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Resumo

O Arbutus unedoL., vulgarmente designado por medronheiro, é unaate
endémica da regido Mediterranica amplamente ulidizaa alimentacéo e na medicina
tradicional devido as suas actividades biologiEasudos fitoquimicos realizados nesta
espécie evidenciaram que os extractos da folhate éontém diversos antioxidantes
naturais. As folhas apresentam na sua constitubgdiopostos fendlicos, tais como
taninos, flavonoides e glicosideos fendlicos-tecoferol, enquanto os frutos possuem
também variados compostos fendlicos (antocianinisivados do acido galhico,
taninos e flavondides), vitamina C e E e caroteAssim, € de prever que a espécie
Arbutus unedoL. tenha um consideravel potencial antioxidant& &htanto, as
propriedades antioxidantes desta espécie em measobawidgicas nao foram até entdo

avaliadas.

Por esta razao, o presente trabalho deteve-seatiag@o do efeito protector dos
extractos aquosos da folha e fruto Aebutus unedoL. na danificagdo oxidativa
induzida por radicais livres, utilizando como madelelular in vitro o eritrocito
humano. O 2,2 -azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH)ne sistema gerador de radicais
livres peroxilo no meio extracelular que atacam @mirana eritrocitaria causando
vérias alteragBes oxidativas, as quais foram aledianeste estudo pela libertacdo de

hemoglobina (hemolise) e pela peroxidacdo dosdfpah membrana dos eritrécitos.

Os ensaios realizados mostram uma actividade aafdiobe para o extracto da
folha superior & do fruto. Ambos os extractos getam a membrana do eritrocito da
hemdlise induzida pelo AAPH, de forma dependentetesiopo e da concentragéo,
obtendo-se valores de §€de 0,062 + 0,002 mg/mL para as folhas e 0,377040,
mg/mL para os frutos. Além disso, os eritrécitosmanos tratados com os extractos de
Arbutus unedoL. apresentaram uma diminuicdo, dependente daeotmacdo, dos

niveis de malonildialdeido que é um produto de ogusicao da peroxidacéo lipidica.

Os resultados indicam que a espé&ibutus unedd.., especialmente a folha,
constitui uma fonte promissora de antioxidantesinag com potencial aplicacdo na

prevencdo e/ou terapéutica de doencas nas quaediosis livres estdo implicados.



Abstract

The Arbutus unedoL., usually known as strawberry tree, is a Medieean
endemic plant widely employed as food and in tradél medicine owed to its
biological activities. Phytochemical studies evicet that this species leaf and fruit
contains various natural antioxidants. Several phegompounds are present in leaves
such as tannins, flavonoids, phenolic glycosides catocopherol, while the fruit also
possess a variety of fenolic compounds (anthocgargalic acid derivatives, tannins
and flavonoids), vitamins C and E, and carotenoiBased on their chemical
composition, it is reasonable to expect a highoardant activity forArbutus unedad..
fruit and leaf extracts. However, the antioxidardgerties of this species in biological

membranes have not been evaluated thus far.

Therefore, the current study focused on the evialmadf the protective effect of
the agueous extracts obtained from leaves ands fafiArbutus unedd.. against the
oxidative damage induced by free radicals usinghtiraan erythrocytasin vitro cell-
based model assay. The 2,2’-azo-bis(2-amidinopmp@APH) was applied due to its
properties as a free radical initiator to genepeoxyl radicals in the aqueous phase
which can attack the erythrocyte membrane to indymd peroxidation. Oxidative
injury was assessed by release of hemoglobin (heisdland peroxidation of the

erythrocyte membrane lipids.

This study showed stronger inhibitory efficiency foe leaf extract in comparison
to the fruit. Both extracts protected the erythteapembrane from hemolysis in a time-
and concentration-dependent manner, withy Nalues of 0.062 + 0.002 and 0.377 *
0.047 mg/mL for leaf and fruit extracts, respediivéMoreover, human erythrocytes
treated withArbutus unedal. extracts showed concentration-dependent deereas

levels of malondialdehyde, a breakdown productpidl Iperoxidation.

In conclusion, these results sugg&sbutus unedd.. species, mainly its leaf, as a
promising source of natural antioxidants with ptanuse in the prevention and/or

treatment of diseases mediated by free radicals.



Agradecimentos

O meu mais sincer®brigado a todos aqueles que directa ou indirectamente
contribuiram para a conclusdo desta etapa da nvitlaa Mas ndo poderia deixar de

salientar o meu agradecimento:

Ao Reitor da Universidade Fernando Pessoa, Praf€ssador Salvato Trigo, e ao
Director da Faculdade de Ciéncias da Saude da tdideele Fernando Pessoa,
Professor Doutor Luis Martins, pela formacédo e ahdplizacdo das condicdes

materiais indispensaveis ao desenvolvimento dalinabexperimental.

A Professora Doutora Mércia Carvalho pela dedicag@mizade demonstradas,
um agradecimento muito especial. Pelo modo empenteagstimulante com que
acompanhou todas as fases do trabalho e pela otmsliaponibilidade demonstrada
para realizar as mais diversas tarefas relacionedias a orientacdo e execucdo do
trabalho. Gostaria ainda de enaltecer todos os #euelentes conhecimentos
cientificos, conselhos, ideias e as valiosas s@gsstpresentadas, que constituiram uma

condicéo essencial para os resultados apresentados.

A Professora Doutora Branca Silva pelos conhecioseabncedidos e por toda a

ajuda e disponibilidade demonstrada.

A Mestre Mary Duro, por amavelmente ter acedidoctefr as recolhas de

sangue.

A Ana e ao Rui pela amizade e companheirismo semppsentes durante a

execucao laboratorial deste estudo.

A Dulce, & Ana e a Joana por todo o apoio, confiangnhecimento e motivacio
partilhados, mas acima de tudo pela amizade eviel#gsm@o longo destes cinco anos de

Curso.



Numa outra 6ptica quero salientar:

Os meus pais, por terem tornado este sonho posSe@l vocés, nada disto seria
possivel! Devo-vos tudo aquilo que consegui alcarga cheguei até este ponto foi

devido ao vosso esforco e determinacgéo.

O meu namorado Bruno, que esteve sempre ao meu dpd@mndo-me e
transmitindo-me a forca que necessitava nos momsesito que fraquejei. Todas as
palavras sdo poucas para te agradecer todo o eanmho, amizade e paciéncia que me

dedicas e sem 0s quais teria sido muito mais ldéficancar este meu objectivo.

A minha irma, o meu cunhado e restante familiaggtarem sempre presentes.

A Marisa, pela fantastica companheira de casa @mpre foi!l A nossa

cumplicidade e amizade nunca se extinguirao.



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

indice Geral

Yo ITer=Ne = = To U 7= YT Xi
INICE dE GIafICOS.........cviveeiiceicicectet ettt Xii
INICE dE TADEIAS.......cecviicviieeiicieciee ettt enas Xiii
ADIEVIALTUIAS ...ttt ettt e e e e e e e e Xiv
I, INTRODUGAOD ..ottt ettt st 1.
1.1. Enquadramento € ODJECIIVOS.........uuuuuiiiiiiiei e e et 2
1.2, Plano Geral........cooiiiiiiiiiiii e 4.
[l AESPECIE ArBUtUSUNEAO L. ..ooviuiiiiicieieiecc e 6
FZ O OF- 1 - Toi (=] ] o= L PR R UOPUPPUPPRRTPPUPPR 7
2.1.1. Distribuic80 geografiCa............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 8
2.1.2. O habitat NATUIAl .........ccviiiieee e 9
2.1.3. Fitologia do Arbutus UNEdO L. ......ccevvvvviniiiiiiieie e 10
2.2. Interesse da espéciArbutusuUNedO L. ..........euvveiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeieeeeeeeeeee, 14
2.2.1.  Actividades DIOlOQICAS .......uuuuiriiiiiiiiiiiiiiieiiee e 16
2.3. CaracterizaGao qUIMICA........ccceeeeeeeeiiieeieiiiiiiee s e e eeeeees s e e e e e e e e e e eeeeeeeanene 16

. O ERITROCITO COMO MODELO IN VITRO PARA A AVALIACAO DA

ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE oo 19
3.1. Caracteristicas geraisS d0 SANQUE...........ccevvvrrriririiiiiiieieee e e e eeeereeeeeeaees 20
0 0 S © I = 11 (o Tl (o J TP TP 22
IV.  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ..o 26
4.1. Objectivo do trabalno...........ccooeiiiiiiie e 27
4.2. Procedimento experimental..........ccooevvuiiiiiiiiiiiiiei e eeeeeeee e 27
4.2.1. PreparaCao dOS EXIraCtOS ........uuuuuiiiiereeeeeeeeeiruiiiniiinaaseeeeeeeeaeeeeeennnnnn 27

4.2.2. Avaliagdo da actividade antioxidante usando cormdeto celular os
EritrOCItOS NUMANOS ..o e e e e e e e eeeeesneenees 28

V. RESULTADOS ... .. 34



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

5.1. Efeito protector da espécieArbutus unedo L. na hemolise induzida pelo

A AP H e 35
5.1.1. Extracto aquoso da folha debutus unedd...............cooovvvvviiiiiiiiiiineennn. 35
5.1.2. Extracto aquoso do fruto debutus unedd.................coovvrriiiiiiiiiiinennn. 38
5.1.3.  ACIHO @SCOMDICO ....c.voveveeeieeieeeee et ettt 41

6.2. Efeito protector da espécieArbutus unedo L. na peroxidacgéo lipidica

INAUZIAA PEIO AAPH ... e 42

VI.  DISCUSSAO E CONCLUSOES.......cceoitiiiiririiiieeieie e seneeseeeeeeeieees 47
VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coooviieeeeceeeeeeee e 51
ANBXOS ..t rr e e e 63



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

indice de Figuras

Figura 1 — Distribuicdo geografica dobutus unedd.. na Peninsula Ibérica............... 8
Figura 2 —ArbUtUS UNEAL. .........oeiniie e 11
Figura 3 — Tronco de um exemplar antigofdbutus uneda.. .............ccocovvvinnnnnne. 11
Figura 4 — Folhas d&rbutus uneddv. .............cooiiiiiiii e e 12
Figura 5 — Flores darbutus unedav.. ..............coooiiiiiiiiiiiii e 12
Figura 6 e 7 — Fruto dérbutus unedd.. nas suas diversas fases de maturacéo. ........ 13
Figura 8 — Pormenor da coexisténcia de florestedrdeArbutus unedd.. .................... 14
Figura 9 — Composicao do sangue e seus valoregia@a@os num adulto normal. ....... 20

Figura 10 — Vaso sanguineo seccionado no qual @mare®s elementos figurados

SUSPENSOS NO PlASIMAL ...t et et et et e e e e e e e e ie e ane e eneeen 22
Figura 11 — EritrOCIito humano. ..........cccooiiii it e e e e 23

Figura 12 — Representacdo das quatro cadeias pttimas, cada uma com um grupo
heme (realcado para se evidenciar o seu atomorag, fque formam a molécula de

hemMOgIODING. ... e e 24

Figura 13 — Estrutura e composicao das membraraside o modelo do mosaico
FIUTO. e e 24

Figura 14 — Reaccao de oxidagao do AAPH. ..., 29

-Xi -



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

indice de Gréficos

Grafico 1 — Representacao grafica do efeito proteta folha deArbutus unedd.. na
hemolise induzida pelo AAPH. ... e e, 36

Grafico 2 — Grafico representativo do calculo dgylda folha déArbutus unedd. ...... 38

Grafico 3 — Representacao grafica do efeito protewd fruto deArbutus unedd.. na
hemolise induzida pelo AAPH. ... e, 40

Grafico 4 — Grafico representativo dosg@o fruto deArbutus unedd.. .................... 41

Grafico 5 — Representacédo grafica da area do pictuecdo da concentracdo do padrao
LI =1 43

Grafico 6 — Representacdo grafica da extensdo daxigacdo lipidicaversus a

CONCENLrAGAOD 08 EXIIACTO. ... e ittt ittt e et e e e et e e e e e e e e e 45

- Xii -



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

indice de Tabelas

Tabela 1 — Classificacdo taxonomica da esp&detus unedd. ...............c.ceveeenns 7

Tabela 2 — Tabela usada na preparacdo dos tubdwerdélise para o ensaio da
actividade anti-hemolitica da folha Aebutus unedd. ..............cccccceeeiiiieieieiiiiiiieeees 30

Tabela 3 — Tabela usada na preparacdo dos tubdwerdélise para o ensaio da

actividade anti-hemolitica do fruto debutus uneddv. ............ccoiiiin i, 30

Tabela 4 — Tabela usada na preparacdo dos tubdwerdélise para o ensaio da

actividade anti-hemolitica do Acido aSCOIDICO. .. e e e 31

Tabela 5 — Resultados obtidos para a percentagemrdélise do extracto da folha de
ATDULUS UNBAQL. ...t et et e e e e e et e e e e e 35

Tabela 6 — Resultados obtidos para a percentagdnibiigio da hemolise do extracto
da folha deArbUtUS UNEL. ........ oo e e 37

Tabela 7 — Tabela representativa deplda folha déArbutus unedd.. ...................... 37

Tabela 8 — Resultados obtidos para a percentagehemélise do fruto dérbutus
0T 0 Lo PTG 1|

Tabela 9 — Resultados obtidos para a percentagdnibigio da hemolise do extracto

do fruto deArbULUS UNEAQL. ... ..o e e e e e e e 40
Tabela 10 — Tabela representativa do IC50 do fiatarbutus unedd. .................. 41
Tabela 11 — Resultados obtidos para a percentagdrardolise do acido ascorbico. .....
Tabela 12 — Valores obtidos de area de pico papaddes de TEP. ....................... 42
Tabela 13 — Resultados obtidos para a concenttBgBMDA. .........cccoviiiiiiiiiieneeenn. 44
Tabela 14 — Resultados obtidos para a % de inibigéperoxidacédo lipidicpara os
extractos da folha e fruto debutus uneda.. ....................ccoooiiiee . 45

- Xiii -

42



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

Abreviaturas

AAPH 2,2 -azo-bis(2-amidinopropano).
ATP Adenosina trifosfato.

BHT Butilhidroxitolueno.

C Concentacao.

g grama

HPLC Cromatografia liquida de alta presséo.
ICso Concentracéo inibitoria 50.
MDA Malonildialdeido

mg miligrama.

mL mililitro.

mm milimetros.

mM milimol.

PBS Solugédo tampéo fosfato.
ROO Radical peroxilo.

rpm Rotacdes por minuto.
TBA Acido tiobarbiturico.

TCA Acido tricloroacético.

TEP 1,1,3,3-tetraetoxipropano.
uv Ultra-violeta.

\i Volume final.

H1g micrograma.

um micrémetro.

UM micromol.

ML microlitro.

- Xiv -



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

|. INTRODUCAO



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

1.1. Enquadramento e objectivos

Evidéncias irrefutdveis indicam que os radicaisebvinduzem o dano oxidativo
nas biomoléculas celulares (como proteinas, higrde carbono, acidos nucleicos e
lipidos) e estdo implicados no envelhecimento patagénese dos problemas de saude
mais importantes do mundo industrializado como aesendas cardiovasculares, a
aterosclerose, a diabetes, a inflamacgdo cronicajoascas neurodegenerativas e o
cancro Halliwell, 1997; Sorg, 2004; Atowet al, 2005; Valkoet al, 2007 e Negre-
Salvayreet al, 2008). A extensdo do dano oxidativo pode semuatdga atraveés da
suplementacdo com um ou mais antioxidantes. Nesb&®@ o consumo de alimentos
vegetais ricos em antioxidantes naturais como ogpostos fendlicos, entre 0s quais se
destacam os flavondides, os acidos fendlicos, &scianidinas e os taninos, pode
desempenhar um papel fundamental na prevencédosddesacas (Bourne e Rice-
Evans, 1999; Diploclet al, 1998; Kauer e Kapoor, 2001; ElI-Agametyal, 2004 e
Omoni e Aluko, 2005). Nas ultimas décadas, divergstas medicinais foram
identificadas e avaliadas quanto as suas actividtatapéuticas de modo a avaliar o

potencial da sua aplicacdo na prevencao de doemegdiadas pelo stress oxidativo.

O Arbutus unedd.., vulgarmente conhecido como medronheiro, € thmsio ou
pequena arvore da famil&xicaceaeendémica da regido Mediterranica, mas encontrada
igualmente, noutras regides com verdes quentegeesivs chuvosos (Nufiez e Castro,
1991; Ferreira e Goncalves, 2001; Correia e Obiyel002; Meretet al, 2002 e Celikel
et al, 2008). No nosso pais, esta espécie é esporgéngaase todo o territério embora
com maior frequéncia a Sul do rio Tejo, especialmeras Serras de Monchique e do
Caldeiréo (Ferreira e Gongalves, 2001; Correiaieefdd, 2002 e Godinho-Ferreiet
al., 2005).

O seu fruto, o medronho, € esférico e na época akwNO® possui uma cor
vermelha e um paladar saboroso pois estd completameaduro. Os frutos, embora
comestiveis, raramente sdo consumidos frescos ggmdbmente processados antes do
seu consumo (Brickell, 1999; Burrnet al, 2004; Gonzalez, 2006 e Brosse, 2010) Esse
processamento origina produtos altamente apregiddiss como bebidas alcodlicas,

entre as quais, vinhos, licores e aguardentes; a@spmarmeladas e geleias. Além
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disso, podem ainda ser incorporados em iogurtelei@ de tortas e produtos derivados
de cereais (Alarcao-E-Silat al, 2001; Pawlowskat al, 2006e Pallaufet al, 2008).

Na medicina tradicional, os frutos dobutus unedd.. sédo reconhecidos pelas
suas propriedades antisépticas, diuréticas e lexaenquanto as folhas sdo usadas
como adstringentes, diuréticos, antisépticos unsaantidiarreicos, depurativos e, mais
recentemente, no tratamento da hipertenséo, dsabetdeencas inflamatorias (Aflet
al., 2008; Mariottoet al, 2008 e Bnouhanet al, 2010). Essas propriedades séo
confirmadas por diversos estudos fitoquimicos gemmahstram que 0s extractos da
folha e fruto deArbutus unedd.. sdo uma boa fonte de compostos com uma aatigida
antioxidante notavel. Assim, verifica-se que osraotbs de folhas contém varios
compostos fendlicos como os taninos, os flavongiokeglicosideos fendlicos (Males
al., 2006; Fiorentincet al, 2007 e Pavloviet al, 2009), assim como e-tocoferol
(Kivgak et al, 2001) e que os extractos de frutos possuem tarsbénpostos fendlicos,
dos quais a classe mais representativa € a famoiidlavonoides e dentro deste grupo,
as mais abundantes sdo as antocianidinas queesfaesmais de 80% do teor total de
flavondides, as vitaminas C e E e os carotenoifigaz(et al, 2000; Alarcao-E-Silvat
al.,, 2001; Maleset al, 2006; Pawlowskat al, 2006 e Pallauket al, 2008). As
antocianidinas encontram-se também na forma desitieos de cianidina, glicosideos
de delfinidina e cianidina-3-galactosideos. Nestagos existem ainda outros
compostos fendlicos antioxidantes, como os derwatto acido galhico e os taninos
(Pallaufet al, 2008).

Tendo como base a composi¢do quimica destes @dractle prever que esta
espécie vegetal possua uma razoavel actividadexatdnte. Assim, o objectivo do
presente trabalho é o de avaliar a actividade xdtote da espéci@rbutus unedd..
em sistemas biologicos. Para o efeito, o eritrdsitmano serd usado como modielo
vitro para a avaliagdo da interaccdo oxidante/antioedaras membranas destas
células, as quais sdo representativas da membiasagiica em geral, visto que a
membrana dos eritrocitos € rica em acidos gordesmtunados que sao muito
susceptiveis a peroxidacao lipidica mediada pacaellivres (Shiveet al, 2007). A
peroxidacdo lipidica das membranas biolégicas parexstar envolvida no

7

envelhecimento celular e cada vez mais € asso@dadma grande diversidade de
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eventos patolégicos (Ket al, 1997 e Sivilotti, 2004). Deste modo, pretendeu-s
estudar o papel protector dos extractos aquosadoshdas folhas e frutos derbutus
unedoL. relativamente aos danos oxidativos induzidosrpdicais livres em eritrocitos
humanos. O 2,2"-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPHj)asatilizado como sistema
gerador de radicais livres pois a sua decompos@aica a temperatura fisiologica e
em fase aquosa origina radicais livres do tipo yikro(Niki, 1990) que atacam a
membrana eritrocitaria induzindo a peroxidacaallga. Estes radicais gerados no meio
extracelular atacam a membrana eritrocitaria calssaarias alteracdes oxidativas, tais
como formacdo de peroxidos lipidicos, reducdo dmroabilidade, mudancas na
morfologia, ligacdo cruzada e fragmentacdo de prase hemolise e alteracdes no
metabolismo intracelular (Shivat al, 2007). Neste estudo, o efeito protector dos
extractos da folha e fruto despécieArbutus unedd.. sera avaliado pela inibicdo da
hemdlise e da peroxidacdo lipidica mediada pelalcae livres nos eritrocitos

humanos.

1.2. Plano Geral

A presente dissertacdo estrutura-se em sete aapitul

O capitulo actual (capitulo 1) engloba o enquadramnaleste trabalho e a
explanagéo dos seus objectivos.

No capitulo 2 realiza-se uma revisao bibliografieaespéciéirbutus unedd..

abordando as suas caracteristicas gerais, 0 sgeSs¢ e caracterizacdo quimica.

No capitulo 3, “O eritrocito como modeilio vitro para a avaliagdo da actividade
antioxidante”, sdo explanadas as razfes que dei@mmd eritrOcito humano como um
modelo celular adequado para a avaliacdo dos nsmeaside lesdo por radicais livres

em membranas biolégicas e do efeito antioxidantglens compostos.

Nos capitulos 4 (“Procedimento experimental’) e “Refultados”), sado

apresentados os varios procedimentos utilizadexeeucao do trabalho laboratorial e
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os resultados obtidos para o estudo do efeito gimtelos extractos aquosos da folha e
fruto da espécidrbutus unedd. na danificacdo oxidativa em eritrocitos humanos.

No capitulo 6, “Discussao e Conclusdes”, foram ieapbs e justificados os

resultados apresentados no capitulo 5 e proced&siaepse deste estudo.

Por fim, no capitulo 7, encontra-se uma listagem taldas as referéncias
bibliograficas inseridas ao longo de todo o texto.
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II. A ESPECIE Arbutusunedo L.
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2.1. Caracteristicas

O Arbutus unedd.., vulgarmente designado como medronheiro, € umione da

familia Ericaceaeque engloba cerca de 80 géneros e 2.000 espésiabuidas por

todo o mundo (Heywoodt al, 2007). A posicdo taxondmica desta espécie erecent

representada na tabela 1.

Tabela 1.Classificagao taxondmica da espékibutus unedad.

Fonte: Adaptado déttp://zipcodezoo.com/Plants/A/Arbutus_unedo/#T axon.

Taxon
Dominio
Reino
Sub-Reino
Filo
Sub-Filo
Infra-Filo
Classe
Sub-Classe
Super-Ordem
Ordem
Familia
Sub-Familia
Tribo
Género

Designacao
Eukaryota
Plantae
Viridaeplantae
Tracheophyta
Euphyllophytina
Radiatopses
Magnoliopsida
Dilleniidae
Ericanae
Ericales
Ericaceae
Arbutoideae
Arbuteae
Arbutus

Restritivo especificc unedoL.

O nome desta espécie provem do lagirbor que significa arvore, ou do céltico

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

(fruto doArbutus unedd..) na medida em que a sua superficie é rugoss®ipmuitas

sementes. Na botéanica, medronho signifama (Nufiez e Castro, 1991; Gonzalez,

2006 e Brosse, 2010). O fruto é comestivel masrgky a crenca popular, a sua

ingestdo em grandes quantidades pode causar paxléigestivos e mal-estar geral,

provavelmente devido ao seu conteiddo em alcool dyuase encontra maduro,

resultando dai o seu restritivo especifietedg que deriva do verbo latirado que

significa comer e do numerahus que significa um sé, em suma quer dizer. comer

apenas um (Gonzalez, 2006 e Brosse, 2010).
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No que diz respeito a sua designacao em ingléstdenberry tree”, esta deve-se
ao facto do medronho possuir semelhancas com ongmma ser comestivel (Brickell,
1999 e Burnieet al, 2004). Em Portugal, como ja foi referido, é \angente
denominado de medronheiro, mas também de érvedadcr ervedeiro ou érvodo
(Nufez e Castro, 1991; Burreeal, 2004; Gonzélez, 2006 e Brosse, 2010).

2.1.1. Distribuicdo geografica

O Arbutus unedd.. é nativo da Irlanda, do Sul da Europa e daae@este do
Mediterraneo (Nufiez e Castro, 1991; Bumtial, 2004 e Gonzalez, 2006). E uma das
plantas mais comuns da bacia do Mediterraneo (N@&i€astro, 1991; Ferreira e
Gongalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002; Meettal, 2002 e Celikekt al, 2008),
mas também é de vulgar ocorréncia na Peninsulécdb@figura 1), Franca, Sul de
Italia, Sul da Grécia, em quase todas as llhas telednicas, Irlanda, Israel, Noroeste
de Africa, Oeste da Asia e Macaronésia (NUfiez &¢&a991 e Torrestal., 2002).

Figura 1. Distribuicdo geografica darbutus unedd.. na Peninsula Ibérica.
Fonte: Adaptado de Torrest al. (2002).

E uma espécie muito comum no nosso pais, sendévebescontrar um grande
namero de exemplares que crescem espontaneamemlglenas regides, embora com

maior frequéncia a Sul do rio Tejo, sobretudo nasaS de Monchique e do Caldeirdo
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(Ferreira e Gongalves, 2001; Correia e Oliveirdd228 Godinho-Ferreirat al, 2005).
Na regido do Mediterraneo existem apenas 4 espécies hibridosArbutus unedda..,
Arbutus andrachné. (regido Este do Mediterranedbutus pavariiPampanini (Costa
da Libia),Arbutus Canariensi¥eill. (Ilhas Canarias)Arbutusx andrachnoided.ink
(Arbutus unedox Arbutus andrachnena regido Este do Mediterraneo)Adbutus x
androsterilis SalasAcebes & Arco Arbutus unedox Arbutus canariensisnas llhas
Canarias), apesar do généndutusincluir cerca de 20 espécies. Entre elas, destca-
o Arbutus unedd.. pelo seu interesse economico (Mesgtdtial, 2002 e Torreet al.,
2002).

2.1.2. O habitat natural

O Arbutus unedd.. constitui uma das poucas espécies com porteresbque
apos a degradacao da floresta primitiva consegstalar-se em matos perenes, orlas de
bosques e encostas que anteriormente estavamamobertarvalhos. Assim sendo, esta
€ uma espécie facilmente identificavel em areamdtgal, matas, pinhais e orla de
bosques, dispondo-se em populacfes uniformes ouiadas a outras espécies como a
familia Fagaceae mais especificamente Quercus subervulgarmente designado de
sobreiro (Nepi, 2001).

Em Portugal, esta espécie é parte integrante dos povoados por sobreiros e
azinheiras, mas cresce espontaneamente em masogielsoe pinhais, encontrando-se
em todo o territorio desde o nivel do mar até a@86QLmetros de altitude (Ferreira e
Gongalves, 2001; Correia e Oliveira, 2002; Godiforeiraet al, 2005 e Gonzalez,
2006).

O seuhabitat natural sdo locais de invernos pouco rigorososseja, climas
temperados nos quais as temperaturas médias as@misuperiores a 12,5°C, as
temperaturas médias minimas variam entre os -128€ &C e a precipitacdo média
anual situa-se entre os 500 e os 1.400 milimetisse tipo de clima garante a
sobrevivéncia da espécie pois as chuvas intengagddaeiro a Margco) destroem as
flores e as chuvas fora de época (de Junho a Agpstgocam lesdes nas folhas e a

queda prematura dos frutos, ficandcAbutus unedd.. susceptivel a invasdes por
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agentes patogénicos. Consequentemente, a suaneidstn locais mais termdofilos e
secos do Mediterrdneo é rara ou inexistente (FareiGongalves, 2001; Correia e
Oliveira, 2002 e Celikett al, 2008).

~

No que diz respeito a constituicdo fisico-quimioa sblo, esta espécie é
praticamente indiferente, pois possui uma capaeiddd adaptacdo a condi¢cdes
adversas que faz dArbutus unedoL. uma planta extremamente competitiva nas
comunidades mediterraneas (Correia e Oliveira, 2B@2askevopoulost al, 1994 e
Vitale e Manes, 2005). Depois de uma devastacadfqmm ou pastoreio @rbutus
unedoL. tem a capacidade de desenvolver rapidamentatégiis de crescimento a
partir dos escassos recursos que tem a sua digposi medida em que, sujeito a altas
temperaturas e/ou auséncia de agua, conseguer @usta processo fotossintético de
modo a evitar perdas de agua, o que garante umatengéo dos balancos de carbono e

hidricos positiva (Vitale e Manes, 2005).

No entanto, e apesar de ser por exceléncia umgapimminante, prefere solos
com determinadas propriedades fisico-quimicas. @dsana, no que respeita as
caracteristicas fisicas elege solos frescos, avenesiciosos, feldspaticos, graniticos e
calcéarios (Ferreira e Gongalves, 2001; Correiaieedd, 2002; Torre®t al, 2002 e
Gonzélez, 2006), embora também se desenvolva besoles)aridos (Martinez-Vilalta
et al, 2002). No que se refere as caracteristicas qagnprefere solos acidos, embora
também consiga crescer em solos alcalinos, sensltaaggama de pH entre 5 a 8,5
(Ferreira e Gongalves, 2001; Correia e Oliveir@2WMeretiet al, 2002; Meretet al,
2003; Gonzalez, 2006 e Cabral e Telles, 2007).

2.1.3. Fitologia do Arbutusunedo L.

O Arbutus unedd.. (Figura 2) € uma arvore ou arbusto de pequdimaensdes
sendo a sua altura média compreendida entre 6 etr®snpodendo no entanto atingir
0S 12 metros de altura (Meretial, 2002; Cabral e Telles, 2007 e Brosse, 2010).

10
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Figura 2. Arbutus uneda..
Fonte: Fotografia tirada no Parque Natural de PenedasGamélunho de 2010.

O tronco desta planta lenhosa (Figura 3) possui uidoma pardo-
avermelhado/pardo-acinzentado, fendilhado, escammsn pequenas placas que se

desprendem facilmente nos exemplares mais ant@msz@lez, 2006).

Figura 3. Tronco de um exemplar antigo Aebutus unedd.
Fonte: Adaptado de
http://arvoresdeportugal.free.fr/IndexArborium/Fa€h20MedronheiroArbutusunedo.htm.

11
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As suas folhas (Figura 4) séo persistentes, disgggeaiternadamente e possuem
4 a 11 centimetros de comprimento. Apresentam oomtoblongo-lanceolado com
peciolo curto, sdo coriaceas e glabras except@se, hustrosas, verde-escuro intenso e
brilhante na pagina superior mas mais claras ne@agferior e possuem uma margem
serrilhada muito semelhante as folhas de lour@angalez, 2006 e Brosse, 2010).

Figura 4. Folhas déArbutus unedd..
Fonte: Fotografia tirada no Parque Natural de PenedasGaméJunho de 2010

O Arbutus unedd.. possui flores pequenas, reunidas em paniculaaroalhetes
compostos, bracteados, terminais, pendentes etesitéfigura 5). A corola € de cor
branca mas surge frequentemente rosada ou esvareléaich uma forma em jarro ou de
campainha (Napoles e Branco, 2001; Gonzalez, 2006).

Figura 5. Flores deArbutus unedda..
Fonte: Adaptado de http://profs.ccems.pt/Palma/Flores%2€S8res/Cores/Brancas.htm.

12
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O fruto (medronho) possui 2 a 3 centimetros de eliéon € carnoso, esférico,
baciforme, de cor verde no inicio, passando pos ttmmamarelo a vermelho a medida
que amadurece (Figuras 6 e 7). Os frutos quandanosépresentam a polpa amarela
(Nufiez e Castro, 1991; Napoles e Branco, 2001 ed&en 2006) e contém numerosas

sementes pequenas, angulares e de cor castantra{Qi@zet al, 2003).

Figura 6 e 7:Fruto deArbutus unedd.. nas suas diversas fases de maturacao.

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

http://www.naturamediterraneo.com/forum/topic.aspPTC_ID=2431, respectivamente.

Os processos de floracdo e de frutificacdoAdbutus unedolL. ocorrem de
Outubro a Fevereiro, podendo uma mesma populacéesapar uma reproducao
“sincronizada”, desde que coexistam flores e friffogura 8). Esta reproducdo pode
verificar-se também no proprio exemplar e pode recodevido a variabilidade

fisioldgica ou ao polimorfismo bioquimico destaé&sp (Castro-Dieet al, 2003).

13
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S

Figura 8: Pormenor da coexisténcia de flores e frutoAuditus unedd..

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

2.2. Interesse da espéciArbutusunedo L.

O Arbutus unedoL., tal como ja foi referido anteriormente, desdugese
espontaneamente a Sul do rio Tejo, especialmestenstas das Serras do Caldeiréo
e de Monchique, uma vez que nestas areas encoctkemrtes condicdes de vegetacao

as quais esta perfeitamente adaptado (Correiaveifali 2002).

A nivel econémico e social, a actividade mais ingte associada a esta espécie
nessas zonas é a producdo de bebidas alcoodlicas wmmos, licores, brandies e
aguardentes a partir do seu fruto. Os frutos tamba@m utilizados na producdo de
conservas, compotas, geleias, marmeladas, ioguutesados na docaria tradicional na
confecgao de tartes e recheios (Alarcao-E-Satval, 2001; Pawlowskat al, 2006

Pallaufet al, 2008).

A madeira desta planta apresenta caracteristici®megeneidade, densidade e
dureza que proporcionam uma facilidade de manus#éguada para o torneamento,
podendo desta forma ser usada para esculturas boicofade moveis (Ferreira e
Gongalves, 2001). Por outro lado, a sua madeira ged utilizada como combustivel

pois origina lenha e carvao vegetal de exceleraéidpde (Nufiez e Castro, 1991).

14
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Na Antiguidade, esta espécie foi utilizada pelomRaos para ornamentar jardins
(Alarcao-E-Silveet al, 2001) mas, actualmente, o seu mercado tem-smeéxjo sendo
utilizada cada vez mais como adorno através daemes procura da sua folhagem para
arranjos florais e decoracdes (Metaghal, 2004; Gonzalez, 2006). Noutra perspectiva
de decoracao, os ramos mais jovens podem utileaascestaria, as quais podem ser
revestidas/forradas com as folhas. Outra das gpksadesta planta € na industria de
curtumes na qual se utilizam as suas folhas e £4blidiez e Castro, 1991; Gonzalez,
2006).

O Arbutus unedoL. como possui uma floragdo abundante € espeaidédme
interessante do ponto de vista apicola, na medidgue as abelhas procuram o néctar
das suas flores para produzirem o mel tornandoaeaxoelente planta melifera (Nufez
e Castro, 1991).

Sob o ponto de vista geoldgico e fitoecoldgico w iséeresse € irrefutavel, pois é
uma das espécies que enquadra a preservacdo ecpootta flora e do patriménio
paisagistico (Alarcao-E-Silvet al, 2001), ja que possui uma excelente accao a dével
fixacdo, melhoria e proteccdo dos solos. Esta aagéenta no seu sistema radicular que
€ extremamente ramificado, na densidade da suaecopgreponderante libertacdo de
matéria organica pela decomposicéo da sua vastagein (Correia e Oliveira, 2002).
Para além disto, como é tolerante a auséncia de @@o frio e possui uma grande
capacidade de regeneracéo, é especialmente imjgonias regides em que os fogos sao
frequentes como no sul da Europa (Meegtal, 2002), contribuindo desse modo para a
colonizacdo de solos marginais e consequentememge @ combate da sua erosao,
permitindo a manutencdo da biodiversidade da fdematto et al, 2001; Godinho-
Ferreiraet al, 2005).

Os frutos e folhas da espééiebutus unedd.. tém sido amplamente utilizados na
medicina tradicional e qguanto mais se pesquisaesesta espécie mais se fundamenta

€SSe Sseu uso.

15
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2.2.1. Actividades biolégicas

Os frutos doArbutus unedd.. sdo utilizados na medicina popular como anti-
sépticos, diuréticos e laxativos (Pawlowsiaal, 2006). Estudos realizados com o
medronho mostraram que o seu alto conteldo em @giffoco e sua conversao no
organismo humano a acido hiparico, o qual se pesma detentor de efeitos
antibacterianos (Ayaet al, 2000; Alarcao-E-Silvat al, 2001 e Hancockt al, 2003),
pode, provavelmente, explicar a sua utilidade m@batnento de infec¢cdes urinarias
(Ayazet al, 2000 e Alarcédo-E-Silvat al, 2001).

No que concerne ao uso das folhasAdioutus unedd.. na medicina tradicional
verifica-se uma aplicagcdo muito mais ampla que safddos, tendo sido evidenciadas
nas folhas propriedades adstringentes, diurétamdssépticas urinarias, anti-diarreicas,
depurativas e, mais recentemente, sdo usadastamérsto da hipertensao, diabetes e
doencas inflamat6rias como a blenorragia (Ziygatal, 1997; Ziyyat & Boussairi,
1998; Ziyyatet al, 2002; Pabugcuoglet al, 2003; Legssyest al, 2004; Pawlowskat
al., 2006; Mariottcet al, 2008; Afkiret al, 2008 e Bnouharat al, 2010).

2.3. Caracterizacao quimica

Estudos fitoquimicos realizados na espéuieutus unedd.. demonstraram que
0S extractos metandlicos e etandlicos obtidos ddisag apresentam actividade
antioxidante e possuem diversos compostos fengligoggcipalmente taninos,
flavondides, glicosideos fendlicos, entre outragias estruturas apresentam varios
grupos hidroxilo (Pabugcuogkt al, 2003; Malest al, 2006; Fiorentinet al, 2007 e
Pavlovi et al, 2009).

E ja bem conhecido que diversas plantas que posswersua Composicao
compostos fendlicos possuem uma potente accaaxaaimein vitro, podendo deter
um papel protector em diversas patologias humaRas. esta razdo, 0s taninos,
flavondides e glicosideos fendlicos poderdo seuripeipios activos responsaveis pela
actividade antioxidante das folhasAidutus unedd. (Pabucgcuoglet al, 2003).

16
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Para além da actividade antioxidante, os taninos jgolifendis relacionados tém
sido referidos como anti-agregantes plaquetariodjoea outras classes possam estar

também envolvidas nesta actividade (Meldtfal, 2006).

Entre os compostos fendlicos especificamente ifileadios nas folhas dérbutus
unedo L. encontram-se o arbutdsido (arbutina), fendis pi e derivados de
arbutdsido: arbuting-hidroxibenzoil e o galhoilarbutina (Pawlowska al, 2006 e
Fiorentino et al, 2007). O galhato de etilo, composto hidréfiloriviedo do acido
galhico, € muito representativo nas folhasAdeutus unedd.. (Rogosicet al, 2006 e
Fiorentinoet al, 2007), assim como /@&D-glucogalhina (Pawlowskat al, 2006). A
presenca de flavondides, nomeadamente glicosidexygados do canferol: afzelina
(canferol 3-ramndsido), juglanina (canferol 3-andéisido); glicosideos da quercetina:
quercitina (quercetina 3-ramnaosido), hiperina (ge®na 3-galactdsido), avicularina
(quercetina 3-arabinofurandsido); glicosideos deicatina (miricetina 39-a-L-
ramnopirandsido e miricetina @-4-D-arabinofuranésido); e ainda a catequina,
epicatequina e galhocatequina € consideravel (iegss al, 2004 e Fiorentinet al.,

2007. Foi também detectada a presenca de tanindemsados (Legssyet al, 2004).

Noutros tipos de extractos de folha Aebutus unedolL. foram identificados
outros compostos, sendo que no 6leo essencialfidentse predominantementec®
tocoferol, o trans-2-decenal, o acido hexadecanéia trans-2-undecenal (Kivcak e
Mert, 2001) e nos extractos organicos identificeu-sssencialmente iridoides

glicosidicos (Fiorentinet al, 2007).

A composicdo quimica dos frutos debutus unedoL. é relativamente bem
conhecida quando comparada a das folhas. Confolared®-E-Silvaet al (2001) e
Garcia-Alonsoet al (2004), os frutos demonstram uma forte actividadigoxidante,

razao suficientemente valida para que sejam ulitigaegularmente na alimentacéo.

Os estudos fitoquimicos realizados com o frutcAdoutus unedd.. revelaram a
presenca de varios acucares, nomeadamente daefrgiosose, sacarose e maltose;

vitaminas (vitamina A, C, E e niacinag)lg carotendides; acidos organicos e compostos
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fendlicos, principalmente flavondides (Ayat al, 2000; Alarcdo-e-Silvat al, 2001;
Maleset al, 2006; Pawlowskat al, 2006 e Pallaugt al, 2008).

De acordo com os resultados obtidos por Alarcadve-8t al (2001), o teor em
glucose e frutose aumenta com a maturacdo dossfratmuanto que o de sacarose
mantém-se inalterado. Em relacdo aos &cidos om@n@ acido quinico e o acido
malico apresentam valores semelhantes nos frutdeye maduros, enquanto o acido
fumarico foi apenas detectado na fase madura. Quentitaminas, verificou-se uma
duplicacdo do conteudo de niacina gfdmroteno na fase madura, enquanto a vitamina
dominante, o &cido ascoérbico, diminuiu, apresemtamul entanto uma taxa superior a

verificada em muitos frutos mais comuns.

A classe das antocianidinas tem uma presenca isaivf na constituicdo do
medronho, podendo referir-se as proantocianidieaie as quais, a cianidinaCs-
galactoglucosido, a delfinidina@-galactésido, a cianidina@-galactésido, a cianidina
3-O-arabindsido e a cianidina G-glucésido, sendo este ultimo o composto mais
abundante (Pawlowsket al, 2006). O arbutésido também se encontra preserge
frutos deArbutus unedd.. (Legssyetet al, 2004), tendo ainda sido identificados acidos
fendlicos, nomeadamente, o acido galhico (mais @ddmte) e seus derivados, tais como
o acido 50-galhoilquinico, o &acido gélhico @-p-D-glucopirandsido, o acido 6-
galhoilchiquimico e o acido ®-galhoilchiqguimico em extractos metandlicos de
medronho (Pawlowsket al., 2006).

O elevado teor de acUcares (42%) juntamente coamte@do em &cidos (8,62%)
pode provavelmente explicar o sabor azedo-adocidadtes frutos. Por outro lado, o
sabor adstringente do fruto imaturo podera serieaqx pelo alto teor de taninos, visto
que os fendis totais diminuem até a fase maduteg es quais os taninos (Alarcao-E-
Silvaet al, 2001).

Atendendo a composi¢cado quimica da folha e frut@sj@cieArbutus unedd..
sera de prever que esta espécie possua um consideséencial antioxidante.
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ll. O ERITROCITO COMO MODELO IN VITRO PARA A AVALIACAO
DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

19
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3.1. Caracteristicas gerais do sangue

O sangue é o liquido contido num compartimento ddoh o aparelho
circulatério, que o mantém em movimento regular eiditeccional, devido
essencialmente as contrac¢cfes ritmicas do coramdmo scomposto por células e
fragmentos celulares envolvidos numa matriz liquida células e os fragmentos
celulares sdo denominados de elementos figuradmsmatriz liquida de plasma. O
volume total de sangue num adulto € de 4 a 5 litass mulheres e 5 a 6 litros nos
homens, ocupando os elementos figurados cercaldes4bplasma cerca de 55% desse

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

Percentagem por
peso corporal st .
(percentagem por peso) Albuminas
58%
Proteinas 7%
Globulinas
38%
gt Percentagem
o | por volume Fibrinogénio
Outros !ffﬁ;idos e 4%
e tec:dg;sg;&?% oy
15es
Nutrientes
Qutros solutos 2% Produtos _
Plasma de degradag¢ao
55%
Gases
Elementos figurados Substéancias
(nimero por mm cubico) reguladoras
- Plaquetas
250-400 milhares Globulos brancos
5 Globulos brancos i Neutrofilos
5-9 milhares > 60%-70%
Linfacitos
20%-25%
" Monocitos
N 3%-8%
<A :
Globulos Eosinéfilos
vermelhos 206-4%
4,2-6,2 milhoes
Basofilos
v 0.5% 1%

Figura 9. Composig&o do sangue e seus valores aproximadogsduito normal.
Fonte: Adaptado de Seelat al., 2003.

Aquando da centrifugacdo do sangue ocorre a s&uadms varios constituintes,
chamando-se hematdcrito ao resultado obtido parssdimentacdo. No hematdcrito, o
plasma corresponde ao sobrenadante translicidocaeelkatio, a camada inferior (35 a

50% do volume total do sangue) possui cor vermelltarresponde aos eritrocitos, a
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camada imediatamente superior a anterior (1% donwwslde sangue) tem uma cor
acinzentada e contém os leucdcitos que sdo mengsslque os eritrécitos e sobre os
leucécitos assenta uma fina camada de plaquetas@mue® distinguivel a olho nu

(Junqueira e Carneiro, 2004).

O sangue ajuda na manutencdo da homeostase cogmrdiversas formas
nomeadamente através do transporte de gases,niegrigorodutos de degradacéo,
moléculas processadas e moléculas reguladoreggdéacédo do pH e da osmose, da
manutencdo da temperatura corporal, da proteccatracsubstancias estranhas e
mediante a formacgéo de coagulos que protegem da pecessiva de sangue aguando
da lesdo vascular (Seeletyal, 2003).

O plasma sendo a parte liquida do sangue consétegemo um fluido amarelo
palido composto por cerca de 91% de agua e 9% tdasosubstancias como proteinas
(albumina, globulinas e fibrinogénio), ides (sédmtassio, calcio magnésio, ferro,
entre outros), nutrientes (glicose, aminoacidosaminas), produtos de degradacéo
(ureia, acido Urico e outros), gases (oxigénioxidid de carbono, azoto) e substancias
reguladoras (enzimas e hormonas) e é uma substéwioidal, ou seja, € um liquido
gue contém as substancias em suspensao (Sateddy 2003 e Jungueira e Carneiro,
2004).

Quanto aos elementos figurados cerca de 95% dovskume consiste em
eritrécitos, também denominados de globulos veraselbu hemécias, sendo os
restantes 5% compostos por glébulos brancos owddas e fragmentos de células
chamadas plaquetas (Figura 10). Os leucécitos éffibas claras ou esbranquicadas,
sem hemoglobina, mas com nucleo existindo cincostipiferentes: neutrofilos,
eosinofilos, basdfilos, linfécitos e monadcitos, dereles que constituem a primeira
linha de defesa do sistema imune (Seelegl., 2003 e Liewet al, 2006). As plaquetas
sdo minusculos fragmentos de células compostosup@ pequena quantidade de
citoplasma envolvido por uma membrana plasméatién Torma de disco, medem
cerca de 3 milimetros de diametro e possuem umaeatesemi-vida de 5 a 9 dias. As
plaguetas possuem na sua superficie glicoprotenpoteinas que permitem a sua

fixacdo a outras moléculas. Dessa forma, tém urelgapportante na prevencdo das
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perdas de sangue através da formacéo do rolhdoepéaip que realiza a oclusdo das
lesbes dos vasos. Estas células sdo produzidas edalan6ssea e derivam dos
megacariocitos, que sdo células extremamente gadds quais, se soltam pequenos
fragmentos que entram na circulacado, as plagu8esidyet al, 2003). Considerando
que este estudo foi realizado em eritrocitos humamstes serdo abordados mais
detalhadamente.

l Globulos Vermelhos l

l Globulos Brancos ‘

Plaquetas

Figura 10. Vaso sanguineo seccionado no qual aparecem osrelesrfigurados suspensos no plasma.
Fonte: Adaptado de www.misodor.com/SERIE%20VERMELHA.php.

3.1.1. O eritrocito

O eritrécito (Figura 11) € uma célula anucleadagsgntando uma forma em
disco bicbncavo (a porcdo periférica é mais espgsgao centro da célula) com
aproximadamente 7,5 um de diametro e aproximadani6tpum de espessura na sua
borda e 0,8 um no centro quando presente humaasoisgtonica, que nao altera a sua
conformacao (Junqueira e Carneiro, 2004). Seguradte$pet al. (2003), a sua forma
bicbncava aumenta a area superficial do glébulonghro, quando comparado a um
disco plano do mesmo tamanho, o que facilita urpml@aaentrada e saida dos gases na
célula e a0 mesmo tempo, esta configuracdo peruiese dobre sobre o seu centro,
diminuindo o seu tamanho e tornando possivel gpagsagem pelos vasos sanguineos

de pequeno calibre.
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Figura 11. Eritrécito humano.

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

Estas células sao cerca de 700 vezes mais numeuwsas leucocitos e 17 vezes
mais que as plaquetas, tendo origem a partir ddaséhltamente especializadas que
perdem o0 ndcleo e quase todos os seus organelastelum maturacdo. Assim, o
principal componente do eritrocito € a hemoglobidahemoglobina é uma proteina
transportadora de oxigénio, que ocupa cerca deetgo to volume total da célula e é
pigmentada, sendo, por isso, responsavel pela eamelha dos eritrécitos. Na
constituicdo destas células encontram-se tambédosipadenosina trifosfato (ATP) e a

enzima anidrase carbonica (Seeadewl, 2003 e Junqueira e Carneiro, 2004).

A principal funcédo dos eritrécitos é o transporgeoigénio dos pulmdes para 0s
varios tecidos do corpo e do diéxido de carbono waslos para os pulmbes. O
transporte de oxigénio no sangue € 98,5% efectatdués da hemoglobina existente
nos globulos vermelhos e 1,5% encontra-se dissmivédagua do plasma. O diéxido de
carbono é transportado no sangue dissolvido nanglggerca de 7%), nas proteinas
principalmente na hemoglobina (cerca de 23%) easfiirma de i6es de bicarbonato
gue representa cerca de 70% do transporte. Quanderrdrana do eritrocito rompe,

fendmeno designado de hemolise, a hemoglobinahespeal para o plasma perdendo a
sua funcéo.

A hemoglobina é composta por quatro cadeias deeguifideos e quatro gupos
heme, sendo cada cadeia polipeptidica denominathéngl e ligada a um grupo heme
(Figura 12). Cada grupo heme € uma molécula piggdande vermelho que contém um

atomo de ferro, necessario para o funcionamentmaloda hemoglobina, pois cada
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molécula de oxigénio € transportada em associag@oocatomo de ferro. O didxido de

carbono, por sua vez ndo se combina com os atoenfesrd para ser transportado pela
hemoglobina, mas sim com o0s grupos amina preseatesolécula de globina (Seeley
et al, 2003).

Hemoglobina Heme

CH,  CH,CH,COOH

- CH,CH,CO0

Figura 12. Representacdo das quatro cadeias polipeptidizda,.ona com um grupo heme (realgado

para se evidenciar o seu atomo de ferro), que formanolécula de hemoglobina.

Fonte: Adaptado de Seelet al (2003)

A membrana eritrocitaria é essencialmente condttpbor lipidos (principalmente
acidos gordos insaturados) e proteinas e € fundahpara a manutencdo da forma do
eritrocito. Apresenta-se numa bicamada fosfoligiditie delimita a barreira entre o
meio intracelular e extracelular, e que represeet@a de 50% da massa total do
eritrécito. Deste modo, a membrana celular € umeeipa selectiva através da qual se
processa a troca de substancias e energia enélella e o meio externo (Murador e
Deffune, 2007). A estrutura da membrana do ertinG€ibaseada no modelo proposto e

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

Meio extracebda

Figura 13. Estrutura e composicao das membranas segundo @aribm mosaico fluido.
Fonte: Adaptado de http://sites.google.com/site/adestatdacelula/que-mecanismos-garantem-a-

obtencao-de-materia-pelos-seres-vivos/como-mobilizateria-do-meio-externo-para-o-meio-interno.
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A funcéo e a integridade dos eritrécitos séo afltgelo stress oxidativo, dessa
maneira, estas células séo utlizadas em diverstsdes relacionados com a
composicdo e comportamento da membrana pois sadasébe facil acesso,
disponibilidade e preservacdo. A membrana eritideité rica em acidos gordos
insaturados, sendo desta forma muito susceptiperéxidacdo lipidica (Shivat al,
2007). Segundo Rohet al (1998) constata-se que uma mudanga na permesalida
membrana eritrocitaria leva ao aumento da pero#mlakpidica, a alteracdo da
morfologia da célula (Shinat al, 1989) e a hemolise (Visseskal, 1994 e Zowet al,
2001), diminuindo o tempo de semi-vida do eritdciDo mesmo modo, qualquer
alteracdo a membrana destas células, quer sejaveh @& sua composicdo ou
estabilidade, pode constituir uma ferramenta dgndistico para diversas doencas,
permitindo avaliar o comportamento da célula arafi&es como o envelhecimento, o
exercicio fisico, a alimentacdo, a exposicdo aiqess, entre outras situacdes (Kb
al., 1997; Caprariet al, 1999; Rabiniet al, 2002; Sivilotti, 2004; Kempaiah e
Srinivasaret al, 2006 e Batistat al, 2007).

Desta forma, o eritrécito constitui um bom modetperimental para o estudo
vitro quer dos mecanismos de leséo por radicais livresnembranas bioldgicas, quer

para a investigacao do efeito protector de algongostos.

25



Estudo do efeito protector da espékibutus unedd. na danificagdo oxidativa em eritrocitos humanos

V. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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4.1. Objectivo do trabalho

Este trabalho de investigagao teve por objectialiava actividade antioxidante
da espécidrbutus unedd.. em sistemas biologicos. Para o efeito, o agitiodthumano
foi usado como modelm vitro para avaliacdo da actividade antioxidante, viste g
membrana dos eritrocitos é rica em acidos gordemtumados que sao muito
susceptiveis a peroxidacao lipidica mediada poicaad livres (Shivaet al, 2007).
Pretende-se assim estudar o papel protector descd aquosos obtidos de folhas e
frutos deArbutus unedd.. relativamente aos danos oxidativos induzidosrpdicais
livres em eritrécitos humanos. O 2,2"-azo-bis(2eingpropano) (AAPH) foi utilizado
neste estudo como sistema gerador de radicaiss liihgki, 1990). Estes radicais
gerados no meio extracelular atacam a membraneocitidiria causando varias
alteracbes oxidativas, tais como formacdo de peodxilipidicos, reducdo da
deformabilidade, mudancas na morfologia, ligac@izada e fragmentacéo de proteinas,
hemdlise e alteracdes no metabolismo intraceluldniva et al, 2007). Os danos
oxidativos foram avaliados pela percentagem de hseée pela extensdo da

peroxidacao dos lipidos das membranas eritrocitaria

4.2. Procedimento experimental

4.2.1. Preparacdo dos extractos

As folhas e frutos d&rbutus unedad.. foram colhidos no Parque Natural de
Montesinho (Braganca, Nordeste de Portugal) emirdamnke 2009. Estas amostras
foram imediatamente congeladas e liofiizadas (LYMB-ULE, Snijders).
Posteriormente, trés subamostras (aproximadamegteabla) foram extraidas em 250
mL de agua a ferver durante 45 minutos. Seguidanestextractos foram liofilizados
e armazenados num exsicador ao abrigo da luz. @mento da extraccdo para as
folhas e frutos foi de respectivamente 39,3 + 7¢3%7,4 + 1,2%.
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4.2.2. Avaliacdo da actividade antioxidante usando comaletm celular os

eritrécitos humanos

4.2.2.1. Preparacao da suspensao de eritrocitos

O sangue venoso humano foi colhido em citrato ¢aagulante) de dadores
saudaveis, ndo fumadores, apds obtencdo do canseidi informado (ver Anexo I).
Para obter os eritrécitos empacotados centrifugoo-sangue total (5 a 10 mL) a 1.500
rpm durante 10 minutos a 4°C. O plasma e a canedaditaria fuffy coa} foram
removidos por aspiracao e os eritrocitos foramdasa3 vezes com solugcao tampéao de
fosfato (PBS; pH 7} repetindo-se em cada lavagem a centrifugacaccordicées
referidas anteriormente. Apos a ultima lavagemgzese o volume com PBS de modo a
obter uma suspensao eritrocitaria com hematocrj®865(0,52 mL de eritrocitos
compactados + 9,48 mL de PBS).

4.2.2.2. Incubagdo com AAPH

Diversas substéancias oxidantes foram descritasstim@s anteriores como meio
de desencadeamento do stress oxidativo em erisoséndo algumas delas: o peréxido
de hidrogénio (Lii e Hung, 1997), o terc-butilhigevoxido (Rice-Evanst al, 1996 e
Zou et al, 2001), a primaquina (Grinberg e Samuni, 19945 énidrazinas (Biswast
al., 2005). No entanto, a substancia mais amplametilizada € o 2,2 -azo-bis(2-
amidinopropano) (AAPH) (Daat al, 2006; Meet al, 2000 e Shivat al, 2007).

O AAPH é um composto hidrossoluvel que originacaidi livres do tipo peroxilo
por decomposicao térmica (a 37° C) unimoleculartaxa constante (Figura 14). O
AAPH origina radicais livres de modo dependenteetiopo e da concentracao (Zeu
al., 2001).
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HN CHga CHaNH HN  CHs HN CHs

N=N Ny 2 . 0, 2 y+o0-0.
HoN - CHg CHg NH2 A HoN - CHy HoN - CHy
(+ 2 HC))
AAPH ROO -

Figura 14. Reacc¢éao de oxidacdo do AAPH.
Fonte: Adaptado de Dunlaet al, 2003.

Para avaliar o efeito protector da espdaieutus unedd. foram estudadas varias
concentracdes do extracto da folha (100, 75 e 3tlige do fruto (1600, 800 e 400

png/mL).

Aos tubos de hemdlise adicionou-se p@0da suspensao eritrocitaria a 5,2% de
modo a obter um hematdcrito final de 2,0%, tendocemta que o volume final nos
tubos sera de 13QQ., sendo estes colocados a incubar a 37 °C dusamiautos. Apos
a incubacéo, adicionou-se os antioxidantes (exisad¢ folha e fruto darbutus unedo
L. e &cido ascorbico) ou nado, de acordo com adasla@resentadas abaixo, sendo 0s

tubos pré-incubados a 37 °C durante 30 minutos.

As concentracdes testadas dos extractos da folhArhklatus unedal. foram
obtidas a partir de uma solugéo stock de 1000 pgmlPBS, da qual se retiraram 2,5
mL aos quais foram adicionados 7,5 mL de PBS obtsedassim uma solucdo de 250
pg/mL. A partir desta solugcdo e, de acordo com &elBa 2, obtiveram-se as
concentracdes finais nos tubos de 100, 75 e 50 lugAmactividade hemolitica do
extracto foi avaliada expondo as células a conagétr mais alta estudada (100 pg/mL),
na auséncia de AAPH (controlo do extracto).
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Tabela 2.Tabela usada na preparacao dos tubos de hemais® gnsaio da actividade anti-hemolitica
da folha deArbutus unedo L

Eritrocito Extracto @ PBS AAPH \i

Controlo 500 pL = ---m-me-- 800 pL ---------- 1300 pL
AAPH 10[0 VY I— 670 L 130 uL 1300 pL

C 100 pg/mL 500 uL 520 pL 150 pL 130 pL 1300 pL

C 75 ugimL 500 uL 390 uL 280 pL 130 puL 1300 pL

C 50 pgimL 500yl 260 pL 410 pL 130 uL 1300 pL
Controlo extracto 500 pL 520 pL 280 pL ---------- 1300 pL

As concentracdes testadas dos extractos do frutAridetus unedol. foram
obtidas a partir de uma solucéo stock de 25 mg/mIlP8S, da qual se retiraram 2.000
puL aos quais foram adicionados 10.500 puL de PB8&nadltse assim uma solucdo méae
de 4000 pg/mL, a partir da qual se prepararam asectracdes finais de 1600, 800 e
400 pg/mL (Tabela 3). Do mesmo modo, a actividasladiitica do extracto de fruto
foi avaliada expondo as células a concentracdo aisestudada (1600 pg/mL), na

auséncia de AAPH (controlo do extracto).

Tabela 3.Tabela usada na preparacgéo dos tubos de hemats® gnsaio da actividade anti-hemolitica
do fruto deArbutus unedo L

Eritrocito  Extracto PBS AAPH Vf

Controlo 500 pL = -----me-- 800 pL = --------- 1300 pL
AAPH 500 pL = -----eee-- 670 uL 130 uL 1300 pL

C 1600 ug/mL 500 uL 520 pL 150 pL 130 pL 1300 plL

C 800 pg/mL 500 upL 260 pL 410 pL 130 pL 1300 pL

C 400 pg/mL 500 uL 130 puL 540 pL 130 puL 1300 pL
Controlo extracto 500 pL 130 pL 670 pL = --------- 1300 pL

Findo o tempo de pré-incubacao, adicionou-se (aa®)sbu ndo (controlos) o

oxidante AAPH, de acordo com as tabelas acima ept@das, de modo a obter a
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concentracéo final de AAPH de 50 mM. Os tubos dadtise foram depois incubados

durante 4 horas, a 37°C, com agitagcdo suave eatwas ao abrigo da luz.

Neste estudo o acido ascorbico foi utilizado commaidante de referéncia, com
0 qual serd comparado o efeito protector das aasod@Arbutus unedd.. Para tal, a
partir de uma solucado stock de 1 mg/mL de acidérbgm em PBS, preparou-se uma
solugédo de 250 pg/mL. A partir desta solucdo eactwdo com a Tabela 4, foram
realizadas diluicbes nos tubos para obter solugéesas concentracdes finais de 100,
50 e 25 pg/mL.

Tabela 4.Tabela usada na preparacao dos tubos de hemais® gnsaio da actividade anti-hemolitica

do acido ascorbico

Eritrocito Extracto PBS AAPH \i
Controlo 500 pL = —mmeemeee- 800 pL ~ ----me-- 1300 pL
AAPH 500 pL = -memeeee- 670 pL 130 pL 1300 pL

C 100 pg/mt 500 pL 520 pL 150 pL 130 pL 1300 pL
C 50 pg/mt 500 pL 260 pL 410 pL 130 pL 1300 pL
C 25 ugimt 500 pL 130 pL 540 pL 130 pL 1300 pL

4.2.2.3. Avaliacdo da % de hemdlise

Durante as 4 horas de incubac&o, com intervalo% Hera, retiraram-se duas
aliquotas de 50 pL de cada tubo. Uma das aliqéosaicionada a 950 uL de agua (B)
e a outra a 950 pL de soro fisioldgico (A), em ewlmefs previamente colocados no
gelo (4°C) de modo a parar a hemdlise. De seguwlatrifugou-se os eppendorfs a
4.000 rpm durante 10 minutos, removendo-se demoale 300 pL do sobrenadante
para uma placa de 96 pocos, de modo a procedeles#tera da absorvancia a 545 nm
no leitor de placas. A % de hemolise é calculagartir da razéo entre as duas leituras,
ou seja, % hemdlise = (A/B) x 100. A concentrac&oedtracto que inibe 50% da
hemdlise (IGy) ao fim de trés horas foi calculada através doatta do gréafico da
percentagem de inibicdo de hemdlise em funcao deectracdo de extracto. Para estes

calculos foram realizados 4-6 ensaios independentes
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4.2.2.4. Avaliacdo da extensdo da peroxidacao lipidica

A peroxidacéo lipidica € um processo mediado pdicass livres. Numa situacao
de stress oxidativo pode haver faléncia dos metmsisde defesa antioxidantes
enddgenos com formacgdo de espécies reactivas génixj capazes de desencadear o
atague oxidativo aos lipidos poliinsaturados dasmbmanas eritrocitarias. A
consequente fragmentacdo da origem a hidrocartmmeimo o etanol e a aldeidos
como o 4-hidroxinonenal e o malonildialdeido (MDE}jte método tem como principio
a reaccdo de uma molécula de malonildialdeido carmas dmoléculas de acido
tiobarbiturico (TBA) com formag&o de um complexo MHDTBA), que € quantificado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia contededo ultravioleta (HPLC-UV), de
acordo com a técnica desenvolvida por Soated. (2004). Foram realizados ensaios
para varias concentracdes dos extractos da follnatee assim como para o padrédo
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), obtendo-se atrdeége a curva de calibracdo padréo.
Os resultados foram calculados como mM equivalankDA. O G, foi calculado
pela curva de calibracdo obtida através da pergemiade peroxidacao lipidica em
fungéo da concentragao de extracto. Os valoresmeer@s de inibicdo foram calculados
considerando como 100% o valor da peroxidacdoiti@ithduzida pelo AAPH na

auséncia de extracto. Para estes calculos fordipag@s quatro ensaios independentes.

Para avaliar a extensdo da peroxidacao lipidicegrigcitos humanos foram
mantidos nas condi¢bes experimentais descritasi@ntente para a determinacao da
% de hemdlise com excepcao da utilizacdo de umpessdo eritrocitaria com um
hematocrito inicial de 13,52%. Os tubos de hemdbsam incubados durante 3 horas.
No final da incubacéo, retiraram-se aliquotas d@ @b para eppendorfs, as quais
adicionou-se 25 pL de butilhidroxitolueno (BHT) 2%, e 1 mL de &cido
tricloroacético (TCA) a 1% previamente colocadogato (4 °C). As amostras foram
agitadas no vortex e depois centrifugadas em btegdrirefrigerada a 10.000 rpm
durante 10 minutos. Posteriormente, retirou-se p00de sobrenadante para outro
eppendorf, sendo adicionado 500 pL de acido tiotoaidto a 1%. Os eppendorfs foram

agitados no vortex e colocados num banho de aguente (95 °C) durante 45 minutos.
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Apbs este periodo os eppendorfs foram arrefecidogeo (4 °C), centrifugados em
centrifuga refrigerada a 10.000 rpm durante 5 romet 50 pL do sobrenadante foram
injectados no HPLC (Hewlett Packard 1100 seriesh ctetector UV a 532 nm. A
separacao cromatografica realizou-se através decolnaa Spherisorb C18 ODS2 (5
um; 4,6 x 250 mm) da Waters Corporation e a fasgematilizada foi acetato de
amonio 0,05 M: metanol (60:40), com fluxo de 0,7/min. Paralelamente, preparou-se
uma curva de calibracdo com diferentes concentsacde padrao 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) (10, 5, 2, 1, 0,5 e 0,25 grivietanol a 40%.), procedendo-se
de forma idéntica a descrita para as amostras goapeao das centrifugacdes que para

0s padrdes ndo se executam.
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V. RESULTADOS
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5.1. Efeito protector da espéciédrbutus unedo L. na hemdlise induzida
pelo AAPH

5.1.1. Extracto aguoso da folha debutus unedd..

Na tabela seguinte sdo apresentados os valoresrdanpagem de hemdlise nas
células incubadas com as diferentes concentragdesxiiacto de folha dérbutus

unedoL. obtidos em 6 ensaios independentes.

Tabela 5.Resultados obtidos para a percentagem de hemadlisgthcto da folha darbutus unedd..

Tempo (h)
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 |
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Estes resultados sdo seguidamente apresentadosmade grafico (Gréafico 1).
Cada valor representa a média + SD de seis engaiependentes. *Representa
resultados significativos (P <0,05) quando o grtratado foi comparado com o grupo
AAPH, nos respectivos tempdRepresenta resultados significativos (P <0,05) doan

0 grupo tratado foi comparado com o grupo contnods, respectivos tempos.

120
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100+
—-O0— AAPH
80+

—¥— + Folha 50 pg/ml
—— + Folha 75 pg/ml

—&— + Folha 100 pg/ml
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Gréfico 1. Representacédo gréafica do efeito protector da fo#harbutus unedd.. na hemdlise induzida
pelo AAPH.

Para o célculo da concentracdo inibitoria 50s{lCou seja, a concentracdo de
extracto que inibe 50% da hemodlise induzida peld®BAdeterminou-se a percentagem
de inibicdo de hemdlise para cada concentracaatdec® ao tempo 3 horas, tal como
apresentado na tabela seguinte.
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Tabela 6.Resultados obtidos para a percentagem de inibigdeihodlise do extracto da folhaAdutus

unedoL.
% hemdlise -Controlo % inibicao
Controlo 3,8
1,8
6,8
2,2
4,0
5,3
AAPH 96,0 92,2
88,0 86,2
87,7 80,9
91,4 89,1
92,7 88,7
87,7 82,4
FOLHA 100 ug/mL 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
FOLHA 75 ug/mL 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,¢ 68,t
FOLHA 50 ug/mL 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
77,1 72,4 12,2

Em seguida, tracou-se o grafico da % inibicdo dedtiseversusa concentracao

de extracto para cada ensaio independente (TalgeGrdfico 2).

Tabela 7.Tabela representativa dogfla folha deArbutus uneda.

100 84,1

75 71,4

50 27,3
0,062 mg/mL
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vy =-0,025%2+4,899x - 154.8
R*=1

100

75 /./
50 /
25

0 T T T T
0 25 50 75 100

-

% Inibicio hemolise

Concentracio de extracto (ug/mlL)

Gréfico 2. Grafico representativo do célculo dosj@a folha déArbutus unedd..

O valor de IG calculado para o extracto da folha foi de 0,06@,002 mg/mL.

5.1.2. Extracto aquoso do fruto debutus unedd..

Na tabela seguinte sdo apresentados os valoresrdanpagem de hemdlise nas
células incubadas com as diferentes concentragdesxiacto do fruto dérbutus

unedoL. obtidos em 4 ensaios independentes.
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Tabela 8.Resultados obtidos para a percentagem de hemadlisatd deArbutus unedad.

Tempo (h)
1 2 3 4
Controlo 4,01 3,59 4,01 3,19
3,85 3,53 5,29 4,20
3,54 3,79 3,18 3,73
2,3¢ 3,9¢€ 2,3¢ 1,62
Média 3,45 3,72 3,72 3,19
SD 0,73 0,2C 1,24 1,12
AAPH 4,27 40,00 92,68 87,33
4,60 68,20 87,73 89,55
6,01 83,86 93,33 87,07
5,2(C 68,8( 91,82 86,0z
Média 5,02 65,21 91,39 87,49
SD 0,7€ 18,3( 2,52 1,4€
FRUTO 1600 ug/mL 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 3,1¢€ 3,0C
Média 2,38 2,09 2,00 3,78
SD 0,44 0,7¢ 1,0¢ 0,5¢
FRUTO 800 ug/mL 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 0,3% 0,31 2,7¢ 8,44
FRUTO 400 ug/mL 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 65,8( 88,51
Média 2,45 3,93 51,57 85,45
SD 0,61 1,91 10,54 2,57
Controlo do Extracto | [ 2,4C |

Estes resultados sdo seguidamente apresentadosmmade grafico. Cada valor
representa a média + SD de quatro ensaios indepisde*Representa resultados
significativos (P <0,05) quando o grupo tratadociminparado com o grupo AAPH, nos
respectivos temposRepresenta resultados significativos (P <0,05) doam grupo
tratado foi comparado com o grupo controlo, nopgesvos tempos.
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Gréfico 3. Representacao grafica do efeito protector do fletarbutus unedd.. na hemolise induzida

pelo AAPH.

Para o calculo do Kg determinou-se a percentagem de inibicdo de heengéisa
cada concentracdo de extracto ao tempo 3 horagotab apresentado na tabela
seguinte.

Tabela 9.Resultados obtidos para a percentagem de inibig&®ohdlise do extracto do fruto Aebutus

unedoL.
% hemdlise -Controlo % inibicao
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,C 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,¢ 63,4 29,1
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Em seguida, tracou-se o grafico da % inibicdo dedtiseversusa concentracao
de extracto para cada ensaio independente (TabadGtafico 4).

Tabela 10.Tabela representativa dosi2lo fruto doArbutus unedd..

Concentragao| % inibicAdo hemolise
pug/mL
[ 1]

1600 100,0
800 93,2
400 59,0

0,337 mg/mL

y=-9E-05x2+0,214x- 23,93
R==1

P 125
S 100 —
g
= 75
=
= 50
=
=]
= 25
(=
°°" O T T T T

0 400 800 1200 1600

Concentracao de extracto (ug/mkL)

Gréfico 4. Grafico representativo do ¢gdo fruto deArbutus unedd.

O valor de IG calculado para o extracto do fruto foi de 0,33¥,647 mg/mL.

5.1.3. Acido ascorbico

Neste estudo, o acido ascoérbico foi usado commxadténte de referéncia. Na
tabela seguinte apresentam-se os valores de hemdlisdos para as diferentes
concentragdes de acido ascorbico ao tempo 3 hbeas,como os valores da % de
inibicdo da hemdlise.
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Tabela 11.Resultados obtidos para a percentagem de hemadligeidio ascorbico.

% Hemolise -Controlo % Inibicao
Controlo 10,1
5,9
4,3
11,1
AAPH 81,1 71,0
81,8 75,9
81,5 77,1
76,% 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,C 103,(
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,C 100,(
AA 25 ug/mL 49,5 39,4 445
44,8 38,9 48,8
67,8 63,5 17,7
54,2 43,1 34,0

O valor do IGy determinado para o acido ascorbico foi de 0,08085 mg/mL.

6.2. Efeito protector da espéciérbutus unedo L. na peroxidacao lipidica

induzida pelo AAPH

Na tabela seguinte sdo apresentados os valoregaaa pico para as diferentes

concentracdes do padrao TEP testadas.

Tabela 12.Valores obtidos de area de pico para os padré&é&Be

TEP (UuM) Area 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, tracou-se o grafico da area do ypérsusa concentracdo de padrao
TEP (Grafico 5).

y = 64,14x - 1,940
200 R?=0,996

600 Pt

500
400
300 /
200
100 /
0 : . . : :

0 2 4 6 8 10
Concentracdo TEP (uM)

Area

Grafico 5. Representagédo gréafica da area do pico em fung@ordzntracdo do padréo TEP.

Na tabela 13 apresentam-se as areas obtidas apeigagéo dos picos
cromatograficos e o célculo das concentracdes deA MDm base na curva de

calibragcdo anteriormente apresentada.
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Tabela 13.Resultados obtidos para a concentracdo de MDA

Area Area (-branco) uM | % Inibicao
Controlo 41,80 2,10 0,02
44,80 5,10 0,07
42,00 2,30 0,02
42,87 3,17 0,03
MEDIA 0,03
SD 0,02
AAPH 130,80 91,10 1,45
124,30 84,60 1,35
122,40 82,70 1,32
125,83 86,13 1,37
MEDIA 1,37
SD 0,06
Folha (100 pug/mL) 70,20 30,50 0,48 67,30p
72,20 32,50 0,51 62,364
72,90 33,20 0,52 60,639
71,77 32,07 0,50 63,551
MEDIA 0,50
SD 0,02
Folha (75 pug/mL) 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 52,85%
MEDIA 0,65
SD 0,07
Folha (50 pg/mL) 87,90 48,20 0,76 47,644
95,40 55,70 0,88 34,598
91,50 51,80 0,82 37,848
91,60 51,90 0,82 40,239
MEDIA 0,82
SD 0,05
Fruto (1600 pg/mL) 77,20 37,50 0,59 59,528
78,50 38,80 0,61 54,828
74,30 34,60 0,54 58,916
76,67 36,97 0,58 57,799
MEDIA 0,58
SD 0,03
Fruto (800 pg/mL) 83,20 43,50 0,68 52,864
87,60 47,90 0,76 43,930
72,90 33,20 0,52 60,639
81,23 41,53 0,65 52,424
MEDIA 0,65
SD 0,10
Fruto (400 pg/mL) 89,40 49,70 0,78 45,978
89,10 49,40 0,78 42,134
80,30 40,60 0,64 51,56}
86,27 46,57 0,73 46,508
MEDIA 0,73
SD 0,07
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Estes resultados sdo seguidamente apresentadosmade grafico (Gréafico 6).
Cada valor representa a média £+ SD de trés engaitependentes. *Representa
resultados significativos (P <0,05) quando o grtratado foi comparado com o grupo
AAPH, nos respectivos tempdRepresenta resultados significativos (P <0,05) doan

0 grupo tratado foi comparado com o grupo contnods, respectivos tempos.

Gréafico 6. Representacao gréafica da extenséo da peroxidggéirdiversusa concentracdo de extracto.

Para o célculo do Kg determinou-se a percentagem de inibicdo da pexgda
lipidica para cada concentracdo de extracto aodedrioras, tal como apresentado na
tabela 14.

Tabela 14.Resultados obtidos para a % de inibicdo da peag#idl lipidicgara os extractos da folha e

fruto deArbutus unedd..

Concentragao (ug/mL) % Inibicao da peroxidacgao lipidica 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

ICs 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

ICs 617,96 611,42 1232,98 353,64 732,68 452,04
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Os valores de 6, definida como a quantidade de extracto que iBib% da
peroxidacao lipidica causada pelo AAPH, calculgolr® os extractos da folha e fruto
deArbutus unedd.. foram de 0,075 + 0,014 e 0,732 % 0,452 mg/melspectivamente.
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VI. DISCUSSAO E CONCLUSOES
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bY

Os compostos antioxidantes da dieta tém particotaresse devido a “teoria do
stress oxidativo”, a qual assume que os danos txidanas células causados pelos
radicais livres e outros oxidantes sdo responsgwelia iniciacdo e progressao do
envelhecimento e de doencas degenerativas comaaocaaterosclerose, diabetes,
anemia hemolitica, doenca de Alzheimer, cataratee eutras (Sorg, 2004; Atoei al,
2005; Valkoet al, 2007; Negre-Salvaymt al, 2008).

De forma a elucidar a importancia biologica davédéide antioxidante da espécie
Arbutus unedoL. foi usado neste estudo um modelo celular basewn eritrocito
humano. O dano oxidativo induzido pelo AAPH nodrécitos humanos tem sido
extensivamente estudado como modelo para a dajdibgaeroxidativa nas membranas
bioldgicas (Zowet al, 2001; Costat al, 2009; Magalhaest al, 2009 e Carvalhet al.,
2010). O AAPH gera radicais livres do tipo peroXiROO") no meio extracelular, os
quais atacam a membrana eritrocitaria causandasvalieracbes oxidativas, as quais
foram avaliadas neste estudo pela percentagem rdélise e pela peroxidacdo dos

lipidos da membrana dos eritrocitos.

Os eritrécitos humanos foram incubados com os exaquosos da folha e fruto
de Arbutus unedd.. na presenca e auséncia de AAPH. Os graficos32mmstram o
efeito anti-hemolitico dos extractos da folha (8@-lug/mL) e do fruto (400-1600
png/mL), respectivamente. Verificou-se que o grupatiolo (suspensao eritrocitaria em
tampao fosfato sem adicdo de AAPH e incubada a)3vi#Dteve-se estavel, com uma
percentagem de hemolise reduzida (3,5 = 0,7%)regoldas quatro horas de incubacgéo.
No entanto, quando se adicionou 0 AAPH a suspeps@imcitaria, a indugcdo de
hemolise passou a ser proporcional ao tempo deéoetseorrido. O inicio da hemdlise
induzida pelo AAPH foi retardado, indicando que agioxidantes enddégenos do
eritrécito, principalmente a glutationa, vitaminadeido L-ascorbico e enzimas como a
catalase e a superoxido dismutase, sdo capaze®giestar os radicais livres,
conferindo proteccdo contra estas espécies queenda hemolise (Zou et al., 2001).
Quanto ao grupo controlo do extracto (eritrocitesubados com a maior concentracéo
testada de cada extracto na auséncia de AAPH)icoerife que a percentagem de
hemolise obtida foi semelhante a do grupo cont®)@ + 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 sapdb@xtractos protegem
significativamente a membrana dos eritrocitos dadise induzida pelo AAPH, de um
modo dependente da concentracdo de extracto exgm téde incubacdo. No entanto, o
extracto da folha apresentou um efeito anti-hemolgignificativamente superior ao do
fruto, sendo o valor de kg determinado para o extracto da folha apos tréashde
incubacdo de 0,062 + 0,002 mg/mL e de 0,377 + Of@4/L para o fruto. Dada a
reconhecida actividade antioxidante do acido asodyrh actividade anti-hemolitica dos
extractos dérbutus unedd.. foi comparada com a do acido ascorbicgdte 0,031 +
0,005 mg/mL), tendo-se verificado um efeito antiaxite menos potente para 0s
extractos. Tanto quanto sabemos, este é o primestodo a avaliar o potencial

antioxidante da espéchebutus unedd.. neste modelo celular.

Os polifendis sdo sobejamente reconhecidos coroemtits sequestradores de
radicais livres (Boret al, 1990 e Nanj@t al, 1996). Estes fitoquimicos actuam como
antioxidantes na inactivacao dos radicais livres campartimentos celulares lipofilicos
e hidrofilicos, dada a capacidade destes compalstadoar atomos de hidrogénio e,
desta forma, inibir as reaccbes em cadeia provecpelas radicais livres (Hartma
al., 1990 e Aroraet al, 1998). Portanto, os compostos fendlicos da ésp&butus
unedo L. presentes na suspensao eritrocitaria muito guelmente sequestram 0s
radicais peroxilo formados durante a incubacaoeriatmpendo desta forma a
propagacdo em cadeia dos radicais peroxilo e eldtanataque destes as membranas
dos eritrcitos, ricas em acidos gordos poliingatas, e com isto inibindo a
peroxidacdo lipidica e consequente hemdlise. Osasogesultados encontram-se de
acordo com outros estudos que mostram a capactizigolifendis de proteger os
eritrocitos do stress oxidativo ou 0 aumento dast@&scia dos eritrocitos aos danos
causados pelos oxidantes (Youdahal, 2000; Costeet al, 2009; Magalhéaest al,
2009 e Carvalhet al, 2010). Esta actividade antioxidante da folhauéofdeArbutus
unedoL. pode ndo se dever apenas aos compostos fendliwas ao resultado de

diferentes fitoquimicos presentes que poderadedpeaditivo ou sinérgico.

A membrana lipidica dos eritrocitos quando sujeitam consideravel stress
oxidativo perde um atomo de hidrogénio da cadeiaacdidos gordos insaturados
iniciando-se a peroxidacao lipidica que se propagma reaccdo em cadeia. Neste
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estudo, a extensdo da peroxidagdo lipidica foi iadal pela formacédo de
malonildialdeido (MDA), que é conhecido como umduto carbonilo do dano lipidico
oxidativo (Esterbaueet al, 1991). Verificou-se que a quantidade de MDA maopg
controlo ao tempo trés horas foi baixa (0,049 40,0M) (Gréfico 6). Como esperado,
o nivel de MDA aumentou significativamente (de 1%3&p0ds incubacdo com AAPH
quando comparado ao respectivo controlo. Sob aoaogédativa do AAPH, os
eritrécitos humanos tratados com o0s extractos deptanta diminuiram
significativamente a accdo do AAPH (P <0,05) de wmodo dependente da
concentracdo de extracto. O tratamento com osotasraa folha e do fruto na maior
concentracao testada apoés trés horas de incubedd@nu os niveis de MDA em 61% e
56%, respectivamente, nos eritrocitos expostos ABHA Os valores de Kg para 0s
extractos da folha e do fruto debutus unedd.. foram de 0,075 £+ 0,014 e 0,732 +
0,452 mg/mL, respectivamente.

Em conclusdo, 0s nossos resultados indicam queéciesArbutus unedal.,

particularmente a folha,apresenta um consideravel potencial antioxidante

e

sequestrador de radicais livres, 0 que sugere avardual aplicacdo na prevencao e/ou

tratamento de diversas situacdes patoldgicas ergjaicais livres estdo envolvidos.
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Anexo 1.Modelo daDeclaracédo de Consentimento preenchida e assimadados os

voluntarios que doaram sangue durante o decurs@allaho laboratorial.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Consliderando a “Declaragdo de Helsinquia” da Associagdo Médica Mundial
(Helsinquia 1964; Téquio 1975; Veneza 1983; Hong Kong 1989; Somerset West 1996 e Edimburgo 2000)

Designacéo do Estudo (em portugués):

Eu, abaixo-assinado, (nome completo do doente ou voluntario §40) «---eceeceeccoreccmeee

, compreendi a explicagio que
me foi fornecida acerca da minha participagéio na investigagdo que se tenciona realizar,
bem como do estudo em que serei incluido. Foi-me dada oportunidade de fazer as
perguntas que julguei necessarias e de todas obtive resposta satisfataria.

Tomei conhecimento de que, de acordo com as recomendagdes da Declaragdo de
Helsinquia, a informacgéo ou explicagido que me foi prestada versou os objectivos e os
métodos e, se ocorrer uma situagdo de pratica clinica, os beneficios previstos, os riscos
potenciais e o eventual desconforto. Além disso, foi-me afirmado que tenho o direito de
recusar a todo o tempo a minha participac&o no estudo, sem que isso possa ter como efeito
qualquer prejuizo pessoal.

Por isso, consinto que me seja aplicado o método ou o tratamento, se for caso disso,

propostos pelo investigador.

Data: / /200

Assinatura do doente ou voluntario sdo:

O Investigador responsavetl:
Nome:

Assinatura:

Comissdo de Etica da Universidade Fernando Pessoa
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Anexo II. Artigo “Antihemolytic and radical scavenging acties of strawberry tree
(Arbutus unedo L.) leaf and fruit: a comparativedst’ submetido a revistdournal of

Functional Foods
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