 1,48

2,00 1,80 0,92 4,27
2,70 3,26 2,55 3,93
2,00 1,54 1,39 3,93
2,82 1,74 3,16 3,00

Média 2,38 2,09 2,00 3,78
SD 0,44 0,79 1,03 0,55

2,00 1,82 10,01 60,61
1,69 1,82 6,65 43,48
1,21 2,07 9,57 54,49
1,37 2,47 13,42 62,02

Média 1,57 2,05 9,91 55,15
SD 0,35 0,31 2,78 8,44

2,41 1,69 40,35 83,86
3,27 4,91 50,31 86,59
2,29 3,13 49,84 82,87
1,81 6,01 65,80 88,51

Média 2,45 3,93 51,57 85,45
SD 0,61 1,91 10,54 2,57

Controlo do Extracto 2,40

Tempo (h)

Controlo

AAPH

FRUTO 1600 ug/mL

FRUTO 800 ug/mL

FRUTO 400 ug/mL

 

Estes resultados são seguidamente apresentados na forma de gráfico. Cada valor 

representa a média ± SD de quatro ensaios independentes. *Representa resultados 

significativos (P <0,05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo AAPH, nos 

respectivos tempos. #Representa resultados significativos (P <0,05) quando o grupo 

tratado foi comparado com o grupo controlo, nos respectivos tempos. 
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Gráfico 3. Representação gráfica do efeito protector do fruto de Arbutus unedo L. na hemólise induzida 

pelo AAPH. 

Para o cálculo do IC50 determinou-se a percentagem de inibição de hemólise para 

cada concentração de extracto ao tempo 3 horas, tal como apresentado na tabela 

seguinte. 

Tabela 9. Resultados obtidos para a percentagem de inibição da hemólise do extracto do fruto de Arbutus 

unedo L. 

% hemólise -Controlo % inibição
Controlo 4,0

4,0
3,2
2,4

AAPH 92,7 88,7
87,7 83,7
93,3 90,2
91,8 89,4

FRUTO 1600 ug/mL 0,9 0,0 100,0
2,5 0,0 100,0
1,4 0,0 100,0
3,2 0,8 99,1

FRUTO 800 ug/mL 10,0 6,0 93,2
6,6 2,6 96,8
9,6 6,4 92,9
13,4 11,0 87,7

FRUTO 400 ug/mL 40,3 36,3 59,0
50,3 46,3 44,7
49,8 46,7 48,2
65,8 63,4 29,1  
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Em seguida, traçou-se o gráfico da % inibição de hemólise versus a concentração 

de extracto para cada ensaio independente (Tabela 10 e Gráfico 4). 

Tabela 10. Tabela representativa do IC50 do fruto do Arbutus unedo L. 

 Concentração 
µg/mL 

% inibição hemólise 

 1600 100,0 

 800 93,2 

 400 59,0 
 

IC50  

 0,337 mg/mL 
 

 

Gráfico 4. Gráfico representativo do IC50 do fruto de Arbutus unedo L. 

O valor de IC50 calculado para o extracto do fruto foi de 0,337 ± 0,047 mg/mL. 

5.1.3. Ácido ascórbico 

Neste estudo, o ácido ascórbico foi usado como antioxidante de referência. Na 

tabela seguinte apresentam-se os valores de hemólise obtidos para as diferentes 

concentrações de ácido ascórbico ao tempo 3 horas, bem como os valores da % de 

inibição da hemólise. 
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Tabela 11. Resultados obtidos para a percentagem de hemólise do ácido ascórbico. 

% Hemólise -Controlo % Inibição
Controlo 10,1

5,9
4,3
11,1

AAPH 81,1 71,0
81,8 75,9
81,5 77,1
76,5 65,4

AA 100 ug/mL 12,5 2,4 96,6
5,8 -0,1 100,1
4,4 0,1 99,8
9,1 -2,0 103,0

AA 50 ug/mL 10,1 0,1 99,9
8,8 2,9 96,2
11,1 6,8 91,2
9,4 0,0 100,0

AA 25 ug/mL 49,5 39,4 44,5
44,8 38,9 48,8
67,8 63,5 17,7
54,2 43,1 34,0  

O valor do IC50 determinado para o ácido ascórbico foi de 0,031 ± 0,005 mg/mL. 

6.2. Efeito protector da espécie Arbutus unedo L. na peroxidação lipídica 

induzida pelo AAPH 

Na tabela seguinte são apresentados os valores da área do pico para as diferentes 

concentrações do padrão TEP testadas.  

Tabela 12. Valores obtidos de área de pico para os padrões de TEP. 

TEP (uM) Área pico 

10 643,4 

5 320,5 

2 99,8 

1 57,5 

0,5 43,7 

0,25 26,1 
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Em seguida, traçou-se o gráfico da área do pico versus a concentração de padrão 

TEP (Gráfico 5). 

 
Gráfico 5. Representação gráfica da área do pico em função da concentração do padrão TEP. 

Na tabela 13 apresentam-se as áreas obtidas após integração dos picos 

cromatográficos e o cálculo das concentrações de MDA com base na curva de 

calibração anteriormente apresentada. 
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Tabela 13. Resultados obtidos para a concentração de MDA. 

Área Área (-branco) uM % Inibição
41,80 2,10 0,02
44,80 5,10 0,07
42,00 2,30 0,02
42,87 3,17 0,03

MÉDIA 0,03
SD 0,02

130,80 91,10 1,45
124,30 84,60 1,35
122,40 82,70 1,32
125,83 86,13 1,37

MÉDIA 1,37
SD 0,06

70,20 30,50 0,48 67,302
72,20 32,50 0,51 62,364
72,90 33,20 0,52 60,630
71,77 32,07 0,50 63,551

MÉDIA 0,50
SD 0,02

83,50 43,80 0,69 52,531
84,50 44,80 0,71 47,641
74,60 34,90 0,55 58,548
80,87 41,17 0,65 52,855

MÉDIA 0,65
SD 0,07

87,90 48,20 0,76 47,644
95,40 55,70 0,88 34,593
91,50 51,80 0,82 37,848
91,60 51,90 0,82 40,239

MÉDIA 0,82
SD 0,05

77,20 37,50 0,59 59,528
78,50 38,80 0,61 54,823
74,30 34,60 0,54 58,916
76,67 36,97 0,58 57,792

MÉDIA 0,58
SD 0,03

83,20 43,50 0,68 52,864
87,60 47,90 0,76 43,930
72,90 33,20 0,52 60,630
81,23 41,53 0,65 52,424

MÉDIA 0,65
SD 0,10

89,40 49,70 0,78 45,978
89,10 49,40 0,78 42,134
80,30 40,60 0,64 51,567
86,27 46,57 0,73 46,508

MÉDIA 0,73
SD 0,07

Controlo

Fruto (400 µg/mL)

AAPH

Folha (100 µg/mL)

Folha (75 µg/mL)

Folha (50 µg/mL)

Fruto (1600 µg/mL)

Fruto (800 µg/mL)
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Estes resultados são seguidamente apresentados na forma de gráfico (Gráfico 6). 

Cada valor representa a média ± SD de três ensaios independentes. *Representa 

resultados significativos (P <0,05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo 

AAPH, nos respectivos tempos. #Representa resultados significativos (P <0,05) quando 

o grupo tratado foi comparado com o grupo controlo, nos respectivos tempos. 
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Gráfico 6. Representação gráfica da extensão da peroxidação lipídica versus a concentração de extracto. 

Para o cálculo do IC50 determinou-se a percentagem de inibição da peroxidação 

lipídica para cada concentração de extracto ao tempo 3 horas, tal como apresentado na 

tabela 14. 

Tabela 14. Resultados obtidos para a % de inibição da peroxidação lipídica para os extractos da folha e 

fruto de Arbutus unedo L. 

Concentração (µg/mL) Média SD

FOLHA 50 40,03 47,64 34,59 37,85

FOLHA 75 52,91 52,53 47,64 58,55

FOLHA 100 63,43 67,30 62,36 60,63

IC50 62,20 83,21 83,40 58,50 75,04 14,32

FRUTO 400 46,56 45,98 42,13 51,57

FRUTO 800 52,47 52,86 43,93 60,63

FRUTO 1600 57,76 59,53 54,82 58,92

IC50 617,96 611,42 1232,98 353,64 732,68 452,04

% Inibição da peroxidação lipídica
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Os valores de IC50, definida como a quantidade de extracto que inibe 50% da 

peroxidação lipídica causada pelo AAPH, calculados para os extractos da folha e fruto 

de Arbutus unedo L. foram de 0,075 ± 0,014 e 0,732 ± 0,452 mg/mL, respectivamente. 
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Os compostos antioxidantes da dieta têm particular interesse devido à “teoria do 

stress oxidativo”, a qual assume que os danos oxidativos nas células causados pelos 

radicais livres e outros oxidantes são responsáveis pela iniciação e progressão do 

envelhecimento e de doenças degenerativas como o cancro, aterosclerose, diabetes, 

anemia hemolítica, doença de Alzheimer, catarata, entre outras (Sorg, 2004; Atoui et al., 

2005; Valko et al., 2007; Negre-Salvayre et al., 2008). 

De forma a elucidar a importância biológica da actividade antioxidante da espécie 

Arbutus unedo L. foi usado neste estudo um modelo celular baseado no eritrócito 

humano. O dano oxidativo induzido pelo AAPH nos eritrócitos humanos tem sido 

extensivamente estudado como modelo para a danificação peroxidativa nas membranas 

biológicas (Zou et al., 2001; Costa et al., 2009; Magalhães et al., 2009 e Carvalho et al., 

2010). O AAPH gera radicais livres do tipo peroxilo (ROO˙) no meio extracelular, os 

quais atacam a membrana eritrocitária causando várias alterações oxidativas, as quais 

foram avaliadas neste estudo pela percentagem de hemólise e pela peroxidação dos 

lípidos da membrana dos eritrócitos. 

Os eritrócitos humanos foram incubados com os extractos aquosos da folha e fruto 

de Arbutus unedo L. na presença e ausência de AAPH. Os gráficos 2 e 3 mostram o 

efeito anti-hemolítico dos extractos da folha (50-100 µg/mL) e do fruto (400-1600 

µg/mL), respectivamente. Verificou-se que o grupo controlo (suspensão eritrocitária em 

tampão fosfato sem adição de AAPH e incubada a 37ºC) manteve-se estável, com uma 

percentagem de hemólise reduzida (3,5 ± 0,7%) ao longo das quatro horas de incubação. 

No entanto, quando se adicionou o AAPH à suspensão eritrocitária, a indução de 

hemólise passou a ser proporcional ao tempo de ensaio decorrido. O início da hemólise 

induzida pelo AAPH foi retardado, indicando que os antioxidantes endógenos do 

eritrócito, principalmente a glutationa, vitamina E, ácido L-ascórbico e enzimas como a 

catalase e a superóxido dismutase, são capazes de sequestrar os radicais livres, 

conferindo protecção contra estas espécies que induzem a hemólise (Zou et al., 2001). 

Quanto ao grupo controlo do extracto (eritrócitos incubados com a maior concentração 

testada de cada extracto na ausência de AAPH) verificou-se que a percentagem de 

hemólise obtida foi semelhante à do grupo controlo (3,0 ± 0,0% para o extracto da folha 

e 2,4 ± 0,0% para o extracto do fruto). 
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Os resultados obtidos neste estudo mostram que ambos os extractos protegem 

significativamente a membrana dos eritrócitos da hemólise induzida pelo AAPH, de um 

modo dependente da concentração de extracto e do tempo de incubação. No entanto, o 

extracto da folha apresentou um efeito anti-hemolítico significativamente superior ao do 

fruto, sendo o valor de IC50 determinado para o extracto da folha após três horas de 

incubação de 0,062 ± 0,002 mg/mL e de 0,377 ± 0,047 mg/mL para o fruto. Dada a 

reconhecida actividade antioxidante do ácido ascórbico, a actividade anti-hemolítica dos 

extractos de Arbutus unedo L.  foi comparada com a do ácido ascórbico (IC50 de 0,031 ± 

0,005 mg/mL), tendo-se verificado um efeito antioxidante menos potente para os 

extractos. Tanto quanto sabemos, este é o primeiro estudo a avaliar o potencial 

antioxidante da espécie Arbutus unedo L. neste modelo celular. 

Os polifenóis são sobejamente reconhecidos como eficientes sequestradores de 

radicais livres (Bors et al., 1990 e Nanjo et al., 1996). Estes fitoquímicos actuam como 

antioxidantes na inactivação dos radicais livres nos compartimentos celulares lipofílicos 

e hidrofílicos, dada a capacidade destes compostos de doar átomos de hidrogénio e, 

desta forma, inibir as reacções em cadeia provocadas pelos radicais livres (Hartman et 

al., 1990 e Arora et al., 1998). Portanto, os compostos fenólicos da espécie Arbutus 

unedo L. presentes na suspensão eritrocitária muito provavelmente sequestram os 

radicais peroxilo formados durante a incubação, interrompendo desta forma a 

propagação em cadeia dos radicais peroxilo e evitando o ataque destes às membranas 

dos eritrócitos, ricas em ácidos gordos poliinsaturados, e com isto inibindo a 

peroxidação lipídica e consequente hemólise. Os nossos resultados encontram-se de 

acordo com outros estudos que mostram a capacidade dos polifenóis de proteger os 

eritrócitos do stress oxidativo ou o aumento da resistência dos eritrócitos aos danos 

causados pelos oxidantes (Youdim et al., 2000; Costa et al., 2009; Magalhães et al., 

2009 e Carvalho et al., 2010). Esta actividade antioxidante da folha e fruto de Arbutus 

unedo L. pode não se dever apenas aos compostos fenólicos, mas ao resultado de 

diferentes fitoquímicos presentes que poderão ter efeito aditivo ou sinérgico. 

A membrana lipídica dos eritrócitos quando sujeita a um considerável stress 

oxidativo perde um átomo de hidrogénio da cadeia de ácidos gordos insaturados 

iniciando-se a peroxidação lipídica que se propaga numa reacção em cadeia. Neste 
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estudo, a extensão da peroxidação lipídica foi avaliada pela formação de 

malonildialdeído (MDA), que é conhecido como um produto carbonilo do dano lipídico 

oxidativo (Esterbauer et al., 1991). Verificou-se que a quantidade de MDA no grupo 

controlo ao tempo três horas foi baixa (0,049 ± 0,014 mM) (Gráfico 6). Como esperado, 

o nível de MDA aumentou significativamente (de 1638%) após incubação com AAPH 

quando comparado ao respectivo controlo. Sob a acção oxidativa do AAPH, os 

eritrócitos humanos tratados com os extractos desta planta diminuíram 

significativamente a acção do AAPH (P <0,05) de um modo dependente da 

concentração de extracto. O tratamento com os extractos da folha e do fruto na maior 

concentração testada após três horas de incubação reduziu os níveis de MDA em 61% e 

56%, respectivamente, nos eritrócitos expostos ao AAPH. Os valores de IC50 para os 

extractos da folha e do fruto de Arbutus unedo L. foram de 0,075 ± 0,014 e 0,732 ± 

0,452 mg/mL, respectivamente. 

Em conclusão, os nossos resultados indicam que a espécie Arbutus unedo L., 

particularmente a folha, apresenta um considerável potencial antioxidante e 

sequestrador de radicais livres, o que sugere a sua eventual aplicação na prevenção e/ou 

tratamento de diversas situações patológicas em que os radicais livres estão envolvidos. 
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Anexo 1. Modelo da Declaração de Consentimento preenchida e assinada por todos os 

voluntários que doaram sangue durante o decurso do trabalho laboratorial. 
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Anexo II. Artigo “Antihemolytic and radical scavenging activities of strawberry tree 

(Arbutus unedo L.) leaf and fruit: a comparative study” submetido à revista Journal of 

Functional Foods. 


