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RESUMO

0 envelhecimento e as doencas associadas tém assumido nos Ultimos anos grande importancia na
sociedade. A possibilidade de prevencdo destas doencas através da intervencdo nutricional tem
impulsionado a investigacdo de determinadas classes de fitoquimicos, entre eles os polifendis. Os
polifendis encontrados nas amoras tém-se revelado capazes de modular diversos aspetos relacionados
com as doengas neurodegenerativas. Assim, as amoras apresentam-se como candidatos a alimentos
funcionais na prevencdo da neurodegeneracdo. A maioria dos estudos in vitro realizados com o ob-
jectivo de avaliar os efeitos dos polifendis de alimentos no organismo humano sdo fisiologicamente
pouco relevantes. Aspectos a ter em conta nesse tipo de estudos sdo a mimetizacdo do processo
digestivo a que os alimentos sdo submetidos quando ingeridos, a avaliagdo de concentracdes de po-
lifendis passiveis de serem encontradas no plasma sanguineo bem como a avaliacdo dos polifenéis
em mistura e ndo de forma isolada. Foi considerando estas particularidades da investigacdo dos fi-
toquimicos dos alimentos que se tem conduzido a investigacdo do potencial de alguns frutos para a
satide humana, como o das amoras silvestres portuguesas na prevencdo da neurodegeneracdo. Estas
foram consideradas uma potencial fonte de polifendis eficazes na protecdo dos neurdnios, tendo-se
verificado que os seus efeitos benéficos se devem a mecanismos moleculares adaptativos, também
designados por pré-condicionamento e ndo a sua capacidade antioxidante.
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ABSTRACT
Aging and related diseases have assumed in the last years a great importance in the society. The possible prevention of

these diseases by nutritional intervention has driven the research of certain phytochemicals classes, such as polyphenols.

Blackberry polyphenols have been shown as able to modulate several aspects related nerative diseases.
There

vitro studies performed aiming to evaluate effects of polyphenols from food in the human organism had low physiologica

h neurodege

re, blackberries are presented as candidates to functional food in neurodegeneration prevention. The majority of in

relevance. Aspects that must be considered in these sort of studies are: mimic the digestive process that food is subjected
when ingested, evaluation of polyphenols concentrations that could be found in human plasma and evaluation of polyphe
nols in mixture, not in the isolated form. Considering these particularities of food phytochemicals research, the research
of fruits potential for human health has been investigated, such as the potential of wild Portuguese blackberries in the
neurodegeneration prevention. Wild blackberries were considered potential sources of polyphenols promoting an efficient
neuronal protection. It was also verified that beneficial effects mediated by those blackberries are due to molecular adaptive
mechanisms, also known as preconditioning and not to their antioxidant capacity
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INTRODUCAO

Envelhecimento e as Doencas Degenerativas
0 aumento da esperanca média de vida observado no
(ltimo século tem conduzido ao emergir das doencas

0s idosos e suas familias, quer para os sistemas de sau-
de é enorme e tende a aumentar nos anos futuros. Se-
gundo a Organizacdo Mundial da Salde, em 2004, as

relacionadas com o envelhecimento. Nas sociedades
modernas dos pafses industrializados estas doen-
cas representam um grande desafio que necessita
de constante investigacdo (1). De entre as doencas
relacionadas com o envelhecimento destacam-se as
doencas neurodegenerativas como as doencas de
Alzheimer, Parkinson, Huntington e esclerose lateral
amiotréfica. Este grupo de doencas, ainda incurdveis,
caracteriza-se pela perda lenta e progressiva de neu-
rénios e conduz consequentemente a perda de deter-
minadas funcdes do sistema nervoso central (2). O
impacto econémico e social destas doencas quer para

doencas neurodegenerativas afectavam 29,4 milhdes
de pessoas em todo o mundo (3), sendo a estimativa
do niimero de pessoas com Alzheimer em 2040 de
81,1 milndes apenas na Europa (4). Um estudo mais
recente aponta o custo por doente com doenca neu-
rodegenerativa de 22.000 € por ano, na Europa (4).
A intervencdo nutricional assume desta forma um
papel muito importante na prevencdo destas doen-
cas. Estudos epidemiolégicos tém revelado que o
consumo regular de alimentos ricos em polifendis
como frutas e vegetais diminui a predisposicdo para
contrair doencas neurodegenerativas (5-7).
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0 Papel das Amoras na Prevencdo da Neuro-
degeneracdo

Os pequenos frutos tém um reconhecido elevado
valor nutricional e estdo descritos com varios efeitos
benéficos para a salde (8-10). Actualmente, exis-
tem vdrias evidéncias cientificas do seu beneficio
na memdria e manutencdo do estado cognitivo, o
qual é deteriorado com o envelhecimento (11, 12).
Em modelos animais, usando ratos envelhecidos, o
consumo de amoras melhorou a performance em
testes motores relacionados com equilibrio e coor-
denacdo motora, bem como em testes que avaliaram
a memoria espacial (13).

A Diversidade das Amoras

A ocorréncia em Portugal de espécies de amoras sil-
vestres, em estado selvagem, constitui uma enorme
fonte de diversidade de fitoquimicos, nomeadamente
polifendis. Das espécies de amoras silvestres descri-
tas na Peninsula Ibérica ascende a uma dezena as
identificadas em Portugal (14). Estas espécies sdo
diferentes das que geralmente ocorrem no resto do
mundo e das que sdo utilizadas nos processos de me-
|horamento, que ddo origem aos frutos que encontra-
mos disponiveis no mercado (14, 15). Estas espécies
de amoras pensa-se serem espécies pré-glaciares
que sobreviveram as duas Ultimas glaciacdes em
zonas consideradas refligio, como a zona de Tras-
-0s-Montes em Portugal (14). A diversidade quimica
existente nestas espécies torna a avaliacdo do seu
potencial neuroprotetor extremamente interessante.

Avaliacao dos Efeitos dos Polifendis dos Ali-
mentos no Organismo Humano

Até recentemente a grande maioria dos estudos
para avaliacdo dos efeitos benéficos dos polifendis
presentes nos alimentos eram realizados usando
abordagens sem representatividade fisiolégica (16,
17). Nesses ensaios os polifendis eram geralmente
extraidos dos alimentos e testados diretamente nas
linhas celulares, de forma isolada (ndo em mistura
COmo ocorrem Nos alimentos) e em elevadas concen-
tracGes (muitas vezes em concentracOes superiores
almM)(Figural)(16,17).

FIGURA 1: Representacdo esquematica das diferencas en-
tre a abordagem ndo fisiolégica frequentemente adoptada
em modelos in vitro em comparacdo com a abordagem
fisioldgica recentemente adoptada

d
#

Avaliacdo em
Extraccdoe  modelos celulares
Abordagem . o
o m isolamento in vitro com
ndo fisiolégica e ~
de polifenois concentracoes

ndo fisiolégicas

/
—3

¢ ( b Avaliacdo da
Extraccdo de mistura de
polifendis e metabolitos em
Abordagem  mimetizacdo modelos celulares
fisiolégica dasua in vitro com
digestdo concentracoes
fisiolégicas

No entanto, quando um alimento é consumido, 0s
varios polifendis que o alimento contém sdo inge-
ridos simultaneamente e sdo sujeitos as condicdes
gastrointestinais (17). A accdo dos enzimas e as
alteracGes de pH durante o processo digestivo irdo
produzir alteracBes na estrutura quimica destes.
Também a barreira intestinal desempenha um papel
importante na biodisponibilidade destes compostos,
limitando quais os polifendis que sdo absorvidos e
as suas quantidades que posteriormente poderdo
circular no plasma sanguineo (18,19). Recentemente
e tendo em consideracdo os aspectos enumerados
anteriormente, tem sido adoptada uma abordagem
mais fisiolégica para a avaliacdo do potencial dos po-
lifendis na satide humana (20-22).

Actividade Antioxidante

Umas das caracteristicas frequentemente associada
aos polifendis é a sua actividade antioxidante. No en-
tanto, devido as alteracOes da estrutura quimica dos
polifendis aquando da sua passagem pelo sistema
gastrointestinal, esta poderd ser alterada (19). Por
outro lado também a reduzida absorcdo destes com-
postos ao nivel intestinal limita a quantidade destas
moléculas que podera exercer um efeito antioxidante
junto da maioria dos érgdos internos humanos (23).
A comunidade cientifica tem nos Gltimos anos vindo
a reconhecer que a medicdo da capacidade antioxi-
dante quimica (pelo método de Oxygen Radical Ab-
sorbance Capacity (ORAC), por exemplo) ndo traduz
o efeito protector dos compostos provenientes dos
alimentos, nas células, Como resultado, foram recen-
temente eliminados da base de dados do Departa-
mento de Agricultura dos Estados Unidos da América
0s valores de ORAC para diversos alimentos. Um es-
tudo realizado por Tavares et al. (2012) comparou 0s
efeitos de polifendis extraidos de amoras comerciais
antes e depois de sujeitos a uma digestdo in vitroque
mimetiza o processo gastrointestinal. Nesse estudo
avaliou-se a capacidade protectora dos polifendis,
em células humanas sujeitas a um stress oxidativo.
Os resultados obtidos mostraram que a digestdo po-
tencia os efeitos protectores dos polifendis de amo-
ras no combate ao stresse oxidativo, avaliados pela
viabilidade celular (24). No entanto, 0s mecanismos
protectores mediados pelos polifendis apds diges-
tdo in vitro ndo resultaram da captacdo directa de
radicais livres (actividade antioxidante directa), nem
da modulacdo dos niveis de glutationo (principal an-
tioxidante endégeno ndo enzimatico) (24). O efeito
protector poder-se-a dever a modulacdo de outros
sistemas antioxidante enddgenos como enzimas
antioxidantes (superdxido dismutase, catalase, etc)
(24). Apesar de ainda ndo estarem completamente
esclarecidos os mecanismos de accdo pelos quais os
polifendis de amoras actuam no organismo humano,
oreferido estudo reforcou aideia de que a abordagem
mais frequentemente adoptada para a avaliacdo do
impacto dos alimentos na salide humana deveria ser
alterada, tendo em conta as alteracGes fisico-quimi-
cas a que os alimentos estdo sujeitos até atingir o
plasma sanguineo ou o érgdo sobre o qualirdo actuar.
A abordagem proposta contempla a avaliacdo in vitro
dos polifendis em condices de ensaio préximas das
condicBes fisiolégicas, em modelos celulares huma-
nos de doenca (Figura 1). Isto ¢, ndo utilizando os
polifendis isolados, mas alternativamente submeten-
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do as amoras as condicOes gastrointestinais através
de modelos in vitro e testando os metabolitos assim
obtidos em células humanas em concentracoes pas-
siveis de serem encontradas no plasma sanguineo
(0-4 uM) (24, 25).

Avaliacdo dos Efeitos Neuroprotetores dos
Polifendis de Espécies de Amoras Silvestres
Portuguesas

A abordagem acima referida foi a adoptada para a
avaliacdo do potencial neuroprotector de espécies
Portuguesas de amoras silvestres (25).

A avaliacdo das espécies silvestres foiiniciada com a
prospeccao em campo de diversas espécies de amo-
ras silvestres na zona de Tra-os-Montes. Foram colhi-
dos frutos de diversas populacGes de cada espécie e
foi avaliado o seu perfil fitoquimico (25). Apesar da
semelhanca dos compostos existentes nas amoras
silvestres e comerciais, as proporc@es relativas dos
polifendis revelaram-se diferentes. Posteriormente,
foirealizada a mimetizacdo da digestdo gastrointesti-
nal dos fitoquimicos e avaliados os efeitos neuropro-
tectores com concentracdes fisioldgicas dos mesmos
num modelo celular humano de neurodegeneracdo.
Os polifendis das espécies de amora silvestres (R.
brigantinus e R. vagabundus) apés digestdo gastroin-
testinal mostraram uma clara proteccdo da viabilidade
e funcionalidade celular no modelo testado, melhor
que a obtida por amoras comerciais (25). Os resul-
tados obtidos mostraram uma clara neuroproteccdo
mediada por mecanismos moleculares adaptativos
desencadeados pelas amoras silvestres, também
conhecidos como pré-condicionamento ou hormese
(25). Estes mecanismos sdo conhecidos por activa-
rem mecanismos de defesa celulares a niveis equi-
valentes aos activados por um stress moderado (26,
27).Dessa forma, quando as células sdo submetidas
aum stress que pode comprometer a integridade ce-
lular, as defesas entdo activadas conseguem atenuar
ou mesmo anular os efeitos prejudiciais induzidos
pelo agente stressante. Os polifendis das amoras sil-
vestres estudadas promoveram o aumento dos ni-
veis de glutationo livre e da actividade de caspases
efectoras 3 e 7, enzimas envolvidas no desenrolar da
apoptose celular (25).

De forma a complementar e validar as conclusées
obtidas até entdo estdo a ser concluidos os estudos
mecanisticos ao nivel celular por abordagens trans-
criptémica e protedmica. Adicionalmente, decorre
ainda a avaliacdo da estabilidade dos perfis fito-
quimicos e bioactividades dos polifendis existentes
nestes frutos apés sua introducdo em cultura para
producdo comercial.

CONCLUSOES

Os trabalhos desenvolvidos evidenciaram a impor-
tancia de serem avaliados os efeitos dos polifendis
e outros fitoquimicos presentes nos alimentos, con-
templando as etapas fisiolégicas desde a sua inges-
tdo até atingirem os 6rgdos alvo.

E portanto essencial fazer uma correcta avaliacdo dos
estudos que determinam o efeito de polifendis e ou-
tros fitoquimicos com interesse para a salide humana
existentes na literatura cientifica. Sendo esta uma
area bastante dindmica e em constante actualizacdo,
as alteracBes de paradigma repercutem-se em altera-
cBes na abordagem cientifica bastante rapidas. Nos
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Gltimos meses tém surgido diversas publicacdes cien-
tfficas em que a avaliacdo destes fitoquimicos é efec-
tuada in vitro adoptando uma abordagem fisiolégica.
Por outro lado a diversidade de plantas, natural ou
orientada pelo Homem através de melhoramento,
representa uma enorme fonte de fitoquimicos a ser
explorada. Pequenas alteracdes nos contelidos ou es-
trutura dos polifendis sdo capazes de mediar efeitos
distintos em modelos celulares ou animais. Desta for-
ma, novos ingredientes ou alimentos poderdo surgir,
visando a manutencdo do bem-estar e salde e até
mesmo a prevencdo de doencas.
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