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Resumo  

Os radicais que derivam do O2, conceptualmente chamados de espécie reativas 

de oxigénio (ROS), podem conduzir a um saldo negativo entre oxidantes e 

antioxidantes, provocando desta forma o stresse oxidativo. O stresse oxidativo pode 

causar vários danos como a peroxidação lipídica e está associado a processos 

cancerígenos e genotóxicos. Utilizando Drosophila melanogaster Oregon K como 

organismo modelo, analisamos o efeito que os extratos foliares de Corema álbum 

provocam nesse organismo modelo e foram consideros vários aspetos: i) a toxicidade 

revelada pelos número de mutações e recombinações somáticas; ii) a capacidade 

antioxidante dos extratos foliares; iii) o nível de danos basais em neuroblastos; iiii) e o 

papel do stresse oxidativo, avaliando as atividades da Superóxido Dismutase, da 

Catalase, da Glutationa-S-Transferase e a peroxidação lipídica. Os extratos mostraram-

se bastante antioxidantes, em 1 g de folha existem 7,3 mg de equivalentes de GAE ou 

36,9 micromoles de equivalentes de Trolox, mas em concentrações mais elevadas não se 

conseguiu a obtenção de qualquer descendência. Os danos basais detetados sofrem 

reduções à medida que a concentração do extrato vai diminuindo ocorrendo o inverso 

nas atividades antioxidante e na peroxidação lipídica. Nos tratamentos onde temos o 

controlo positivo (paraquato), em conjunto os extratos foliares o comportamento 

observado continua existir e a ocorrer da mesma forma. No caso do tratamento da 

concentração mais baixa de extrato observa-se uma resposta antioxidante mais elevada 

que em qualquer outro tratamento na Superóxido Dismutase e na Glutationa-S-

Transferase. Verificou-se nesse mesmo tratamento uma das maiores percentagens de 

mutação e recombinação somática mas verificou-se também o mais baixo nível de 

danos basais. Embora os extratos tenham uma grande capacidade antioxidante eles 

mostram um efeito dual pois para além de promoverem o stresse oxidativo, também 

causaram toxicidade e genotoxicidadeindependentemente da relação 

oxidante/antioxidante.  

 

Palavras-chave: Stresse oxidativo; Corema album; Genotoxicidade; Drosophila 

melanogaster; Antioxidantes 
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Abstract 

The radicals deriving from O2, known as reactive oxygen species (ROS), can 

lead to a negative balance between oxidants and antioxidants, thereby causing oxidative 

stress. Oxidative stress can cause damages like lipid peroxidation and is also associated 

with genotoxic and carcinogenic processes. Using Drosophila melanogaster Oregon K 

as a model organism, we analyzed the effect of Corema album leaf extracts and 

considered the following aspects: i) the toxicity revealed by the number of somatic 

mutations and recombinations, ii) the antioxidant capacity of the plant extracts; iii) the 

basal level of damage in neuroblasts; iiii) and the role of oxidative stress, assessing the 

activities of Superoxide Dismutase of Catalase, Glutathione-S-transferase and lipid 

peroxidation. The antioxidant capacity of the extracts was substantial with1 g of leaf 

extract equivalent to 7.3 mg of GAE or to 36,9 micromoles Trolox equivalents. At 

higher concentrations it was not able to obtain offsprings. The observed basal damage 

decreased as the concentration of the extract decreased and the opposite was true in 

relation to the antioxidant activities and lipid peroxidation. In the treatments where the 

positive control (paraquat) was applied in addition to the plant extract, the observed 

behaviour still existed and occurred in the same way. In the case of the treatment with 

lower concentrations of extract, the antioxidant response is higher than any other 

treatment in the superoxide dismutase and glutathione-S-transferase. This same 

treatment caused one of the highest percentages of somatic mutation and recombination 

but showed the lowestlevel of basdal damage. 

Although the extracts have a great antioxidant capacity they show a dual effect 

because they promoted oxidative stress as well as a toxic and genotoxic effect that was 

independent of the oxidant / antioxidant ratio.. 

 

Key words: Oxidative stress; Corema album; Genotoxicity; Drosophila 

melanogaster; Antioxidants. 
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1 Introdução 

À medida que na atmosfera e nos oceanos as concentrações de O2 aumentavam 

foram surgindo seres vivos aeróbios que além de utilizarem este composto para a sua 

sobrevivência foram ainda capazes de obter vantagens energéticas. 

Os organismos aeróbios, incluindo o ser humano, têm de conviver com a 

realidade da dependência do oxigénio. Esta dependência não seria um problema se este 

não pudesse apresentar repercussões negativas para o organismo. Estes efeitos têm 

vindo a ser estudados desde à algumas décadas devido ao facto de radicais que derivam 

do O2 poderem tornar-se altamente reativas, concetualmente chamadas de espécies 

reativas de oxigénio (ROS). 

Estes radicais podem ter um efeito nefasto caso não sejam contrapostos por ação 

de antioxidantes, podendo ser tóxicos e perigosos para a sobrevivência do individuo, daí 

que durante a evolução os seres vivos tenham desenvolvido sistemas de defesa. Na 

defesa contra os agentes oxidantes é também importante a obtenção de antioxidantes 

pela alimentação. 

 

1.1 Stresse Oxidativo 

O stresse oxidativo resulta do saldo negativo entre oxidantes e antioxidantes, mas 

este saldo negativo pode ser fruto de causas exógenas que provocam uma diminuição 

nas defesas antioxidantes ou um aumento na produção de ROS endógeno. O termo 

“stresse oxidativo” apareceu pela primeira vez numa publicação em 1970, mas já em 

1954 Rebecca Gerschman observou que a toxicidade do oxigénio era de alguma forma 

semelhante à encontrada aquando a utilização de raios X [1]. Um trabalho realizado por 

Beutler em 1970 sobre a glutationa redutase de glóbulos vermelhos, em que a hemólise 

era provocada por condições oxidantes, realçou também a problemática do stresse 

oxidativo [2].  

Em 1985 foi lançado o livro intitulado “ Oxidative stress ” por Sies H. em que o 

autor define como stresse oxidativo “o balanço entre oxidantes e antioxidantes 

favorável aos oxidantes, potencialmente capaz de causar dano”. A possibilidade do 

stresse oxidativo causar danos tem sido suportada por numerosos trabalhos já 

publicados e que deram em parte origem à definição do termo stresse oxidativo. Desde a 
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altura em que foi descrito e até mesmo antes, o stresse oxidativo tem sido relacionado 

com várias teorias entre as quais a teoria do envelhecimento. Essa teoria, apoiada na 

hipótese oxidativa, foi parcialmente colocada em 1958 por Denham Harman, tendo sido 

revista e modificada em 1972 [3].  

O interesse pelo estudo do stresse oxidativo tem crescido também em parte pelo 

facto de este estar envolvido em algumas etiologias do cancro. Segundo vários 

investigadores o stresse oxidativo pode ser o primeiro causador dos erros e mutações na 

regulação do ciclo celular que levam ao aparecimento de células cancerígenas [4,6,7]. 

Desta forma, atualmente o estudo do stresse oxidativo está intimamente ligado ao 

estudo do aparecimento e progressão cancerígena. Alguns estudos demostram que os 

alvos primários das ROS são os ácidos gordos polinsaturados presentes nas membranas 

celulares conduzindo assim à peroxidação lipídica, processo que pode causar danos 

celulares ao nível estrutural e funcional. A peroxidação lipídica tem como um dos 

produtos resultantes o malondialdaído (MDA), tendo este um papel importante como 

indicador dos níveis de stresse oxidativo [5]  

 

1.2 Genotoxicidade  

A palavra “tóxico” é uma palavra que tem tido ao logo dos tempos várias 

definições. Na língua portuguesa, tóxico ou substância tóxica é aquela que produz 

efeitos nocivos no organismo [8]. Os diversos tipos de tóxicos podem ser divididos 

quanto ao seu modo de ação ou origem. Devido à importância do estudo dos tóxicos foi 

necessária a criação de uma ciência que os estuda, a toxicologia. Tal como acontece 

com o seu objeto de estudo, a toxicologia tem também tido várias definições ao longo 

do tempo. Segundo a Sociedade de toxicologia (SOT) “A Toxicologia é o estudo dos 

efeitos adversos de agentes químicos, físicos e biológicos em organismos vivos e no 

ecossistema, incluindo a prevenção e melhoria de tais efeitos adversos” [9]. 

Existem várias divisões para a toxicologia, sendo que a toxicologia moderna é 

constituída por quatro disciplinas principais: clínica, forense, reguladora e de 

investigação. Em função da área de atividade adotam-se as seguintes subdivisões: 

Ecotoxicologia, Toxicologia Alimentar, Toxicologia Clínica, Toxicologia Experimental, 

Toxicologia Forense, Toxicologia Industrial, Toxicologia dos Medicamentos, 

Toxicologia Ocupacional, Toxicologia Regulamentadora e Toxicologia Genética [10]  
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Um genotóxico é todo o composto que é tóxico para o ADN. Substâncias que 

são genotóxicas podem ligar-se diretamente ao ADN ou podem também atuar 

indiretamente, provocando danos no ADN por afetarem enzimas envolvidas na sua 

replicação. Assim os genotóxicos podem provocar mutações que podem dar origem a 

defeitos congénitos (danos hereditários) ou cancro [11]. Apesar do efeito das 

substâncias genotóxicas estar correlacionado com a carcinogénese, não podemos dizer 

taxativamente que uma substância genotóxica é cancerígena [12,13]. 

A avaliação da genotoxicidade de um composto ou extrato é de extrema 

importância, pelo que existe uma grande panóplia de testes que podem ser utilizados 

para a avaliação da genotoxicidade. Os parâmetros fenotípicos são ainda uma forma de 

deteção de genotóxicos, sendo normalmente complementados por outros processos que 

permitem obter informações mais específicas sobre os danos. Os genotóxicos podem 

atuar no ADN causando danos ao nível da estrutura e do número de cromossomas bem 

como na estrutura da própria cadeia de ADN, podendo ser algumas alterações 

facilmente detetada por técnicas citogenéticas. No entanto, a informação dada por estes 

marcadores individualmente pode ser limitada e restrita às sequências de nucleótidos 

avaliadas. De forma a contrariar este problema dever-se-ia utilizar uma bateria de 

técnicas o mais alargada possível. Além destas técnicas moleculares existem outras 

técnicas como é o caso do ensaio do cometa e o teste SMART que são muito utilizadas 

para a deteção genotoxicidade. 

 Segundo alguns estudos a genotoxicidade pode estar correlacionada, em alguns 

casos, com os níveis elevados de ROS e o stresse oxidativo [14-17]. 

 

1.3 Proteção antioxidante 

A proteção antioxidante pode dividir-se em duas grandes vertentes, a enzimática e 

a não enzimática. A proteção enzimática é encontrada em seres vivos eucariontes e 

procariontes permitindo que estes tenham capacidade de transformar ROS em espécies 

menos reativas. Entre os sistemas não enzimáticos temos como exemplo algumas 

vitaminas [18,19] e polifenóis [19,20]. Entre as enzimas antioxidantes temos a catalase, 

peroxidases, superóxido dismutase, glutationa s-transferase, glutationa redutase, entre 

outras. [19]  
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1.4 Enzimas antioxidantes 

Há várias enzimas antioxidantes que entram na defesa dos organismos contra os 

ROS. Entre as principais enzimas responsáveis pela defesa antioxidante do ser humano 

destacam-se a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GSHpx), que constituem a primeira defesa endógena de neutralização das ROS. 

Através delas, as células tentam manter baixas as quantidades do radical superóxido e 

de peróxido de hidrogénio, evitando assim a formação do radical hidroxilo OH. [21] 

Além destas enzimas destacam-se ainda a glutationa redutase (GR) e a glutationa-s-

transferase (GST). 

O estudo da atividade antioxidante enzimática pode envolver o estudo de todas 

estas enzimas referidas ou de apenas algumas dependendo do objeto de estudo onde o 

trabalho irá ser realizado. 

 

1.4.1 Superóxido dismutase 

A primeira isoforma de SOD foi descoberta em 1969 por J. McCord e I. Fridovich 

[22]. As superóxido dismutase são metaloenzimas amplamente distribuídas pelas células 

tanto de organismos eucariontes como procariontes. Esta família de enzimas catalisa o 

anião superóxido a peróxido de hidrogénio, O2
- + H2O  H2O2+ O2. Foram até agora 

encontradas três isoformas de SOD em eucariontes, conhecidas como SOD1, SOD2 e 

SOD3 ou CuZnSOD, MnSOD e a superóxido dismutase extra celular (ECSOD) 

respetivamente. E em procariontes apenas duas isoformas, MnSOD e a FeSOD foram 

encontradas. A ECSOD foi a mais recentemente descoberta encontrando-se no meio 

extracelular [23]. Os genes que dão origem a síntese das superóxido dismutase são 

encontrados em cromossomas diferentes, sendo regulados de formas diferentes e tendo 

uma percentagem de homologia de aminoácidos baixa, 40% entre CuZnSOD e ECSOD, 

ou inexistente, MnSOD não tem qualquer homologia com as CuZnSOD e ECSOD [24]. 

 

1.4.2 Catalase 

Nos peroxissomas dá-se um grande consumo de O2 não existindo produção de ATP 

nesse processo, conduzindo a que a energia livre seja libertada na forma de calor. Esse 

facto associado a processos metabólicos que contribuem para a formação de H2O2 nos 
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peroxissomas, como a β-oxidação dos ácidos gordos e as reações enzimáticas das 

flavinas oxidases, tornam os peroxissomas num organelo produtor de ROS [25]. Para 

manter o equilíbrio entre produção e degradação dessas espécies reativas, os 

peroxissomas possuem vários mecanismos de defesa antioxidante, sendo a CAT a 

enzima mais expressa. 

Apesar da atividade da CAT estar localizada em grande quantidade nos 

peroxissomas esta pode também ser na mitocôndria (coração) e no retículo 

endoplasmático [21]. O peróxido de hidrogénio é removido pela ação da CAT que reage 

com duas moléculas de H2O2 formando duas moléculas de H2O e uma de O2 [26]. 

Reação catalisada pela CAT: 

2H2O2 2H2O + O2 

 

1.4.3 Glutationa-S-Transferase 

Estas enzimas pertencem a uma ampla família de enzimas multifuncionais, 

envolvidas na desintoxicação de uma variedade de compostos incluindo os inseticidas 

[27]. Há duas classes de GSTs, classificadas de acordo com sua localização na célula, 

no retículo endoplasmático ( <5% ) ou citoplasma ( >95% ) [28], sendo que os seus 

substratos são normalmente hidrofóbicos [29]. Estas enzimas desempenham importante 

função no stresse fisiológico, estando também implicadas no transporte intracelular e 

cascatas biossintéticas [30].  

A desintoxicação enzimática de xenobióticos pode ser classificada em três fases 

distintas mas relacionadas: fase I, II e III. Nas fases I e II, observa-se a transformação 

do xenobiótico numa espécie mais hidrossolúvel e geralmente com uma menor 

toxicidade. Na fase III, estes metabolitos são transportados para o exterior da célula e 

então excretados. A fase II do metabolismo de xenobióticos é um importante passo para 

a eliminação destas espécies do meio celular, podendo em alguns casos envolver a 

participação de transportadores como os transportadores dos conjugados de 

glutationa/xenobióticos [31]. Assim a GST tem a capacidade de conjugar a glutationa 

reduzida (GSH) com grupos bioativos, e que resultam por exemplo da ação da 

monooxigenase em biotransformação de xenobióticos, RH + O2 + 2H+ + 2e- → ROH + 

H2O [32-35].  
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A importância desta classe de enzimas é enorme tendo em vista o conjunto de 

reações de defesa onde elas intervêm, estando ela bem ilustrada nos estudos feitos em 

insetos que relacionam a resistência a inseticidas a uma alta concentração de uma ou 

mais enzimas GSTs [36,28].  

Na atualidade a maior parte dos produtos agrícolas consumidos pela espécie 

humana advêm de uma agricultura que utiliza um leque variado de químicos para 

aumento da produção e proteção das culturas. Assim a importância destas enzimas 

acresce visto que foram estudados, por exemplo, vários mecanismos de defesa 

envolvendo-as na resistência a organofosforados, carbamatos, piretróides, 

Organoclorados entre outros xenobióticos [37-39].  

 

1.5 Antioxidantes  

Os antioxidantes fornecidos pela alimentação têm um papel muito relevante na 

saúde e bem-estar nos animais, nomeadamente no ser humano, pois estes podem reduzir 

os riscos resultantes do stresse oxidativo.  

Os antioxidantes estão presentes em grande parte dos alimentos presentes na 

alimentação humana, nomeadamente nos de origem vegetal [40,41], alimentos ricos em 

vitaminas e minerais. Deste modo o estudo de possíveis fontes de antioxidantes tem 

interesse do ponto de vista científico, médico, nutricional e comercial. Estes factos 

tornam a obtenção de antioxidantes em grandes quantidades, sem a necessidade de  

ingestão de grandes quantidades de alimento, de elevada importância e utilidade no dia-

a-dia do ser humano.  

Há vários estudos sobre antioxidantes em vários alimentos, principalmente nos 

que constituem a base da alimentação humana, cereais, leguminosas e frutas. Existe, no 

entanto, uma grande variedade de plantas que podem ter um fator antioxidante 

interessante e que ainda não foram muito investigadas, como por exemplo a Corema 

album . 

 

1.6 Camarinha (Corema album ) 

O género Corema compreende apenas duas espécies com uma distribuição 

disjunta; Corema conradii nos sistemas dunares de rochas ígneas da costa NE 
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(Nordeste) dos Estados Unidos e SE (Sudeste) do Canadá e Corema album (C. 

album)[42]. 

Corema album é um arbusto dioico endémica da Península Ibérica, cresce em áreas 

costeiras de areia do Norte da Galiza a Gibraltar [43,44] existindo uma subespécie nas 

areias vulcânicas dos Açores [42], Corema album azoricum, é também possível 

encontrar a C. album em França [45]. 

É um arbusto com flores pequenas cuja polinização é anemófila, os seus ramos 

estendem-se lateralmente, podendo atingir vários metros de comprimento e raramente 

ultrapassa 1 metro de altura [44]. O número de flores por inflorescência varia conforme 

os sexos, não excedendo, no entanto, as 20 [42]. As flores masculinas, com 3 estames 

de cor avermelhada, dispõem-se em inflorescências terminais, as flores femininas estão 

agrupadas no mesmo tipo de inflorescência tendo 3 ovulos, com pétalas de 1mm e o 

estigma trífido saliente.  

As folhas da C. album são muito reduzidas, ericoides, com uma cutícula muito 

espessa na página superior, enrolando-se sobre a página inferior de modo a proteger os 

estomas, evitando desta forma grandes perdas de água por transpiração permitindo 

assim uma melhor adaptação aos habitats costeiros que ocupa, onde a mobilidade das 

areias e a falta de água e nutrientes reduzem drasticamente a competição.[46] 

Apesar de ser uma espécie dioica têm já sido observados indivíduos hermafroditas 

[43]. O ”papel” destes indivíduos hermafroditas e o seu número nas populações 

biogeográficas ainda não está bem explicado [43]. Tem no entanto sido discutida a 

relação entre a reprodução e o crescimento vegetativo nas três formas sexuais de C. 

album. Os frutos maduros dos hermafroditas são substancialmente menos carnudos que 

os de plantas femininas, sendo que o “esforço” reprodutivo desenvolvido pelas plantas 

do sexo feminino é maior do que o das plantas masculinas ou hermafroditas [43].  

As plantas apresentam diferenças quanto ao potencial hídrico, dependendo do sexo 

que têm, neste aspeto os machos apresentam valores menos negativos do que as fêmeas 

ou os hermafroditas, no início do verão. Isto pode ser explicado pelo facto de os machos 

não terem necessidades hídricas acrescidas causadas pelos frutos [43].  

Após a floração (entre fevereiro e abril) as plantas femininas e hermafroditas 

produzem frutos tipo baga, que envolvem entre duas a nove sementes [43,46]. Estas 

pequenas bagas de forma esférica (5-8 mm de diâmetro) cor branca, rosa e até 
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avermelhada iniciam a sua formação em meados de abril, a sua maturação começa no 

fim do verão e perdura até novembro/dezembro [42]. 

 

Fig. 1  Fotografia de Corema album, com frutos em evidência, em Ovar, Portugal  

São bagas comestíveis (Fig.1), ricas em açúcares e água e representam uma 

fonte alimentar importante para as comunidades animais. As sementes possuem um 

endocarpo lenhoso e elevada dormência [47], que pode ir até 4 anos [48]. No Noroeste 

de Espanha C. album é ingerida e disseminada por vários géneros de aves, incluindo a 

gaivota-de-patas-amarelas (Larus cachinnans Pallas) [49,50], o melro (Turdus merula 

Linnaeus) e pequenos passeriformes, assim como por pequenos répteis e pelo coelho-

bravo (Oryctolagus cuniculus Linnaeus). Na costa atlântica portuguesa C. album é 

também dispersa pelo coelho-bravo e ainda por raposas (Vulpes vulpes Linnaeus) [51] a 

C. album constitui ainda parte da dieta do texugo (Meles meles Linnaeus) no Sul de 

Espanha [52].  

Apesar de ser uma das espécies mais características dos sistemas dunares em 

Portugal e de apresentar uma importância considerável para alguns animais, os limites 

de distribuição da Corema album encontram-se claramente em regressão [51,53,54] e 

algumas das suas populações encontram-se envelhecidas. Em Portugal Corema album 

integra um habitat nas Dunas litorais com Juniperus spp., o qual é considerado 

prioritário pela sua distribuição restrita e elevada vulnerabilidade. Ao longo da sua 

distribuição, algumas das populações apresentam-se envelhecidas e sem regeneração, 
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outras extinguiram-se localmente [51,53]. Esta regressão deve-se principalmente à 

destruição dos sistemas dunares para fins urbanísticos e recreativos, e à plantação e 

avanço de espécies exóticas como os pinheiros (Pinus pinaster Aiton), as retamas 

(Retama monosperma (L.) Boiss.), as acácias e o chorão [51,54]. Isto tem levado a um 

aumento da competição pelo mesmo nicho ecológico além da diminuição dos seus 

vetores de propagação  

Vários estudos realizados sobre a regeneração de C. album indicam que esta está 

inteiramente dependente de agentes animais para a sua dispersão e para a germinação 

das suas sementes [49,51]. Os frutos são ingeridos e posteriormente as sementes são 

dispersas via defecação ou regurgitação, destes processos resulta uma escarificação 

física e química da casca da semente, que deste modo se torna mais permeável à 

passagem de água e gases, e à perceção de sinais exteriores necessários ao início do 

processo germinativo [55-57]. 

A redução da sua população aliada à importância dos seus frutos e à sua 

localização geográfica restrita, torna esta planta num objeto de estudo interessante, tanto 

do ponto de vista ecológico, de preservação, comercial e de análise da bioatividade de 

alguns dos seus metabolitos secundários. 

 

1.7 Drosophila melanogaster 

O estudo realizado em linhas celulares tem a vantagem de os testes serem feito em 

células que podem ser humanas. Estes estudos permitem avaliar a toxicidade, o efeito 

protetor ou reparador, etc. No entanto, apesar dos resultados serem obtidos em células 

humanas estes não podem ser extrapolados diretamente para o ser humano, pois o ser 

humano é um organismo complexo com uma dinâmica intercelular enorme, sendo 

redutor uma simples transferência das informações recolhidas pelos resultados obtidos 

nas linhas celulares [58]. Assim para o estudo e compreensão dos efeitos de substâncias 

antioxidantes é importante a utilização de organismos modelo com um sistema de 

defesa antioxidante semelhante ao humano [59,60], onde a Drosophila melanogaster 

tem um papel importante pois é um modelo bem estabelecido para doenças humanas e 

toxicologia apesar de não ser um mamífero [61] 

A Drosophila melanogaster é um inseto da família Drosophilidae, sendo uma das 

mais de 1300 que esta família tem [62]. As drosófilas alimentam-se de leveduras em 
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frutos já caídos em início de decomposição [62]. Esta espécie é um dos modelos 

animais mais utilizados em experiências de genética, sendo dos mais importantes 

organismos modelo em Biologia. O uso de drosófila tem sido recomendado pelo Centro 

Europeu para a Validação de Métodos Alternativos (ECVAM), que tem o objetivo de 

promover e regulamentar a aceitação científica a métodos que cumpram os 3Rs (reduce, 

refine and replace) do uso de animais de laboratório [63,64].  

Na natureza a forma de Drosophila melanogaster dominante tem o corpo 

cinzento, olhos vermelhos e asas longas e é designada por forma selvagem. No entanto, 

também existem outras formas com características alternativas como, por exemplo 

olhos brancos, corpo preto ou asas vestigiais [65]. É costume representar-se a 

constituição genética das formas alternativas pela letra inicial da palavra inglesa que 

expressa a característica que elas manifestam. Por exemplo, o alelo para olhos brancos 

representa-se por w (de white). Quando este locus é ocupado pelo alelo da forma 

selvagem, este representa-se pela mesma letra afetada do sinal + (w+). 

Na drosófila, como na maioria dos animais, a diferenciação sexual depende de um 

par de cromossomas sexuais. Os indivíduos que apresentam dois cromossomas sexuais 

idênticos dizem-se homogaméticos e os que apresentam dois cromossomas sexuais 

diferentes entre si dizem-se heterogaméticos. As fêmeas de drosófila possuem dois 

cromossomas X, ao passo que os machos possuem os mesmos autossomas mas um 

cromossoma X e um cromossoma Y. O sexo heterogamético é, pois, o sexo masculino 

[66,67]. 

A drosófila é um modelo tão popular pelo facto devido a sua facilidade de 

manutenção e manuseamento em laboratório: ciclo de vida curto (aproximadamente 

duas semanas a 25ºC) com várias fases durante o mesmo, as fêmeas têm uma alta taxa 

de postura, fácil de cruzar, resistente, prolífica, desenvolve-se à temperatura ambiente, poucas 

exigências alimentares, pequeno espaço de cultura, cromossomas politenos no estado larvar, 

existência de coleções de mutantes depositadas em bases de dados de livre acesso [68,69].O 

facto de estas terem cromossomas politenicos (gigantes) nas glândulas salivares ajudam 

a fornecer uma maior informação estrutural que os cromossomas normais. A 

possibilidade de vê-los por microscopia ótica durante na interfase permite-nos obter 

mais informações sobre o comportamento dos cromossomas durante o ciclo celular 

[70,71]. Além destas vantagens como organismo modelo, a drosófila devido às suas 

características tem sido também utilizada como organismo modelo em estudos 

toxicológicos [72-80] sendo assim um organismo interessante e útil em investigação. 



11 

 

 

 

2 Objetivos 

 Avaliar a possível existência de capacidade antioxidante do extrato metanólico 

de folhas de Corema album  

 Verificar se o extrato metanólico de folhas de Corema album revela alguma 

influência no número de adultos eclodidos no modelo animal Drosophila 

melanogaster. 

 Verificar se o extrato metanólico de folhas de Corema album revela 

genotoxicidade no modelo animal Drosophila melanogaster 

 Observar a ralação entre o extrato metanólico de folhas de Corema album e um 

agente agressor, paraquato, no modelo animal Drosophila melanogaster.
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3 Material e Métodos  

 

3.1 Metodologia Geral 

3.1.1 Material Biológico 

- Drosophila melanogaster Oregon K, descendência heterozigótica (w/w+) obtida 

através do cruzamento de machos recessivos (w/0) com fêmeas virgens 

homozigoticamente dominantes (w+/w+) 

- Folhas e frutos de Corema álbum recolhidos em julho de 2011 na região de 

Ovar 

3.1.2 Preparação dos extratos 

-Extratos dos Frutos 

O processo de obtenção do extrato dos frutos foi através de maceração de três 

amostras de camarinhas com 3 g em almofarizes diferentes. Posteriormente 

adicionou-se 5 ml de água ultra pura a cada macerado e a depositou-se o mesmo 

em tubos Falcon devidamente identificados. Após este passo homogeneizou-se a 

solução nos tubos Falcon no vortex durante 5 min e centrifugou-se a mesma a 

4000 G de modo a depositar e separar os restos das sementes e das membranas. 

O sobrenadante resultante foi posto em novos tubos Falcon devidamente 

identificados. 

-Extratos das Folhas 

A extração foliar teve de ser feita através de um solvente orgânico devido a 

concentração de compostos orgânicos existentes nelas. Assim usou-se de uma 

solução com metanol, 50%, e com água ultra pura, os outros 50% da solução. 

Depois da recolha de 3 g folhas de camarinhas divididas em 3 amostras 

separadas de 1g cada, desprezando aquelas presentes nas zonas meristemais, 

com o auxílio de Azoto líquido promoveu-se a maceração das mesmas em 3 

almofarizes diferentes, um para cada amostra. Depois cada macerado foi 
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colocado num tubo Falcon devidamente identificado no qual se procedeu à 

extração com a solução de metanol/água, obtida anteriormente. Procedeu-se 

homogeneização de cada macerado com 5 ml da solução de metanol/água, 

agitando em vórtice durante 4 min. Seguidamente decantou-se a fase sólida e 

transferiu-se o sobrenadante de cada tubo Falcon para um novo tudo, no qual se 

procedeu a uma centrifugação a 4000 G. O sobrenadante obtido é sujeito ao 

passos descritos anteriormente até se obter um sobrenadante sem qualquer sólido 

e só então é filtrado num filtro de 0,45µm. 

3.1.3 Método 

Procedeu-se à introdução de 10 machos recessivos (w/0) e de 10 fêmeas 

virgens homozigoticamente dominantes (w+/w+) de D. melanogaster, numa 

primeira fase em 17 frascos com 10 ml cada com meios diferentes durante 56h. 

Um de controlo negativo (N) e um positivo com paraquato [5 mM] (PQ) em 

tampão fosfato (PBS) 1X. Foram testadas cinco diluições do estrato das folhas, 

diluição de 20X (C1), de 30X (C2), de 40X (C3), de 45X (C4) e uma diluição de 

50X (C5). Foram testados cinco tratamentos contendo PQ em conjunto com as 

diferentes concentrações C1, C2, C3, C4, C5. Ainda foram testadas, cinco 

diluições de metanol/água 50/50 da solução mãe com que se procedeu à extração 

dos compostos nas folhas. Uma diluição de 20X (MET1), de 30X (MET2), de 

40X (MET3), de 45X (MET4) e uma diluição de 50X (MET5). Após as 56h 

referidas a geração parental era retirada para o mortório.  

Aquando da chegada das larvas de D. melanogaster ao terceiro estadio 

(ultimo estado antes de formarem a pupa para a metamorfose), 25, de cada um 

dos 17 tratamentos diferentes, foram retiradas para eppendorfs com 500 µl de 

PBS 1X, devidamente etiquetados com o nome do tratamento de origem. Estas 

larvas sofreram um processamento posterior à medida que eram necessárias para 

os ensaios bioquímicos. Este processamento consistiu numa maceração 

mecânica, com uma vareta de vidro. Seguidamente o homogeneizado obtido foi 

submetido a ultrassons, tendo as amostras sido mantidas em gelo de modo a 

evitar o sobreaquecimento. Este processo de ultrassons consistiu em 3 pulsos 

com a duração total de 30 s, sendo que a duração de cada pulso de 10 s e o 

intervalo entre pulsos de 20 s. 
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Durante o terceiro estadio das larvas, de 3 a 5 de cada tratamento foram 

retiradas para serem utilizadas no ensaio do cometa. As restantes completavam o 

seu ciclo até ao final da metamorfose sendo depois utilizadas no teste para 

verificação de mutações e recombinações somáticas (SMART). 

 

3.1.4 Método alternativo 

Foi também feito um ensaio pequenas modificações dos passos referidos 

anteriormente. O facto de se utilizar uma PQ [100 mM], e extratos foliares nos 

quais se procedeu a uma evaporação do metanol em vácuo a 40ºC num sistema 

rotacional. Este ensaio foi denominado ensaio teste. 

 

 

3.2 SMART 

Linhas Utilizadas 

Foram utilizados indivíduos da seguinte linha de Drosophila melanogaster: Oregon 

K. Estas a fim de se obter descendência heterozigótica w/w+, foram cruzados machos 

w/0 (gene encontra-se no cromossoma X) com fêmeas (virgens) w+/w+. Este é o 

princípio genético deste teste pois permite no caso de se tentar induzir mutações que 

estas se expressem nos olhos revelando a informação relativa ao alelo recessivo w. Os 

testes SMART permitem com uma grande rapidez, sensibilidade, especificidade e 

precisão detetar mutações nos discos imaginais. Cada par de discos dá origem a uma 

estrutura no adulto, um par dá origem aos olhos, outro as asas etc. [81-83]. 

Assim estes testes podem revelar mutações ocorridas nos discos imaginais durante 

a fase larvar através da observação dos órgãos do adulto. Assim existem algumas 

variantes de testes SMART sendo que a metodologia utilizada foi o teste white/white+ 

inicialmente descrita por Vogel e Zijlstra  [84] 

 

3.3 Ensaio do cometa 

Tecido utilizado 
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Neuroblastos de Drosophila melanogaster 

Metodologia utilizada 

A preparação das amostras segue o procedimento modificado do descrito 

inicialmente por Ostling e Johanson [85]. 

Após a obtenção de 4 cérebros de drosófila, estes são colocados em 20 µl de Solução de 

Ringer para insetos em eppendorfs. Após de recolhidos os cérebros são centrifugados a 

1,7 x 1000 RCF, durante 5min formando-se um pellet que seguidamente é macerado de 

modo a libertar as células dos neuroblastos. Seguidamente adiciona-se a cada tubo com 

as células em suspensão na solução de Ringer par insetos, o mesmo volume de agarose 

de baixo ponto de fusão (LMP) a 2% sendo depois adicionado o restante volume 

agarose LMP 1% até se perfazer 240 µl, pondo esse volume em banho-maria a 40ºC. 

Esse volume é disposto por 4 gotas duas em cada lâmina com pontas opacas já com o 

pré-coating de 1,5% de agarose devidamente identificadas. Nessas mesmas gotas (com 

70 µl cada) são postas em cima lamelas de 18x18 mm que através da força da gravidade 

espalham as gotas pela área dessas mesmas lamelas . Após esse paço as lâminas são 

colocadas no frio durante 6 min, após esse tempo retiram-se as lamelas com cuidado 

[86] e põe-se as lâminas em copllers com tampão de lise (2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10 

mM Tris, 1% Triton X-100, pH 10) durante uma hora. Após estes passos, o processo 

experimental entre as lâminas que irão ter tratamento enzimático e aquelas que não irão 

torna-se distinto. Na ou nas copllers que contém as lâminas para serem adicionado 

enzima, retira-se o tampão de lise e promove-se duas lavagens dessas lâminas 

substituindo o tampão de lise nos copllers por tampão F (40 mM HEPES, 0,1 M KCl, 

0,5 mM EDTA, 0,2 mg/ml de soro de albumina bovina, pH 8 obtido com auxilio de 

KOH 6M ), tendo intervalos 5 min no frio entre cada lavagem. Seguidamente retira-se 

as lâminas e a cada gel existente nelas adicionando-se 40 µl de solução de FPG em 

tampão F ( alíquota de 10 µl de FPG para 200 µl de tampão F) recobrindo os géis em 

que se adicionou a enzima com lamelas de 22 mm pondo as lâminas a incubar às 

escuras câmara húmida na estufa a 37 ºC durante 30 min. 

Após estes 30 min retiram-se as lamelas e põe-se as todas as lâminas, as que 

tiveram o tratamento com a enzima e as que se encontravam na solução de lise, na tina 

de eletroforese adicionando-se depois lentamente e de forma cuidadosa o tampão de 

eletroforese (300 mM NaOH / 1 mM EDTA ) até as lâminas estarem totalmente recobertas 

por uma fina camada deste. A eletroforese é feita a 300 Miliamperes e a 25 Volts 
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durante 30 min sendo depois as lâminas retiradas colocadas em copllers outra vez com 

tampão PBS 1x no frio durante 10 min retirando-se em seguida o PBS e substituindo-o 

por H2O destilada também durante 10 min no frio. Após este tempo retiram as lâminas e 

deixam se secar ao ar serem utilizadas para a observação ou microcopio de 

fluorescência, aí a cada gel existente adiciona-se 20 µl de DAPI recobre-se com uma 

lamela de 22 mm e observa-se no microcopio de fluorescência no filtro adequado as 

células coradas e o dano correspondente de cada uma de modo a fazer o teste Cometa. A 

análise dos cometas observados, e a forma que classes de dano foram atribuídas 

seguiram o exemplo dado por Juliana da Silva1 et al [87]. 

 

3.4 Atividade Antioxidante 

3.4.1 Método de descoloração do radical ABTS 

Este método consiste na descoloração do radical ABTS•+.A formação do radical 

ocorre pela reação de oxidação do ABTS com o persulfato de potássio [88] formando 

um cromóforo de cor verde-azulado que tem um valor de absorvância aproximadamente 

igual a 0,7 a um comprimento de onda de 734 nm. Apesar de o radical apresentar uma 

absorção máxima a 414 nm, 645 nm e 734 nm é escolhido o comprimento de onda a 

734 nm porque desta forma são minimizados os riscos de interferência por parte de 

outros compostos. [89] Este é reduzido devido á presença de compostos dadores de 

eletrões ou hidrogénios que é o caso de um composto antioxidante. 

Inicialmente preparou-se uma solução aquosa de ABTS (7 mM) e 1 ml de uma 

solução aquosa de Persulfato De Potássio (K2S2O8) (140 mM). O catião radical ABTS 

foi produzido por mistura da solução de ABTS (5 mL) com 88 µL da solução de 

K2S2O8. Esta mistura ficou cerca de 16 horas no escuro e à temperatura ambiente. A 

solução de trabalho foi preparada por adição de 1 mL da mistura feita anteriormente, 88 

mL de uma solução de tampão acetato a pH 4,4 e 100 mM. Antes de iniciar os ensaios 

verificamos se a absorvância da solução de trabalho era de 0,7 a 734 nm. Para os 

padrões utilizamos um antioxidante de referência, o Trolox a 0,11 mM, com o qual 

preparamos padrões nas concentrações de 0 a 10 µM. Os tubos, contendo cada um deles 

2 mL da solução de trabalho do radical ABTS•+, diferentes volumes para os padrões de 

Trolox ou os volumes de extrato a testar perfazendo o volume final de 2,2 mL com 

água. A absorvância foi lida a 734 nm num espetrofotómetro UV-Vis (Varian, Cary 50) 
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ao fim de 10 minutos de reação e à temperatura ambiente. O branco do aparelho foi 

feito com tampão acetato. Os resultados faram apresentados em equivalentes de ácido 

gálico (GAE). 

 

3.4.2 Método do radical DPPH 

O DPPH é um radical livre estável, muito utilizado na determinação da atividade 

antioxidante de espécies vegetais, esta molécula aceita um eletrão ou um radical 

hidrogénio de modo a tornar-se uma molécula diamagnética estável [90].Apresenta uma 

coloração púrpura com um máximo de absorção a 517 nm.  

Neste ensaio o DPP é reduzido por ação de compostos antioxidantes presentes nas 

amostras formando um composto denominado difenil-picril-hidrazilo, que apresenta 

uma coloração amarela. A capacidade de eliminação do radical pelos antioxidantes é 

seguida através da diminuição da absorvância até um valor em que depois permanece 

constante e é fortemente influenciada pelo solvente e pelo pH do meio reacional [90]. 

Um dos fatores mais importantes na reação é a acessibilidade estereoquímica ao 

DPPH, pelo que moléculas mais pequenas têm melhor acesso ao local ativo 

consequentemente apresentam maior capacidade de eliminação do radical [90]. 

Existem alguns antioxidantes que apesar de reagirem bem e rapidamente com 

outros radicais não reagem na presença de DPPH• ou então reagem numa menor escala 

do que seria esperado. Os carotenoides (cor amarela) são compostos que podem 

interferir na leitura da absorvância por absorverem ao mesmo comprimento de onda. 

Apesar de algumas das limitações apresentadas o método de DPPH é considerado 

simples, muito útil na determinação da capacidade antioxidante e o radical está 

disponível comercialmente [90]. 

A mistura reacional foi incubada à temperatura ambiente e no escuro e ao fim de 30 

minutos foi lida a absorvância num espectrofotómetro UV-Vis (Varian, Cary 50) a 517 

nm. O zero do aparelho foi feito com metanol. Para os padrões utilizamos o Trolox a 10 

mM e preparamos padrões com concentrações de 0 a 600 µM. Os resultados foram 

apresentados em equivalentes de Trolox. 

 



18 

 

3.5 Quantificação da proteína 

A quantificação da proteína foi determinada pelo método colorimétrico do Biureto 

[91]. Este método baseia-se na reação de Sulfato de cobre (II) (CuSO4) em solução 

alcalina (reagente de Biureto) com as ligações peptídicas das proteínas, originando um 

complexo de cor violeta. A densidade ótica deste complexo, isto é, a sua absorvância, 

vai ser depois determinada a um comprimento de onda específico (540 nm). Foram 

preparados padrões de soro de albumina bovina (BSA) a 0,4% (0, 200, 400 e 600 µL) 

com as concentrações de 0; 0,8; 1,6 e 2,4 mg de proteína, com água desionizada 

(volume ajustável), dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10% (100 µL), e no final reagente 

de Biureto (2000 µL) perfazendo um volume total de 4 mL. As amostras foram 

preparadas nas mesmas condições sendo que o volume de amostra a quantificar 

adicionado foi de 20 µL e 40 µL e o volume de água desionizada de 1880 e 1860 µL 

respetivamente. No fim da adição do reagente de Biureto as amostras e os padrões 

estiveram a incubar durante 15 minutos à temperatura ambiente em ambiente escuro e 

em seguida foram lidas as absorvâncias a 540nm num espectrofotómetro UV-Vis 

(Spectronic® GenesysTM 2PC). 

 

 

 

3.6 Stresse Oxidativo 

3.6.1 Superóxido dismutase 

A atividade da enzima SOD foi determinada espectrofotometricamente (Varian 

Cary 50 – UV-Vis) de acordo com o método descrito por McCord e Fridovich [92], 

utilizando o sistema xantina-xantina oxidase. A molécula que utilizamos para a deteção 

em substituição do citocromo c foi o NBT. O meio de reação para a determinação da 

atividade desta enzima contém tampão fosfato (KH2PO4 50 mM e EDTA 1 mM a 

pH=7,4) (930 µL), NBT 10 mM (10 µL), hipoxantina 10 mM (10 µL) e 40 µL de 

amostra. Colocamos o meio de reação a incubar durante dois minutos a 25°C e a 20 

segundos de completar o tempo de incubação adicionamos xantina oxidase (10 µL), 

perfazendo um volume total de 1 mL, homogeneizamos o meio de reação e procedemos 
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à leitura espectrofotométrica. A cinética da reação foi acompanhada ao longo de 3 

minutos a 25°C e a 560 nm.  

A análise da cinética obtida fez-se através de unidades de atividade de SOD que 

corresponde à quantidade de SOD que inibe 50% da redução de NBT. As unidades 

desta atividade foram expressas em U min-1
 mg proteína-1. 

 

3.6.2 Catalase 

A atividade da CAT, por sua vez, foi medida com um elétrodo de oxigénio 

(Hansatech) tipo Clark [93]. O meio de reação utilizado para esta medição é constituído 

por tampão fosfato (KH2PO4 50 mM a pH=7) (683 µL) e peróxido de hidrogénio  

(H2O2) 4M (17 µL). Na câmara de reação foram colocados 15 µL de amostra, e 

foram incubados durante 5 minutos a 25°C. No final do tempo de incubação foi 

adicionado o peróxido de hidrogénio dando-se início à reação. A cinética da reação foi 

acompanhada ao longo de 3 minutos e meio e a atividade da catalase foi expressa em 

nmol O2 min-1mg proteína-1. 

 

3.6.3 Glutationa S-transferase 

A atividade da enzima GST foi determinada espectrofotometricamente (Varian 

Cary 50 – UV-Vis) usando um método descrito por Chikezie e colaboradores em 2009 

[94]. O meio de reação utilizado para a avaliação da atividade enzimática é composto 

por tampão fosfato (KH2 PO4 100 mM a pH=7) (1840 µL), CDNB 100 mM (20 µL), 

GSH 100 mM (40 µL) e 100 µL de amostra, perfazendo um volume final de 2 mL. A 

mistura reacional foi incubada durante dois minutos a 25°C e a reação inicia-se com a 

adição de GSH um minuto após a incubação. A cinética da reação foi acompanhada a 

340 nm a 25°C durante 3 minutos e a atividade enzimática expressa em µM de CDNB 

conjugado min-1 mg proteína-1, recorrendo-se ao seu coeficiente de extinção molar de 

9,6 x 103 M-1 cm-1. 

 

3.6.4 Avaliação da peroxidação lipídica pelo método dos TBARS 

O método utilizado foi baseado no descrito por Ottolenghi em 1959 [95]. O método 

de quantificação de níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) é, 
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provavelmente, o método mais utilizado para a quantificação da peroxidação lipídica in 

vitro. Este método quantifica MDA formado, um produto final da peroxidação de ácidos 

gordos da membrana, e baseia-se na reação deste biomarcador de stresse oxidativo com 

o ácido tiobarbitúrico. Da reação entre ambos resulta um composto de cor amarela, 

mensurável por análise espectrofotométrica, o qual é diretamente proporcional à 

concentração de MDA resultante da peroxidação lipídica. Apresenta como vantagens: o 

baixo custo e a facilidade de execução, é sensível para a quantificação da peroxidação 

lipídica, porém, não é muito específico. 

O meio de reação é constituído por 100 µL de amostra, 500 µL de tampão – Tris-

HCl (10mM) em cloreto de potássio (KCl) (175mM) e 100µL de uma solução contendo 

0,38% TBA (p/v), 37,5% ácido tricloroacético (TCA) (v/v) e 0,015% hidroxitolueno 

butilado (BHT) (p/v). Após agitação vigorosa, os tubos tapados com esferas de vidro, 

foram colocados num banho de água a ferver durante cerca de 15 minutos e arrefecidos 

por imersão em gelo. Foram posteriormente centrifugados durante 10 minutos a 3000 

r.p.m. para sedimentação de proteínas e membranas. De cada tubo foram retirados 200 

µL de sobrenadante para uma microplaca de 96 poços e a absorvância foi lida a 530nm 

num leitor de microplacas (Power Wave XS2 BioTek). O resultado foi expresso em µM 

MDA/mg de proteína utilizando o coeficiente de extinção  

molar de 1,56 x 105 M-1 cm-1. 

 

3.7 Análise estatística  

Para análise estatística de significância existem maioritariamente dois tipos de teste 

os paramétricos e os não-paramétricos. Estes testes servem para confirmar se a nossa 

hipótese (H1) e válida e/ou se a hipótese nula (H0) pode ser rejeitada. Para a escolha do 

teste temos de conhecer alguns dos pressupostos que cada teste implica. Assim não 

podemos usar um teste paramétrico se a nossa amostra não seguir uma distribuição 

normal ou próxima da normal ao se a mesma tiver uma dimensão (n) inferior a 30. 

Quando isto acontece, ou quando não sabemos que tipo de distribuição tem a amostra, 

devemos usar um teste não paramétrico.  

Assim para a análise estatística dos dados obtidos pelo ensaio do cometa, dos níveis 

antioxidantes na folha, dos níveis dos TBARS e das enzimas antioxidantes (SOD,CAT e 
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GST) usamos o teste de Mann-Whitney U. Este teste permite-nos saber as seguintes 

hipóteses estatísticas: 

H0: F (X1) = F (X2) vs. H1: F (X1) ≠ F (X2) no teste bilateral; H0: F (X1) ≤ F (X2) vs. 

H1: F (X1)>F (X2) para um teste unilateral à direita e H0: F (X1) ≥F (X2) vs. H1: 

F(X1) < F (X2) para um teste unilateral à esquerda. As hipóteses do teste de Mann-

Whitney são também frequentemente escritas em função das medianas populacionais 

[96]. No caso do teste SMART a análise estatística foi feita através de um modelo de 

qui-quadrado(x2), de dupla decisão com um fator de multiplicação de 4 [97]. 
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4 Resultados 

 

4.1 Frutos de Corema album 

Os frutos de corema álbum não se encontravam no estado de maturação adequado, 

por esse motivo não se realizaram as metodologias experimentais que inicialmente 

tinham sido projetadas. Devido a esse facto não existem resultados sobre os frutos a ser 

relatados. 

4.2 Toxicidade 

 O número de adultos eclodidos registados ao longo do trabalho prático estão 

expressos no Gráfico 1 e o 2. Devido a não se terem obtido descendentes nos 

tratamentos C1, C2, PQ+C1, PQ+C2, MET1 e MET2 não foi possível fazer as 

metodologias não tendo assim quaisquer resultados. 

 Nestes dois Gráficos podemos observar que existem discrepâncias nos vários 

tratamentos. Através da observação dos mesmos gráficos observa-se que o controlo 

negativo demostra ter um maior número de adultos eclodidos que os outros tratamentos. 

Também se denota diferenças ao nível de adultos eclodidos entre os tratamentos C3 do 

ensaio teste e os tratamentos C3 dos outros ensaios, sendo que nos extratos foliares do 

ensaio teste, C3, C4 e C5, têm números semelhantes de adultos eclodidos.  

Os tratamentos que contém apenas metanol, MET3, MET4 e MET5, apresentam, 

em ambos os gráficos, um maior número de eclodidos. No tratamento MET4 

comparativamente aos tratamentos MET3 e MET5 não é demonstrada uma relação de 

retroação positiva ou negativa entre a concentração de metanol e o número de 

descendência.  

Os tratamentos com o PQ a 100 mM, serviram para se observar o potencial efeito 

nocivo do paraquato na descendência e nos danos genéticos. Deste modo através da 

comparação do Gráfico 1 com o Gráfico 2 podemos perceber que todos os tratamentos 

com o paraquato a 100 mM mostram sempre uma descendência baixa sendo que o 
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tratamento com paraquato que tem maior número de adultos eclodidos é o controlo 

positivo, PQ 100 mM. Os resultados dos dois gráficos mostram que independentemente 

da concentração de paraquato o número de adultos eclodidos é sempre menor nos 

tratamentos em que o paraquato está associado aos extratos das folhas, PQ+C3, PQ+C4 

e PQ+C5, seja com concentração de paraquato a 100 mM ou 5 mM. 

 

Gráfico 1: Números de adultos eclodidos em cada tratamento com extratos das folhas no ensaio teste 

 

 

Gráfico 2: Números médios de adultos eclodidos em cada tratamento com extratos das folhas  
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4.3 Genotoxicidade e mutagenicidade 

Os resultados obtidos dos ensaios do cometa e SMART w/w+ demonstram um  

efeito nocivo no DNA dos neuroblastos e dos discos imaginais das larvas, por parte dos 

extratos das folhas.  

 

4.3.1 Ensaio do Cometa 

Nos ensaios cometa sem a enzima formamidopirimidina-DNA glicosilase (FPG) 

onde podemos detetar roturas basais, constatamos através do Gráfico 3, que os valores 

do nível dos danos basais são bastante elevados nos neuroblastos dos indivíduos 

provenientes dos tratamentos com paraquato, extratos foliares e metanol. Os tratamentos 

com extratos foliares, isolados ou em conjunto com paraquato, provocam um menor 

dano à medida que a concentração dos extratos é menor. 
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Gráfico 3: Níveis de dano basais médios e respetivo desvio padrão nos vários tratamentos em 

neuroblastos em unidades arbitrárias. Visualizado ao microscópio de florescência e medido pelo número 

e tipo de cometas.  

 

P 
(estatístico)  

N PQ C3 C4 C5 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5 MET3 MET4 MET5 

N   0,001 0,001 0,002 0,004 0,002 0,037 0,002 0,001 0,009 0,001 

PQ     0,001 0,002 0 1 0,298 0,002 0,001 0,002 0,398 

C3       0,603 0 0,002 0,298 0,002 0,001 0,002 0,003 

C4         0,001 0,004 0,332 0,004 0,002 0,004 0,002 

C5           0,001 0,275 0,513 0 0,513 0 

PQ+C3             0,332 0,004 0,002 0,004 0,118 

PQ+C4               0,394 0,002 0,332 0,431 

PQ+C5                 0,002 0,106 0,002 

MET3                   0,002 0,001 

MET4                     0,002 

P-Value 
<0,05 

                      

P-Value 
>0,05 

                      

Tabela 1: Valores de p da comparação dos resultados do ensaio do cometa entre os diferentes grupos, 

obtidos pelo teste Mann-Whitney bilateral 

 

O facto de não haver grandes diferença entre C3 e C4 podendo haver várias 

causas para esse facto. Devido ao facto que há uma relação de retroação negativa 

presente entre C4 e C5 em princípio aplicar-se-ia o mesmo em relação a C3 e C4. É de 

referir que os valores de dano encontrados no grupo C5 são bastante baixos, com níveis 

inferiores a 100 UA como pode ser confirmado no Gráfico 1. 
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Analisando os efeitos dos tratamentos, podemos verificar que os extratos de folha 

têm um efeito dual; por um lado causam danos no ADN mas por outro mostram uma 

capacidade protetora em baixas concentrações em relação aos danos provocados pelo 

PQ. 

Os danos obtidos nos grupos PQ e PQ+C3 são muito semelhantes e elevados 

chegando a quase 4x mais que os danos no controlo negativo (N). No entanto, nos 

grupos PQ+C4 e PQ+C5 o dano diminuí chegando a ser, no último caso, quase metade 

do obtido em PQ e em PQ+C3. Estes dados são reveladores dos efeitos positivos na 

inibição da ação do paraquato. Obtendo-se valores não muito díspares nos tratamentos 

C5 e PQ+C5, apesar de estes serem estatisticamente diferentes.  

Nos resultados dos tratamentos com metanol nas suas diferentes concentrações 

encontramos níveis de dano bastante elevados principalmente na concentração MET3 e 

na MET5, sendo que na concentração MET4 deu-se uma redução drástica e atípica do 

nível de dano. Como podemos observar na Tabela 1, os dados de MET3, MET4 e 

MET5 são estatisticamente diferentes.  

Nos ensaios de cometa em que se utilizou a FPG, como esperado, os danos 

formam mais elevados em todos os diferentes grupos, uma vez que a enzima converte 

os danos oxidativos em roturas. No Gráfico 4 podemos observar que as diferenças ao 

nível das concentrações dos extratos C3, C4 e C5 mostram um comportamento distinto, 

havendo diferenças estatísticas entre C3 e C5, e entre C4 e C5. No entanto, devido ao 

facto da diferença no comportamento ser ligeira e dos valores serem bastante altos, 

pode-se admitir que o nível de dano provocado nas 3 concentrações na presença de FPG 

seja semelhante.  
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Gráfico 4: Níveis de dano basais médios e respetivo desvio padrão nos vários tratamentos na presença 

de FPG em neuroblastos em unidades arbitrárias. Visualizado ao microscópio de florescência e medido 

pelo número e tipo de cometas. 

 

P (estatístico)  N PQ C3 C4 C5 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5 MET3 MET4 MET5 

N   0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,016 0,001 0,074 0,028 0,001 

PQ     0,004 0,004 0,049 0,004 0,004 0,004 0,009 0,004 0,004 

C3       0,189 0,004 0,004 0,004 0,004 0,298 0,004 0,023 

C4         0,004 0,004 0,004 0,004 1.0 0,004 0,023 

C5           0,004 0,004 0,004 0,118 0,004 0,004 

PQ+C3             0,004 0,004 0,118 0,004 0,004 

PQ+C4               0,004 0,118 0,004 0,004 

PQ+C5                 0,118 0,004 0,004 

MET3                   1 0,118 

MET4                     0,004 

P-Value <0,05                       
P-Value >0,05                       

Tabela 2: Valores de p da comparação resultados do ensaio do cometa entre os grupos com a FPG, 

obtidos pelo teste Mann-Whitney bilateral 

 

Nas concentrações de metanol mantem-se o comportamento observado nos 

ensaios sem a FPG, mas na presença de FPG as diferenças entre o nível de dano entre as 

concentrações ficou mais esbatida, sendo que as diferenças só são estatisticamente 

significativas entre o MET4 e o MET5 como podemos observar na Tabela 2. 
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No entanto, o comportamento nos grupos PQ+C3, PQ+C4 e PQ+C5 pode ser 

considerado semelhante ao visualizado com a FPG, as diferenças entre os grupos 

PQ+C3, PQ+C4 e PQ+C5 encontram-se bem definidas com os danos no grupo PQ+C5 

a serem mais reduzidos do que no controlo negativo, sendo esta diferença 

estatisticamente significativa.  

Os resultados do ensaio do cometa, no ensaio teste, nos extratos das folhas sem a 

FPG não demonstraram grandes diferenças. Continuando no entanto a haver uma 

retroação negativa entre a concentração dos extratos das folhas e o dano provocado 

sendo que nestes ensaios essa retroação é bem demonstrada e as diferenças entre os 

danos nos três diferentes meios são estatisticamente significativas. No Gráfico 5 

também denotamos que apesar de se aumentar a concentração de paraquato em 20x, 

esse aumento não é proporcional ao nível de dano. Ao observar os danos de PQ+C3, 

PQ+C4 e PQ+C5 verificamos que a redução do dano provocado pelo extrato acontece 

com grande intensidade.  

Comparando os resultados entre o grupo PQ e os PQ+C3, PQ+C4 e PQ+C5 

através da Tabela 3 vemos que estes são significativos, apresentando validade 

estatística.  

No comportamento dos grupos com as diferentes concentrações de metanol 

observa-se um comportamento semelhante ao que foi obtido nos outros ensaios. Como 

podemos observar no Gráfico 3, os danos provocados pelo metanol têm uma retroação 

negativa em relação às concentrações 
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Gráfico 5: Níveis de dano basais médios e respetivo desvio padrão nos vários tratamentos do ensaio 

teste em neuroblastos em unidades arbitrárias. Visualizado ao microscópio de fluorescência e medido 

pelo número e tipo de cometas.  

 

P 
(estatístic
o) 

N PQ C3 C4 C5 
PQ+C
3 

PQ+C
4 

PQ+C
5 

MET3 MET4 MET5 

N  0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 

PQ   0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,189 0,023 0,004 

C3    0,004 0,004 0,004 0,332 0,004 0,004 0,004 0,004 

C4     0,004 0,004 0,332 0,004 0,004 0,004 0,004 

C5      0,004 0,023 0,004 0,004 0,004 0,004 

PQ+C3       0,106 0,004 0,004 0,004 0,106 

PQ+C4        0,332 0,004 0,004 0,023 

PQ+C5         0,004 0,004 0,004 

MET3          0,004 0,004 

MET4           0,004 

P-Value 
<0,05 

           

P-Value 
>0,05 

           

Tabela 3: Valores de p da comparação resultados do ensaio do cometa entre os grupos do ensaio teste, 

obtidos pelo teste Mann-Whitney bilateral 

 

 Os resultados obtidos na sequência do ensaio de cometa com a FPG no ensaio 

teste, demostram que os comportamentos apresentam as tendências demostradas nos 

resultados anteriores com o extrato foliar e o metanol a provocar menos danos quando a 
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concentração no meio é menor, sendo esta tendência validada estatisticamente pelo 

facto dos meios C3, C4, C5 e MET3, MET4, MET5 serem diferentes entre eles como 

está demonstrado na Tabela 4. Para além disso, os extratos demonstram um efeito 

protetor contra o paraquato, sendo o dado PQ+C3 do Gráfico 6 o único grupo que 

contraria as tendências encontradas. As diferenças entre o PQ+C4 e o PQ+C5 mostram-

se estatisticamente relevantes corroborando os dados dos outros ensaios de cometa. 
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Gráfico 6: Níveis de dano basais médios e respetivo desvio padrão nos vários tratamentos no ensaio 

teste em neuroblastos em unidades arbitrárias. Visualizado ao microscópio de florescência e medido pelo 

número e tipo de cometas.  

 

P 
(estatístico) 

N PQ C3 C4 C5 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5 MET3 MET4 MET5 

N  0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 

PQ   0,511 0,004 0,004 0,004 0,023 0,004 0,004 0,004 0,004 

C3    0,004 0,004 0,004 0,332 0,009 0,004 0,004 0,004 

C4     0,023 0,106 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 

C5      0,189 0,004 0,004 0,004 0,004 1 

PQ+C3       0,004 0,004 0,004 0,004 0,332 

PQ+C4        0,023 0,009 0,004 0,004 

PQ+C5         0,746 0,023 0,004 

MET3          0,004 0,004 

MET4           0,004 

P-Value 
<0,05 

           

P-Value 
>0,05 

           

Tabela 4: Valores de p da comparação resultados do ensaio do cometa entre os grupos do ensaio teste 

com a FPG, obtidos pelo teste Mann-Whitney bilateral 
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4.3.2 Teste SMART 

Os resultados do teste SMART w/w+ encontram-se expressos na Tabela 5 e 

Tabela 6. Podemos observar as proporções de olhos com clones por número de olhos 

totais e respetiva estatística de acordo com o teste do X2 de dupla decisão.  

Na Tabela 5 podemos observar que as percentagens de danos genéticos 

encontradas foram mais baixas no controlo negativo, 0,5%, tendo como outro extremo a 

percentagem obtida nos dados referentes a concentração de metanol mais elevada, 50%, 

sendo que devido ao baixo número de olhos analisados não se possa inferir uma relação 

direta entre o tratamento e o dano. Os resultados obtidos demostram um nível de 

mutação visível superior nos meios com extratos à encontrada no controlo positivo, PQ, 

com a exceção de C4 que deu uma percentagem de olhos com mosaico mais baixa 

quando comparada com o controlo negativo. Por estes dados observamos um efeito 

cumulativo entre o efeito do PQ e das várias concentrações de extratos, havendo uma 

redução da percentagem de olhos encontrados com mosaicos de PQ+C3 para PQ+C4 e 

deste para PQ+C5. 

Na Tabela 6 podemos analisar a decisão estatística obtida através do teste do X2 de 

dupla decisão entre os vários tratamentos. Os resultados mostram que maioria dos 

tratamentos provocaram mais dano que o controlo negativo apesar de só nos meios PQ, 

PQ+C5 e MET4 os resultados são estatisticamente significativos, sendo que em apenas 

num meio, o C4, as diferenças são estatisticamente inconclusivas.  

No caso do meio com o controlo positivo, PQ, vemos que existem meios que 

demonstraram um nível de mutações superior e estatisticamente validadas, como os 

meios C3, C5, PQ+C3 e MET3, sendo que no último o resultado estatístico é menos 

potente que nos outros. 

Nos resultados referentes ao meio C3 comparado com PQ+C3 e MET3, e a 

comparação do C4 com PQ+C4 e MET4 e C5 comparado com PQ+C5 e MET5 

demonstraram ser inconclusivos na sua maioria o que parece indicar que os extratos nas 

concentrações utilizadas provocam mais ou menos o mesmo número de mutações que 

os meios correspondentes de paraquato à concentração de 5 mM, a exceção é o C5 que 

demonstrou uma capacidade de dano fortemente mais positiva que o PQ+C5 como se 

pode confirmar pelas Tabelas 5 e 6. Na comparação entre os extratos e os meios com 
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metanol apenas o MET1 têm um efeito mutagénico superior e estatisticamente positivo 

em relação a C3. 

 

 

 

Tratamento 
Olhos com mosaico por 
número total de olhos 

Valores expressos 
em % 

N 4/800 0,5 
PQ 7/322 2,174 
C3 30/408 7,353 
C4 7/502 1,394 
C5 20/360 5,556 
PQ+C3 8/144 5,556 
PQ+C4 8/236 3,389 
PQ+C5 5/234 2,137 
MET3 9/18 50 
MET4 7/334 2,096 
MET5 4/80 5 

Tabela 5: Resultados obtidos pelo teste SMART w/w+ com os 11 tratamentos diferentes 

  

Resultados  N PQ C3 C4 C5 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5 MET3 MET4 MET5 
N   + W+ i W+ W+ W+ + W+ + W+ 
PQ     + - + + i i W+ i - 
C3           I     W+     
C4             i     i   
C5               +     i 

Tabela 6:Resultado do teste do X2 de dupla decisão. + Positivo; - Negativo; i Inconclusivo; W+ 

Fracamente positivo  

 

 

 

4.4 Stresse oxidativo e atividade antioxidante 

 Os resultados sobre a atividade antioxidante do extrato foliar de Corema album 

demonstram uma grande capacidade antioxidante, como se pode verificar através dos 

gráficos 7 e 8. A capacidade antioxidante registada no teste do DPPH tem valores 

equivalentes a 369,2 µM de Trolox e no ABTS tem valores correspondentes a 73,4 

equivalentes de GAE como se pode observar no Gráfico 5 e 6 respetivamente. Assim 

em 1 g de folha existem 7,3 mg de Eq de GAE ou 36,9 micromoles de Eq de Trolox 

dependendo da metodologia utilizada. 
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Gráfico 7:Reta de calibração da atividade antioxidante pelo teste do DPPH e localização do nível 

antioxidante do extrato foliar nessa mesma reta 

 

 

Gráfico 8: Reta de calibração da atividade antioxidante pelo teste do ABTS e localização do nível 

antioxidante do extrato foliar nessa mesma reta 

4.4.1 TBARS 

Os resultados obtidos pelo método dos TBARS demostram a existência de stresse 

oxidativo bem definido entre os vários tratamentos, sendo relevante o potencial de 

redução antioxidante observado nos extratos assim como o potencial dos mesmos em 

reduzir o stresse provocado pelo paraquato. 

No Gráfico 9 podemos observar que o conteúdo em MDA têm o seu valor 

máximo no grupo PQ, sendo que têm o ponto mais baixo no grupo C3, demostrando 
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assim o seu potencial antioxidante. Nos meus C4 e C5 observa-se um aumento dos 

níveis de MDA observados, este comportamento de aumento dos níveis de MDA 

aquando da presença de concentrações menos elevados de extrato é patente nos grupos 

PQ+C3, PQ+C4 e PQ+C5. 

Como se pode observar pela Tabela 7 todos os grupos apresentam diferenças 

significativamente diferentes do controlo negativo, N e do grupo com extrato de folhas 

C3. O grupo PQ, controlo positivo, apesar das diferenças expressas no Gráfico 5, não 

demostra diferenças significativas entre os grupos C4, C5, PQ+C3 , PQ+C4 e PQ+C5. 

 

Gráfico 9: Níveis de MDA em µM/mg obtidos pelo teste dos TBARS nos vários grupos testados 

 

 

 

P (estatístico) N PQ C3 C4 C5 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5 

N  0,037 0,001 0,014 0,007 0,037 0,037 0,037 

PQ   0,034 0,083 0,064 0,121 0,121 0,121 

C3    0,013 0,005 0,034 0,034 0,034 

C4     0,034 0,083 0,083 0,083 

C5      0,064 0,064 0,064 

PQ+C3       0,121 0,121 

PQ+C4        0,121 

         
P-Value <0,05         
P-Value >0,05         
Tabela 7: P value obtido pelo teste Mann-Whitney bilateral do cruzamento dos resultados do teste dos 

TBARS 
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4.4.2 Atividade antioxidante 

 

Nos resultados sobre as enzimas antioxidantes podemos ver através dos Gráficos 

10, 11 e 12 que os comportamentos das enzimas seguem um padrão, em que nos 

tratamentos do controlo positivo e onde têm uma maior concentração de extrato foliar, a 

resposta das enzimas verificada é mais baixa que nos meio em que existe uma 

concentração de extrato foliar menor. Este padrão repete-se nos tratamentos conjuntos 

de PQ e extratos, PQ+C3, PQ+C4 e PQ+C5. 

No caso específico da Catalase podemos observar através do gráfico 10 que no 

tratamento C4 há uma quebra do padrão descrito anteriormente. No gráfico 10 também 

se verifica que o tratamento PQ+C3 ter uma resposta de atividade de catalase menos 

intensiva que o controlo negativo e que o tratamento PQ+C5 tem a maior resposta.  

Através da análise da Tabela 8 podemos observar que todos os tratamentos têm 

resultados estatisticamente diferentes do controlo negativo à exceção do tratamento C4 

e PQ+C3. Na mesma tabela também é possível visualizar que o resultado do tratamento 

PQ é estatisticamente diferente do PQ+C3 e do PQ+C5 e que comparando tratamentos 

apenas com extrato foliar com o homologo que tem paraquato, observamos que apenas 

o resultado entre C4 e PQ+C4 não são estatisticamente significativos.  

 

 

 

 

 



37 

 

 

Gráfico 10: Níveis de atividade da Catalase medida com um elétrodo de oxigénio (Hansatech) tipo Clark 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P 
(estatístico) 

PQ C3 C4 C5 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5 

N 0,018 0,003 0,288 0,002 0,219 0,018 0,003 

        

 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5     

PQ 0,009 0,602 0,006     

        

 PQ+C3       

C3 0,006       

        

 PQ+C4       

C4 0,465       

        

 PQ+C5       

C5 0,013       

P-Value 
<0,05 

       

P-Value 
>0,05 

       

Tabela 8: P value obtido pelo teste Mann-Whitney bilateral do cruzamento dos resultados dos níveis de 

Catalase 
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Os resultados da Superóxido dismutase mostram não existir diferença na 

resposta enzimática entre os tratamentos PQ, C3 e C4. Analisando o Gráfico 11 

podemo-nos aperceber que apenas o tratamento C5 tem uma resposta bastante mais 

elevada que os demais e que apesar do padrão referido, só encontramos dois casos de 

resultados estatisticamente diferentes, entre o N e o C5 e entre o PQ e o PQ+C3, todas 

as outras comparações exercidas não demostram diferenças estatisticamente 

significativas. 
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Gráfico 11: Níveis de atividade da Superóxido dismutase medida com por espetrofotometria utilizando o 

sistema xantina-xantina oxidase 

 

P 
(estatístico) 

PQ C3 C4 C5 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5 

N 0,116 0,715 0,458 0,008 0,806 0,527 0,596 

        

 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5     

PQ 0,014 0,863 0,457     

        

 PQ+C3       

C3 0,522       

        

 PQ+C4       

C4 0,751       

        

 PQ+C5       

C5 0,058       

P-Value 
<0,05 

       

P-Value 
>0,05 

       

Tabela 9: P value obtido pelo teste Mann-Whitney bilateral do cruzamento dos resultados dos níveis da 

Superóxido dismutase 

A atividade da Glutationa-S-Transferase expressa no Gráfico 12 tem um 

comportamento bastante semelhante ao da Superóxido dismutase seguindo o padrão já 

referido. Distinguindo-se, no entanto, da anterior no facto das diferenças entre C3 e C4 

e entre PQ e C3 serem mais expressivas, e ainda pelo facto do controlo negativo, ter 

valores notoriamente mais baixos que quase todos os tratamentos.  

Após a análise estatística entre tratamentos expressa na Tabela 10 podemos 

observar que apenas o C5 tem resultados estatisticamente diferentes de N, os 
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tratamentos PQ+C3 e PQ+C5 de PQ e que o C5 tem resultados estatisticamente 

diferentes de PQ+C5. 

 

Gráfico 12: Níveis de atividade da Glutationa S-transferase medida com por espetrofotometria medindo 

a formação de conjugado de CDNB 

 

P (estatístico) PQ C3 C4 C5 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5 
N 0,359 0,555 0,428 0,043 0,669 0,184 0,85 

        

 PQ+C3 PQ+C4 PQ+C5     

PQ 0,024 0,863 0,018     

        

 PQ+C3       

C3 0,796       

        

 PQ+C4       

C4 0,751       

        

 PQ+C5       

C5 0,007       

P- Value<0,05        
P-Value >0,05        
Tabela 10: P value obtido pelo teste Mann-Whitney bilateral do cruzamento dos resultados dos níveis 

Glutationa-S-Transferase 

 

 

Como é demonstrado nos resultados não existem diferenças estatisticamente 

significativas na atividade das enzimas utilizadas entre os meios testados, tendo o 

controlo negativo (PQ) resultados, por vezes, inferiores aos registados nas amostras 

(C3, C4 e C5). 
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5 Discussão 

 

Estudos epidemiológicos e bioquímicos realizados durante a última década, 

sugerem que a presença de vitaminas e antioxidantes na alimentação tem um papel 

fundamental na saúde humana, diminuindo a incidência de várias doenças em diferentes 

grupos populacionais. São vários os dados que confirmam que uma presença de 

compostos antioxidantes fenólicos nos alimentos, que se encontram na dieta 

mediterrânica, juntamente com vitaminas, contribuem positivamente para a promoção 

da saúde [98-104]. Dados epidemiológicos, bem como estudos in vitro sugerem 

fortemente que os alimentos que contêm fitoquímicos com potencial antioxidante têm 

efeito protetor sobre das doenças, incluindo cancro e doenças cardiovasculares [104]. 

A Corema album tem sido objeto de vários estudos nos últimos anos mas quase 

todos debruçados sobre o seu papel no ecossistema, a sua fisiologia e conservação. [43-

53] 

Recentemente foram divulgados as primeiras publicações sobre fruto de C. album 

comparando estes com outras bagas, nomeadamente os chamados frutos vermelhos. O 

fruto da C. album é rico em compostos fenólicos sendo a maior parte deles pertencentes 

ao grupo dos ácidos hidroxicinámicos apresentando uma grande atividade antioxidante 

[105]. Os ácidos hidroxicinámicos naturais são de elevada importância tendo sido 

relatados como inibidores de proliferação de células tumorais, atividade anti-

inflamatória [105] alem de ser implicadas em tratamentos para várias doenças ligadas ao 

sangue. [105,106].  

Mesmo tendo uma elevada capacidade antioxidante as camarinhas apresentam 

uma menor atividade que os frutos vermelhos, amoras, framboesas e morangos. Fato 

este que pode ter como explicação o baixo nível de antocianinas presentes nas 

camarinhas, comparando com as presentes nos frutos vermelhos, antocianinas estas que 

representam grande parte dos compostos fenólicos em frutos vermelhos [107].  

Apesar destes estudos recentes nos frutos não foram encontrados trabalhos no 

mesmo âmbito sobre as folhas de C. album, assim não existe a possibilidade de 

comparar os resultados com estudos prévios, de qualquer modo os resultados obtidos 

nas folhas sobre a atividade antioxidante das mesmas não foram "estranhos", pois 
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resultados semelhantes foram relatos notando-se uma maior norma de uma maior 

atividade antioxidante em folhas comparativamente a frutos da mesma planta [108-110]. 

O modelo animal escolhido para este estudo foi a D. melanogaster, devido às suas 

características biológicas e porque o genoma é idêntico ao do Homem ao nível da 

codificação das enzimas antioxidantes estudadas [59-61]. 

As concentrações de estratos de folhas utilizadas neste ensaio basearam-se numa 

ideia realista associada a um trabalho piloto e atendendo ao facto de não existirem 

trabalhos científicos publicados sobre este tema nas folhas desta planta. No decurso do 

protocolo experimental o número de adultos eclodidos foram observados e registados 

como medida de toxicidade de forma a escolher as concentrações apropriadas. 

Na atualidade a capacidade antioxidante de um produto é uma mais-valia para a 

valorização do mesmo, as folhas de Corema album demonstraram uma intensa 

capacidade antioxidante, 7,44 mg de Eq de GAE/g de folha, comparando com o fruto 

[111], no entanto percebe-se pelo número de adultos eclodidos que as diferentes 

concentrações de extrato foliar nos tratamentos não tem um efeito positivo mas sim 

negativo como se pode verificar pelos gráficos 1 e 2. Nestes observamos uma 

diminuição do número de descendentes de uma forma curiosa, C3=117, C4=103 e 

C5=108 no caso dos extratos foliares do ensaio teste C3=52, C4=109 e C5=101 no caso 

dos extratos foliares, em ambos os ensaios o tratamento controlo teve descendência 

mais elevada N=147. Estes resultados podiam ser imputados ao próprio metanol por 

isso fizeram-se 3 tratamentos com 3 concentrações análogas às dos extratos, sendo que 

os resultados apontam para uma influência negativa do metanol mas não para 

codependência dos resultados dos extratos foliares pois os extratos do ensaio teste 

apresentam descendências com valores próximos, em pelo menos duas concentrações. 

Além do facto de os tratamentos com extratos foliares terem menos adultos eclodidos 

estes exibem danos no ADN estatisticamente superiores, observáveis pelo SMART, ao 

controlo negativo em duas concentrações e ao controlo positivo na concentração C5, 

dados que apontam para toxicidade do extrato e que são reforçados pela observação dos 

danos basais obtidos nos neuroblastos das D. melanogaster que revelam danos no DNA 

aproximadamente 3 vezes superiores aos encontrados no tratamento controlo. 

A análise efetuada sobre o stresse oxidativo, revelou que apesar de termos os danos 

no DNA acima referidos e uma menor descendência, pela análise incidida sobre a 

Catalase, Superóxido dismutase e a Glutationa-S-Transferase percebe-se que estas 

enzimas têm uma maior atividade no extrato com menor concentração, C5 . Este aspeto 
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pode estar relacionado com os níveis de antioxidantes presentes nas folhas da planta. O 

facto de existir uma elevada capacidade antioxidante nos extratos foliares testados 

parece ter algum efeito na resposta por parte das enzimas antioxidantes referidas pois 

esta é mais intensa nos indivíduos provenientes do tratamento C5. Esta afirmação ganha 

uma maior consistência, devido a análise dos resultados dos TBARS que demonstram 

uma maior peroxidação lipídica nas amostras dos tratamentos C4 e C5 revelando assim 

propriedades pró-oxidantes nas concentrações mais baixas.  

É bastante curioso observar que a toxicidade nos extratos foliares nas concentrações 

mais elevadas apresenta os valores mais elevados, pelo inverso para esses mesmos 

extratos observamos que o nível de peroxidação lipídica e quantidade das enzimas 

antioxidantes é o mais baixo. Estes dados podem ser um sinal contrário ao descrito por 

alguns autores que defendem que a proteção contra danos do ADN pode ser atribuída ao 

potencial antioxidante existente nos compostos estudados [112].Observando os gráficos 

3,4 e 5 e as tabelas 1,2 e 3 podemos observar que tanto isoladamente como em conjunto 

com o tratamento PQ, o extrato foliar menos concentrado, C5, revela um menor número 

de danos basais mostrando uma capacidade protetora em relação aos efeitos provocados 

por PQ.  

Comparando os resultados do controlo tratamento PQ, com os dos tratamentos de 

paraquato com as diferentes concentrações de extratos foliares observamos que no caso 

das enzimas antioxidantes quanto maior é a concentração do extrato menor é a resposta 

enzimática passando-se o mesmo na peroxidação lipídica, mas ao analisar a 

genotoxicidade verificamos que existe um efeito cumulativo entre o paraquato e os 

extratos foliares sendo que no tratamento PQ+C3 exibe diferenças significativas de um 

maior numero de danos comparando com o tratamento PQ.  

Assim é expectável que o extrato foliar tenha atividade pró-oxidante e 

antioxidante assim como uma genotoxicidade que depende da concentração do extrato 

que pode ser mais tendenciosa para um dos aspetos, antioxidante ou pró-oxidante além 

de ser mais ou menos genotóxica. 

 A natureza antioxidante/pró-oxidante de extratos foliares já foi descrita em 

plantas utilizadas pelo homem, em infusões, como no caso das folhas do chá [113]. No 

estudo feito sobre extratos das folhas de chá verde percebe-se que apesar da natureza 

antioxidante que os extratos foliares podem também, dependendo das condições 

experimentais, apresentar uma atividade pró-oxidante, sendo que o tipo de atividade 
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apresentada pode estar associado á concentração de polifenóis, pelo menos in vitro 

[113].  

Os polifenóis estão presentes na alimentação humana em vários alimentos 

nomeadamente nos frutos vermelhos e a dualidade de comportamento antioxidante/pró-

oxidante já foi demonstrada em alguns estudos., apesar dos polifenóis serem 

antioxidantes bastante eficientes eles, pelo menos alguns, podem apresentar uma 

atividade pró-oxidante, esta divergência de atividades pode ter como causas a 

concentração dos compostos, meio envolvente e pH entre outros [115-119]. Algumas 

características pró-oxidantes relatadas aos polifenóis advêm de produtos secundários , 

radicais oxidantes, que por vezes são resultado de um processo antioxidante desenrolado 

por esses mesmos polifenóis. Estes radicais formados podem oxidar tanto proteínas 

como lípidos [114]. 

Assim em parte os resultados obtidos pelas enzimas antioxidantes e para a 

peroxidação lipídica podem assim ser percebidos, pois tal como é referido para as 

diferentes concentrações de extrato mostram comportamentos diferentes, tanto nos 

tratamentos em que estas aparecem isolados como nos tratamentos em que elas 

aparecem em conjunto com o PQ (ver gráficos 9 a 12) [115-119]. 

A análise dos danos basais nos quatro tipos diferentes de ensaio também mostra 

que os extratos foliares inibem a ação pró-oxidante do paraquato. Verifica-se também 

que a presença do metanol no extrato foliar não parece ter qualquer efeito significativo 

nos danos oxidativos provocados no ADN nos tratamentos PQ+C3, PQ+C4 e PQ+C5.  

Após a obtenção dos resultados procedeu-se a tentativa de se perceber se existia 

correlações entre as diferentes variáveis testadas para os dados dos tratamentos N, C3, 

C4 e C5 e para os tratamentos PQ, PQ+C3, PQ+C4 e PQ+C5.  

Os vários resultados permitiram perceber que o extrato de folhas de C. album 

apresentam atividade pró e antioxidante ao mesmo tempo, sendo que este equilíbrio 

preferencialmente antioxidante em concentrações mais elevadas e mais pró-oxidante em 

concentrações mais baixas. Estes resultados mostram ainda que o extrato foliar é 

genotóxico e que provoca danos no ADN em todas as concentrações testadas apesar de 

o número de danos ser superior nas concentrações mais elevadas. 

Apesar destes aspetos o extrato foliar mostrou-se bastante interessante na redução 

dos efeitos nocivos do paraquato positivo, tanto ao nível da genotoxicidade como nos 

resultados de defesa antioxidante e stresse oxidativo, estes efeitos em relação ao 

paraquato têm a particularidade de serem mais eficientes em diferentes concentrações 
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para o stresse oxidativo e atividade antioxidante e para a genotoxicidade. Em relação á 

genotoxicidade observa-se que é a concentração que revela menos danos e menor 

capacidade antioxidante, C5, que demonstra a maior capacidade de reduzir os danos 

provocados pelo paraquato (ver gráficos 3 e 5). Em relação á atividade antioxidante e 

stresse oxidativo podemos observar que antagonicamente ao que acontece no ao nível 

da genotoxicidade, a concentração que se revela mais eficiente na redução dos efeitos 

provocados pelo paraquato é a mais genotóxica e a mais antioxidante, C3 (ver gráficos 

de 9 a 12). Estes resultados revelam uma possível independência do modo que o extrato 

reduz o efeito do paraquato nos neuroblastos em relação ao que acontece no resto do 

corpo. 

Deste modo podemos perceber que existem compostos no extrato que podem ser 

interessantes como antioxidantes e até potencialmente protetores contra agentes 

agressores como é o caso do paraquato, mas pelo conjunto de dados obtidos pelos 

resultados podemos perceber que o extrato possui também propriedades genotóxicas 

que parecem ter mais influência na descendência que o stresse oxidativo encontrado. O 

menor número de danos basais e um maior nível de stresse oxidativo registado é 

encontrado nas concentrações mais baixas enquanto nas concentrações mais elevadas do 

extrato observamos um maior número de danos basais e um menor stresse oxidativo 

registado. 

No entanto, é necessário a obtenção de mais dados que possam corroborar estes 

resultados pois é possível que seja o conjunto de compostos, em princípio, antioxidantes 

e que inibem a ação do paraquato os mesmos que também provocam danos no ADN 

assim como é possível que não o sejam. Só com estudos mais aprofundados é que 

podemos ter mais informações e informações mais concretas e completas sobre os 

extratos da C. album. 
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6 Conclusões 

 

 Os extratos mostram ter bastante poder antioxidante. 

 Apesar do poder antioxidante estes também demonstram ser pró-

oxidantes denotando-se um equilíbrio entre estas duas vertentes mais favorável 

aos antioxidantes nas concentrações superiores e mais favorável à pró-oxidante à 

medida que a concentração vai descendo. 

 Em todas as concentrações os extratos foliares provam ser 

genotóxicos havendo uma relação de retroação positiva entre a concentração dos 

mesmos e o dano provocado. 

 Os extratos mostram um efeito protetor à ação do paraquato, tanto 

a nível da redução de danos no ADN como ao nível da redução do stresse 

oxidativo provocado por este composto. Sendo que este efeito tem o seu epiteto 

em concentrações diferentes para redução de danos no ADN e para redução do 

stresse oxidativo. 

 A relação direta entre o número de adultos eclodidos e o grau de 

toxicidade do extrato não foi confirmada 
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7 Perspetivas futuras 

Este foi um trabalho piloto sobre as folhas da C. album, dando algumas respostas e 

levantando diversas questões. Para melhor compreender os efeitos observados terá de se 

perceber qual ou quais os compostos que provocam estes efeitos, se são os compostos 

antioxidantes os mesmos a provocar os danos no ADN. Assim deste modo poderia ser 

possível saber se o efeito genotóxico registado pode ser dissociado da sua capacidade 

antioxidante assim como saber se este efeito protetor sobre o paraquato advém apenas 

da sua capacidade antioxidante ou se é através de outro mecanismo. 

Assim a caracterização dos compostos presentes nos extratos foliares assim como a 

separação dos mesmos é de extrema importância, de modo a se puder avaliar a ação 

individual que cada dos compostos. 

A D. melanogaster revelou-se um modelo bastante sensível sendo interessante em 

trabalhos futuros, no entanto, será também importante a realização de testes em 

organismos superiores tais como mamíferos e in vitro em culturas de células humanas 

de modo a ter-se mais dados sobre os efeitos dos compostos presentes nestes extratos.  

Estes são apenas algumas ideias de complemento ao trabalho realizado visto que 

esta é uma planta ainda muito pouco investigada. 
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