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Resumo

O envelhecimento é considerado um pro-
cesso natural de ir ficando mais velho e um
reconhecido factor de risco para o desen-
volvimento de doencas crénicas incluindo
as doencas neurodegenerativas. A nutricao

animais assim como estudos em humanos.
Esta revisdo discute o estado-da-arte do
conhecimento sobre o impacto dos polife-
néis de frutas vermelhas na satide humana,
as lacunas e a estratégia do laboratério de

tém vindo a ser indicada como um factor
importante e modificavel com impacto na
saude e bem estar dos idosos. Entre os com-
postos bioativos da dieta destacam-se os
polifendis, que estao presents em grandes
quantidades nos pequenos frutos. A procu-
ra de um envelhecimento saudavel levou a
uma investigacdo extensiva das proprieda-
des benéficas para a satGde dos polifendis
de pequenos frutos por estudos in vitro,
baseados em modelos celulares, modelos

investigagdo Nutricdo Molecular e Satde
para suportar a exploracdo dos polifendis
de pequenos frutos como moduladores de
um envelhecimento saudavel.

Palavras-chave: Envelhecimento Humano.
Nutricdo. Polifendéis. Cérebro.

PhD em Bioquimica. Pesquisadora do Instituto de Biologia Experimental e Tecnolégica e do Instituto de
Tecnologia Quimica e Biol6gica, Universidade Nova de Lisboa, Av. da Republica, Apartado 127, 2781-901
Qeiras, Portugal. E-mail: csantos@ibet.pt

Mestre em Bioquimica. Pesquisadora do Instituto de Biologia Experimental e Tecnolégica. Pesquisadora
do Instituto de Tecnologia Quimica e Biolégica, Universidade Nova de Lisboa, Portugal.

PhD em Bioquimica. Pesquisador do Instituto de Tecnologia Quimica e Biolégica, Universidade Nova de
Lisboa e Professor Catedratico do Instituto Superior de Agronomia, Tapada da Ajuda 1349-017 Lisboa,
Portugal. E-mail: rbferreira@isa.utl.pt

Mestre em Biologia Molecular e Genética. Doutoranda no Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica,
Universidade Nova de Lisboa, Portugal. E-mail: inesf@itgb.unl.pt

Instituto de Medicina Molecular, Faculdade de Medicina de Lisboa. Doutoranda no Instituto de Tecnologia
Quimica e Bioldgica, Universidade Nova Lisboa, Portugal. E-mail: dmacedo@itgb.unl.pt

Pesquisadora do Instituto de Biologia Experimental e Tecnolbgica. Estagio pés-doutoral no Instituto de
Tecnologia Quimica e Bioldgica, Universidade Nova de Lisboa, Portugal. E-mail: rmenezes@itgb.unl.pt
Doutora em Bioquimica. Pesquisadora do Instituto de Tecnologia Quimica e Biol6gica, Universidade Nova
de Lisboa e Professora na Escola Superior Agréria, Instituto Politécnico de Santarém, Portugal. E-mail:
paulapinto@itgb.unl.pt

PhD em Bioquimica. Pesquisadora do Instituto de Biologia Experimental e Tecnoldgica. Estagio Pés-
-Doutoral no Instituto de Tecnologia Quimica e Biolégica, Universidade Nova de Lisboa, Portugal. E-mail:
Itavares@itgb.unl.pt

L http://dx.doi.org/10.5335/rbceh.v12i3.6082
Recebido em: 03/11/2015. Aceito em: 30/11/2015.

o

EEEER

prr——

268 RBCEH, Passo Fundo, v. 12, n. 3, p. 268-287, set./dez. 2015


mailto:dmacedo@itqb.unl.pt
mailto:malves@itqb.unl.pt
mailto:ltavares@itqb.unl.pt

Metabolitos de frutas vermelhas para um envelhecimento saudavel do cérebro

Importancia da nutri¢ao para um
envelhecimento saudavel

Ao nivel global, como reflexo do au-
mento da esperanca média de vida e da
diminuic¢édo da taxa de natalidade, o es-
caldo etario das pessoas com mais de 60
anos estd a aumentar, em valor relativo,
mais rapidamente que qualquer outro. O
envelhecimento populacional é um caso
de sucesso das politicas de satide puiblica
e desenvolvimento socioeconémico, mas
é também um grande desafio para a so-
ciedade: assegurar um envelhecimento
saudavel.

O envelhecimento é um processo
complexo, irreversivel, progressivo e
natural, que se caracteriza por modifi-
cacoes morfologicas, psicoldgicas, funcio-
nais e bioquimicas afetando o bem-estar
e a saude do individuo. A Organizacio
Mundial de Saide (OMS) descreve a
qualidade de vida associada ao enve-
lhecimento como um “conceito amplo e
subjetivo que integra a saude fisica, o
estado psicolégico, o grau de indepen-
déncia, as relagdes sociais, as crencas e
convicgdes pessoais e a sua relacdo com
aspetos importantes do meio ambiente”
(WHO, 2002, p. 12). AOMS define ainda
“Envelhecimento Ativo” como o processo
de otimizacdo das oportunidades para a
saude, participacéo social e seguranca,
para melhorar a qualidade de vida das
pessoas que envelhecem. Esta maxi-
mizacdo das capacidades funcionais e
saude dos idosos é condicionada pelos
fatores indicados na Figura 1 e em ul-
tima andlise definem o envelhecimento
saudavel. Alguns destes fatores néo sdo
modificaveis, como os genéticos, enquan-
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to outros sdo passiveis de modificacédo
(ambientais, psicolégicos, sociais e estilo
de vida). Neste sentido a nutri¢édo, bem
como outros fatores ambientais, tém um
enorme impacto na saide e bem-estar.

Figura 1 — Fatores condicionantes de envelhe-
cimento saudavel

Fonte: primaria.

Incidéncia das doencas degenerativas
com o envelhecimento

Custo e a necessidade de alternativas

O avancar da idade esta associado ao
aumento da incidéncia de doencgas dege-
nerativas, sendo este mais acentuado a
partir dos 65 anos. As patologias mais
prevalentes sdo as doencgas cardiovas-
culares, cancro e doencas neurodegene-
rativas, como as doencas de Alzheimer
(DA), Parkinson (DP), Huntington (DH)
e esclerose lateral amiotréfica (ELA).
Este dltimo grupo de doencas, ainda
incuraveis, caracteriza-se pela perda
lenta e progressiva de neurénios que
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conduz a perda de determinadas funcoes
do sistema nervoso central (COPPEDE
et al., 2006).

O impacto econémico e social destas
doencas, quer para os idosos e suas fa-
milias, quer para os sistemas de satde,
é enorme e tende a aumentar nos anos
futuros. Segundo a OMS, em 2004, as
doencas neurodegenerativas afetavam
29,4 milhoes de pessoas em todo o mun-
do (WHO, 2008), sendo a estimativa do
numero de pessoas com Alzheimer em
2040 de 81,1 milhdes apenas na Europa
(WIMO et al., 2011). O mesmo estudo
aponta o custo por doente com doenca
neurodegenerativa de 22.000 (] por ano,
na Europa (WIMO et al., 2011). Prevé-
-se entdo um aumento dos custos, quase
insustentavel para os sistemas de saude
publicos, o que torna urgente encontrar
solugdes. De acordo com a Alzheimer
Research Trust, se a ciéncia desenvolver
um tratamento que reduza o défice cog-
nitivo severo em pessoas idosas em pelo
menos 1% ao ano, o0 aumento estimado
nos custos de cuidados a longo prazo
devido ao envelhecimento da populagédo
seriam anulados.

0 potencial dos compostos bioativos na
progressao de doenca

No sentido de se procurarem solu-
¢oes e considerando o progresso normal
de evolucdo de um estado saudavel
para um estado de doenca (Figura 2),
tém emergido evidéncias demonstran-
do o papel ativo que alguns compostos
presentes na dieta podem ter. Provas
concretas revelam que os compostos
bioativos conseguem manter as pessoas
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num estado de homeostasia, atrasando
ou mesmo revertendo a transicéo de
um estado saudavel para um estado
patolégico. A nutricédo, e em particular
os compostos bioativos identificados na
nossa dieta, surgem assim com uma forte
contribuicdo para a manutenc¢éo de um
estado salutar. Os compostos bioativos
podem atuar na prevencédo das doencgas
ou no restabelecimento do estado sauda-
vel numa fase anterior a administragéo
de um farmaco. Este s6 sera prescrito
depois de um marcador de diagnéstico
ter sido identificado e geralmente apenas
trata os sintomas das doencas degene-
rativas, ndo constituindo uma cura na
maior parte dos casos.

Figura 2 — O desenvolvimento de doenca desde
o estado saudével a um estado sub-
-6timo de saude e eventualmente
para estado de doenga

Fonte: adaptado de Van Der Greef, Stroobant e Van Der
Heijden (2004).

A intervencdo nutricional assume
desta forma um papel muito importante
na prevencdo destas doencas. Estudos
epidemiolégicos indicam que a adesdo
a dieta mediterrdnea, que inclui uma
elevada proporcio de frutos, legumes,
azeite e vinho, influencia a incidéncia
de doencas neurodegenerativas como DA
e DP. Estudos verificaram que quanto
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maior a ades&o, menor a probabilidade
cumulativa de desenvolver um défice
cognitivo ou DA e prolongando a vida dos
doentes de DA (SCARMEAS et al., 2006;
SCARMEAS et al., 2007; SCARMEAS
et al., 2009).

Defini¢ao de compostos bioativos,
principais classes e distribui¢ao na
dieta

Os componentes da dieta que tém
surgido como compostos bioativos sdo
genericamente designados de compos-
tos fitoquimicos ou fitoprotetores. Séao
compostos de origem vegetal que embo-
ra ndo sejam considerados nutrientes,
pois nédo sdo fatores essenciais da dieta
como as vitaminas, minerais, etc, e ndo
provocarem sindromes de deficiéncia,
afetam fungoes biolégicas nos mamiferos
e, consequentemente podem afetar a
sua saude. De acordo com a sua estru-
tura quimica, os compostos fitoquimicos
dividem-se em varias classes como se
indica na Figura 3, e a sua distribuicéo
na dieta também esta exemplificada,
com compostos-tipo de cada classe.

Figura 3 — Classificacédo dos compostos fitoqui-
micos da dieta

Fonte: primaéria.
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Fendis e sadde humana: estado
atual do conhecimento, lacunas e
abordagens propostas

Para se ter a real dimensao de como
os fendis, ou usualmente designados
(poli)fendis!, afetam a saide humana e
quais os mecanismos biolégicos através
dos quais estes compostos tém um im-
pacto nos 6rgaos, é necessario conhecer
(i) a ingestdo de (poli)fendis na nossa
dieta, (ii) como sido metabolizados, (iii)
qual a sua biodisponibilidade no 6rgéo
alvo, como, por exemplo, o cérebro, e
(iv) quais as suas bioatividades e os
mecanismos moleculares responsaveis
pela sua acdo. Para cada uma destas
questoes identificam-se lacunas que a
investigacdo tem tentado responder e
que constituem os objetivos de investi-
gacéo do laboratério da Nutricdo Mole-
cular e Saude do Instituto de Biologia
Experimental e Tecnolégica/Instituto
de Tecnologia Quimica e Biolégica em
Oeiras, Portugal.

Consumo didrio em (poli)fendis

A maioria dos estudos epidemiolégi-
cos observacionais que pretendem ava-
liar os efeitos dos (poli)fendis na saide
assentam na estimativa do consumo
diario em (poli)fenéis por um grupo popu-
lacional. Tal como apresentado na Figura
4, ao nivel mundial apenas alguns paises
tém disponiveis estudos relativos ao
consumo didrio em (poli)fendis, estando
ainda muito longe de uma avaliacédo do
consumo global. Por outro lado, muitos
dos estudos analisados calculam o con-
sumo de (poli)fenéis a partir de estudos
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epidemioldgicos ou avaliacoes da dieta
ao nivel nacional efetuados ha dez anos
ou mais, o que podera nédo representar
os habitos alimentares da populacio a
data da publicacéo do estudo (ARABBI,;
GENOVESE; LAJOLO, 2004; CHUN;
CHUNG; SONG, 2007; JOHANNOT;
SOMERSET, 2006; ZAMORA-ROS et
al., 2010; CASSIDY et al., 2011; PEREZ-
-JIMENEZ et al., 2011; TOUVIER et al.,
2013; BAI; WANG; REN, 2014).

Figura 4 — Distribuicéo global dos estudos de
avaliac¢do do consumo de (poli)fenéis

Fonte: primaéria.

Regista-se uma grande variabilida-
de dos consumos didrios de (poli)fendis
reportados nos diferentes estudos,
contribuindo para essas discrepincias
varios fatores: (i) Alguns estudos apenas
contemplam ingestédo de (poli)fenéis de
frutos e/ou vegetais (ARABBI; GENO-
VESE; LAJOLO, 2004; PINTO et al.,
2013; HERVERT-HERNANDEZ et al.,
2011) excluindo importantes contribuin-
tes como os cereais, leguminosas vinho,
café, cha e cacau.

(i1) Diferentes metodologias utiliza-
das para avaliar o consumo alimentar
(inquérito de frequéncia alimentar, rela-
tério de 24 h, questionario de histérico de
dieta) que influenciam os resultados fi-
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nais. Alguns estudos recorreram a bases
de dados de alimentos disponibilizados a
populacdo durante o ano, nédo refletindo
de todo o consumo real da populacéo
(FAO, 2001).

(iii) Diferentes bases de dados para
conversdo da ingestdo de alimentos em
quantidade de (poli)fendis. Trés tipos
de bases de dados sdo normalmente uti-
lizadas: a base de dados de flavonéides
e de proantocianidinas do USDA (Uni-
ted States Department of Agriculture)
(BHAGWAT; HAYTOWITZ; HOLDEN,
2013), a base de dados de (poli)fendis
totais e de diferentes classes de (poli)fe-
néis do Phenol-Explorer (NEVEU et al.,
2010), ou uma base de dados construida
pelo préprio laboratério responsavel pelo
estudo a partir dos alimentos analisados.

Os valores mais elevados registados
para o consumo didrio em (poli)fendis
(2591 a 3016 mg equivalente de acido
galico (GAE)/dia) foram observados
em estudos que quantificaram os (poli)
fenédis extraiveis e ndo extraiveis no
préprio laboratério (SAURA-CALIXTO;
SERRANO; GONI, 2007), enfatizando a
importancia desta dltima fracdo para o
calculo do consumo total de (poli)fendis.
Os estudos que recorrem a base de da-
dos Polyphenol-Explorer, a qual apenas
contabiliza os (poli)fenéis extraiveis,
apresentam valores entre os 564 e os
1781 mg GAE/dia (OVASKAINEN et
al., 2008; PEREZ-JIMENEZ et al., 2011;
TRESSERRA-RIMBAU et al., 2013;
TOUVIER et al., 2013; GROSSO et al.,
2014).

Por outro lado, estudos que utilizam
a base de dados do USDA contabilizam
apenas os flavonédides e as proanto-
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cianidinas apresentando valores mais
baixos, entre 313 a 385 mg GAE/dia (JO-
HANNOT; SOMERSET, 2006; CHUN;
CHUNG; SONG, 2007; CASSIDY et
al., 2011; BEKING; VIEIRA, 2011; BAI,
WANG:; REN, 2014), deixando de fora os
acidos fenolicos, uma importante classe
de (poli)fenéis que contribui com 37 a
74% do consumo total didrio (OVASKAI-
NEN et al., 2008; TRESSERRA-RIM-
BAU et al., 2013; PEREZ-JIMENEZ et
al., 2011; GROSSO et al., 2014).

Tendo em conta o consumo de (poli)
fendis ndo extraiveis, o grupo de alimen-
tos que mais contribui para o consumo
de (poli)fenéis é o grupo dos cereais de-
vido ao seu elevado contetiddo em (poli)
fenéis hidrolisaveis (SAURA-CALIXTO;
SERRANO; GONI, 2007). Considerando
apenas os (poli)fendis extraiveis, as bebi-
das como o café e o cha sdo os alimentos
que mais contribuem para o consumo de
(poli)fendis. A contribuicio dos restantes
grupos de alimentos como frutos, vege-
tais, vinho e cacau, dependem grande-
mente dos hdbitos alimentares do pais.
Por exemplo os frutos podem contribuir
com 5.6% na Finlandia (OVASKAINEN
et al., 2008) até 44% em Espanha (TRES-
SERRA-RIMBAU et al., 2013).

Num estudo realizado em Portugal,
foi determinado o consumo de (poli)fendis
proveniente de frutos frescos e em par-
ticular dos pequenos frutos, alimentos
muito ricos em (poli)fenéis (PINTO et al.,
2013). O consumo total diario de frutos
foi de 365.68 g/dia, dos quais 9% foram
de pequenos frutos, principalmente mo-
rangos. No entanto, a contribuicdo dos
pequenos frutos para o consumo total
de (poli)fendis é bastante significativa
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comparativamente com outros frutos,
contribuindo com 14% do valor total
de (poli)fenédis consumidos (783.93 mg
GAE/dia).

Metabolismo e eliminagao

Para melhor compreender como
atuam os (poli)fendis no corpo humano
é essencial compreender a sua biodis-
ponibilidade. Depois da ingestdo dos
alimentos, os compostos sofrem diversas
transformacées no trato gastrointestinal,
bem como depois da sua absorc¢éo para
a corrente sanguinea. Para além disso,
uma grande quantidade de compostos
que nao sao absorvidos no intestino
delgado chegam ao célon onde séo ca-
tabolizados pelo microbiota ai presente,
originando fenéis mais simples que
ainda poderéo ser absorvidos e metabo-
lizados. No entanto, estes eventos nédo
estdo totalmente elucidados, tal como
nédo séo ainda conhecidos a maioria dos
metabolitos originados durante a diges-
tdo a partir dos (poli)fendis.

Os (poli)fenéis que ingerimos com
mais frequéncia ndo sdo necessariamen-
te os mais ativos no organismo humano.
Isto prende-se com o fato de os diferen-
tes compostos apresentarem diferentes
atividades e serem diferencialmente
absorvidos, metabolizados e excretados.
Absorc¢ao, metabolismo e excrecdo sdo
assim passos essenciais para se compre-
ender o efeito dos (poli)fendis na satude
humana e consequentemente estratégias
para potenciar os seus efeitos.

Durante a digestdo e metabolismo
os (poli)fendis sofrem varias alteracoes
estruturais, resultando em metabolitos
que circulam no sangue e atingem te-
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cidos, mas que diferem dos compostos
nativos quanto a sua estrutura quimica
e atividade biolégica. Existem varios
passos cruciais neste processo, onde a
metabolizagdo no trato gastrointestinal
e absorcdo na mucosa que funciona como
uma barreira fisica sdo as primeiras eta-
pas. Sendo lipofilicos, a maior parte das
agliconas de flavonoides sédo permeaveis
nas células intestinais e difundem-se
passivamente. No entanto, nas plantas,
os (poli)fendis estdo normalmente pre-
sentes sob a forma de ésteres, glucésidos
e polimeros.

Todas estas formas né&o sdo ab-
sorvidas diretamente e provavelmente
resistem a hidroélise acida no estémago,
podendo alcancar o duodeno. Para os
compostos glicosilados, a absorcéo é
usualmente precedida pela separacéo
do agdcar da aglicona. Em alguns com-
postos esta reacdo ocorre no intestino
delgado, no entanto alguns glucésidos
nao sdo hidrolisados nesta fase seguindo
para o célon onde sdo metabolizados pelo
microbiota e posteriormente absorvidos.
O microbiota do célon pode promover
varias transformacoes na estrutura dos
(poli)fenéis incluindo O- e C-deglico-
silacdo, hidrélise de ésteres e amidas
e desglucoronidacdo. Apés absorcéo,
os metabolitos originados a partir dos
(poli)fenéis sdo ainda conjugados, via
reacoes de fase I e fase II que ocorrem
principalmente no figado. O passo final é
a eliminacéo e/ou destoxificacéo através
da excrecao (Figura 5).
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Figura 5 — Diagrama geral de absorcéo, bio-
transformacéo e excrecdo dos (poli)
fenéis no organismo humano

Fonte: Santos et al. (2015).

Estudo de interven¢ao em humanos com puré de
pequenos frutos

Os pequenos frutos tém um reconhe-
cido elevado valor nutricional e estéo
descritos com varios efeitos benéficos
para a saude (PAREDES-LOPEZ et al.,
2010; BASU; LYONS, 2011; KOLEH-
MAINEN et al., 2012). Com o intuito
de identificar os metabolitos biodispo-
niveis mais abundantes apés a ingestio
de (poli)fendis de um puré de pequenos
frutos e prever a sua importancia para a
saude humana, o laboratério de Nutrigéo
Molecular e Sdude realizou um estudo de
intervencdo com humanos. Preparou-se
uma mistura de pequenos frutos, consti-
tuida por mirtilos, amoras e framboesas
comerciais e ainda dois frutos selvagens,
o medronho e a camarinha. Esta mistura
de frutos apresentou uma elevada diver-
sidade quimica de (poli)fenéis (PIMPAO
et al., 2013). Apés ingestdao da mistura
pelos voluntarios, foram colhidas amos-
tras de sangue e urina em varios pontos
temporais (Figura 6A).
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Com base na literatura existente, foi
construida uma biblioteca in silico dos
potenciais metabolitos biodisponiveis
e esta foi usada como referéncia para
a andlise exploratéria das amostras
de urina, efetuada por cromatografia
liquida acoplada a um espectrémetro
de massas exatas (Orbitrap). A confir-
macéo da identificacdo dos metabolitos
foi efetuada por LC-MS/MS através da
comparagdo com compostos padréo sin-
tetizados quimica ou enzimaticamente.
Varios metabolitos foram identificados
nas amostras de urina, maioritariamen-
te na forma conjugada com grupos meti-
lo, 4acido glucurdnico e sulfato, sendo que
alguns foram identificados em amostras
humanas pela primeira vez (PIMPAO et
al., 2014).

Posteriormente, estes compostos
foram quantificados no plasma e a sua
origem a partir dos (poli)fenéis ingeridos
foi confirmada através de um estudo de
intervencdo cruzado (Figura 6B), em que
os voluntarios humanos ingeriram um
puré de pequenos frutos numa fase e na
outra um pequeno-almoco livre de (poli)
fenéis (PIMPAO et al., 2015).

No entanto, o niimero crescente
de estudos que evidenciam a biodis-
ponibilidade na circulacdo sanguinea
dos (poli)fendis e dos seus metabolitos
(MANACH et al., 2004; MANACH et al.,
2005; WILLIAMSON; MANACH, 2005;
PIMPAO et al., 2014) nao colmata ainda
a reduzida informacéo disponivel acerca
da sua capacidade para alcancar 6rgaos-
-alvo, e ai, exercer os seus efeitos. Em
particular, é muito importante enten-
der a permeabilidade de alguns 6rgéos,
considerados santuarios farmacolégicos,
como o cérebro, placenta e testiculos a
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estes metabolitos circulantes, os ver-
dadeiros compostos com potencialidade
para efeitos biolégicos.

Figura 6 — Representacéo do estudo de inter-
venc¢do em humanos

Nota: A. Estudo cinético de biodisponibilidade com os tem-
pos de colheitas de sangue e intervalos de tempos de
colheita de urina indicados. B. Estudo cruzado com
os tempos de colheita de sangue indicados.

Fonte: primaria.

Estudos das bioatividades para o cérebro

Atualmente, existem varias evidén-
cias cientificas do beneficio da ingestao
de pequenos frutos para a memoria e
manutencdo do estado cognitivo, o qual
é deteriorado com o envelhecimento
(SHUKITT-HALE; LAU; JOSEPH,
2008; MALIN et al., 2011). Em modelos
animais, usando ratos envelhecidos, o
consumo de amoras melhorou a perfor-
mance em testes motores relacionados
com equilibrio e coordenacdo motora,
bem como em testes que avaliaram a
memoria espacial (SHUKITT-HALE;
CHENG; JOSEPH, 2009).

A luz do conhecimento atual, pro-
pdem-se mecanismos de ac¢édo dos (poli)
fenéis muito para além das suas proprie-
dades como sequestradores de radicais
livres (antioxidantes): pensa-se que os
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(poli)fendis possam exercer os seus efei-
tos no cérebro por vias indiretas, através
da ativacdo de mecanismos de hormese
e através de efeitos nos sistemas perifé-
ricos do corpo humano, que, em ultima
instincia, influenciam o funcionamento
do sistema nervoso central (SCHAFFER;
HALLIWELL, 2012). A hormese descre-
ve 0 mecanismo pelo qual a exposicédo a
doses baixas de um metabolito, que po-
dera ser téxico em doses mais elevadas,
é capaz de desencadear efeitos benéficos
nas células ou no organismo (MATTSON;
CHENG, 2006).

Neste sentido, é importante ajustar
o estudo dos (poli)fenéis para além do
dogma reducionista (poli)fenol-efeito: é
preciso abranger nédo s6 os (poli)fendis,
como também os metabolitos resultantes
da sua digestdo em concentracdes que,
apesar de baixas, sejam fisiologicamente
relevantes, tendo em conta a multiplici-
dade de acdes entre diferentes 6rgéos do
corpo humano num beneficio global para
o0 sistema nervoso central.

A abordagem mais utilizada atual-
mente contempla a avaliacéo in vitro
dos (poli)fenéis em condicées de ensaio
préximas das condigoes fisiologicas, em
modelos celulares humanos de doenca.
Nao utilizando os (poli)fendis isolados
mas recorrendo alternativamente aos
seus metabolitos biodisponiveis, quando
conhecidos, ou ainda recorrendo a mode-
los in vitro de digestéo gastrointestinal,
podem ser testados os metabolitos assim
obtidos em células humanas em concen-
tragoes passiveis de serem encontradas
no plasma sanguineo (0-4 uM) (TAVA-
RES et al., 2012; TAVARES et al., 2013)
(Figura 7). Para se estudar o efeito de
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amoras em células neuronais humanas,
no laboratério de Nutricdo Molecular e
Saude recorreu-se a digestéo in vitro se-
gundo a abordagem fisiol6gica proposta.

Figura 7 —Representacido esquematica das
diferencas entre a abordagem néo
fisiolégica frequentemente adotada
em modelos in vitro em comparacio
com a abordagem fisiolégica recen-
temente adotada

Fonte: primaria.

Permeabilidade e transporte na barreira
hematoencefdlica

De forma a validar a abordagem
anteriormente proposta como fisiol6gi-
ca é também essencial assegurar, pelo
menos numa pequena extensio, que 0s
metabolitos dos (poli)fenéis conseguem
atravessar a barreira hematoencefa-
lica ou interagir com as células que a
constituem e desencadear cascatas de
sinaliza¢do que possam ativar processos
no sistema nervoso central.

Abarreira hematoencefélica é essen-
cialmente constituida por células endo-
teliais, pericitos e astrécitos, formando
uma camada semipermeavel que exerce
um controlo altamente regulado no tra-
fego molecular transendotelial (Figura
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8A). Os metabolitos poderdo conseguir
atravessar esta barreira através de
mecanismos de difusédo passiva (com-
postos lipidicos, de pequenas dimensdes,
transporte dependente de gradiente), por
transporte ativo (mediado por transpor-
tadores de influxo ou efluxo especificos),
ou ainda um transporte mediado por
componentes especializados (mecanis-
mos de endocitose, responsaveis pelo
transporte de moléculas de maiores di-
mensoes e proteinas) (FARIA; MATEUS;
CALHAU, 2012). Esta regulacéio estrita
do transporte por diversos mecanismos
assegura a integridade e homeostasia
das células do cérebro, permitindo a pas-
sagem de nutrientes, vitaminas e alguns
farmacos, mas também limitando a pas-
sagem de substéncias potencialmente
nocivas para o cérebro.

Estudos in vivo com animais (TALA-
VERA et al., 2005; EL MOHSEN et al.,
2006) demonstraram que determinados
(poli)fendis sdo capazes de atravessar a
barreira hematoencefdlica independen-
temente da via de administracéo, tendo
sido detetados em tecidos cerebrais. Os
(poli)fendis apresentam-se entdo como
potenciais candidatos a exercerem
acoes diretas neuroprotetoras e neuro-
moduladoras. Contudo, os metabolitos
biodisponiveis dos (poli)fenéis deveréo
ser transportados em concentracoes
que lhes permitam atuar sobre os seus
alvos, dependendo intimamente da sua
absorcdo, metabolismo, distribuicéo
nos tecidos, acumulacédo intracelular
e excrecdo. Nesse sentido, o trabalho
desenvolvido pelo laboratério de Nutri-
cdo Molecular e Saude tenta colmatar
essas limitacdes ainda existentes na
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investigacdo, nomeadamente acerca da
permeabilidade dos (poli)fenéis na bar-
reira hematoencefalica.

Recorrendo a um modelo simplifica-
do da barreira hematoencefalica, cons-
tituido por células humanas endoteliais
imortalizadas (STINS; BADGER; SIK,
2001; PALMELA et al., 2011), avaliou-
-se o transporte de metabolitos de (poli)
feno6is através destas células (Figura
8B). As células cresceram em suportes
especializados, permitindo a recolha dos
meios superior e inferior (apical, equiva-
lente a corrente sanguinea, e basolateral,
equivalente ao parénquima cerebral,
respetivamente). Os metabolitos dos
(poli)fenéis foram administrados as cé-
lulas em concentracoes fisiolégicas, e foi
observado o seu transporte, observando-
-se percentagens de transporte que vao
desde 2 a 20% consoante os compostos
em andlise.

Por outro lado também registamos
efeitos protetores diferenciais contra
insultos oxidantes. Foi também avalia-
do este transporte ao longo do tempo e
quando co-incubado com inibidores dos
diferentes transportadores de efluxo, de
modo a melhor elucidar acerca dos meca-
nismos de transporte dos metabolitos dos
(poli)fendis através da barreira hemato-
encefalica. Parametros como resisténcia
elétrica transendotelial e permeabilida-
de paracelular a fluoresceina de sédio
(PALMELA et al., 2011) foram também
monitorizados de modo a assegurar a
integridade celular da barreira durante
as experiéncias.
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Figura 8 — A. Representacdo esquematica da
barreira hematoencefalica e dos di-
ferentes mecanismos de transporte
mediado pelas células que a consti-
tuem; B. Representacdo esquema-
tica da abordagem de andlise do
transporte dos metabolitos de (poli)
fenéis na barreira hematoencefilica

Fonte: adaptado de Figueira et al. (2016, no prelo).

Neuroproteccdo num modelo celular de
neurodegeneracao humano e validacao em
células primdrias de ratinho

Apés verificada a possibilidade dos
metabolitos dos (poli)fenéis entrarem
no cérebro e decorrente das inumeras
caracteristicas ja mencionadas, a capa-
cidade neuroprotetora e os mecanismos
de protecdo dos (poli)fendis presentes
em amoras foram avaliados num modelo
celular in vitro. A metodologia utilizada
teve em conta a abordagem fisiol6gica
anteriormente explicada (Figura 7).
Uma vez que o stresse oxidativo tem
sido apontado como estando implicado
na patogénese de diversas doencas neu-
rodegenerativas e no envelhecimento em
geral, foi utilizado um modelo celular de
neurodegeneracio, estabelecido a partir
de uma linha celular derivada de neu-
roblastoma humano, submetidas a um
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stress oxidativo (TAVARES et al., 2013)
(Figura 9).

Os resultados obtidos mostraram que
os (poli)fenéis de amora resultantes da
digestdo protegem os neurénios de um
insulto oxidativo, avaliado pela viabili-
dade celular (TAVARES et al., 2012). No
entanto, os mecanismos protetores nio
resultaram da captacéo direta de radicais
livres (atividade antioxidante direta),
nem da modulac¢édo dos niveis de gluta-
tiono (principal antioxidante endégeno
néo enzimatico) (TAVARES et al., 2012).
Foi, no entanto, observada uma ativagéo
de caspases 3 e 7, que podera estar rela-
cionada com a ativacdo de mecanismos
de pré-condicionamento e consequente
protecdo celular (TAVARES et al., 2013).
O efeito protetor poder-se-4 dever ainda
a modulacdo de outros sistemas antioxi-
dantes endégenos como enzimas antioxi-
dantes (superéxido dismutase, catalase,
etc) (TAVARES et al., 2012).

Figura 9 —Representacdo esquematica da
abordagem de andlise da capacidade
neuroprotetora dos metabolitos de
(poli)fenéis em células humanas

Fonte: primaria.
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Com o objetivo de confirmar/validar
os resultados de neuroprotecido obtidos
previamente em linha celular, foi desen-
volvido um ensaio de neuroprote¢cdo num
modelo de neurodegeneracéio ex vivo, de-
senvolvido a partir de células cerebelares
granulares extraidas de ratinhos. Neste
estudo, a morte celular foi induzida pela
aplicacéo de glutamato (MEHTA et al.,
2013). O glutamato é o neurotransmissor
endégeno mais predominante no cére-
bro humano; no entanto, quando este
atinge elevados niveis extracelulares é
desencadeado um mecanismo de excito-
toxicidade que conduz a morte neuronal.
Neste ultimo modelo foi observado que o
contacto das células cerebelares granu-
lares com metabolitos de (poli)fenéis as
protegeu de forma significativa, quando
comparadas com células expostas apenas
ao estimulo téxico (glutamato).

Desta forma, foi avaliada como
potencialmente benéfica a ingestdo de
amoras na prevencao de lesdes cerebrais
decorrentes de um elevado stresse oxi-
dativo ou de excitotoxicidade promovida
pelo glutamato, a que os neurénios pos-
sam ser expostos.

Desafios para a Industria alimentar

Os estudos desenvolvidos represen-
tam uma oportunidade para a indus-
tria alimentar no sentido de utilizar os
pequenos frutos no desenvolvimento de
produtos alimentares que promovam um
envelhecimento saudavel. Estes frutos
podem incorporar ingredientes funcio-
nais, ou constituirem nutracéuticos. O
real conhecimento das suas proprieda-
des e formas de acdo pode ajudar na
definicdo de dietas personalizadas. Por
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outro lado, estudos realizados no &mbito
do projeto Europeu EUBerry revelaram
algumas espécies de amoras selvagens e
linhas de melhoramento de framboesas
e morangos com maior potencialidade
para serem comercializadas com base
na sua mais-valia nutracéutica. Noutra
perspectiva, a caracterizacdo das bioati-
vidades entre a biodiversidade mundial
dos pequenos frutos esta a permitir
identificar, no &mbito do projeto europeu
BacHBerry, quais os compostos fenoli-
cos com maior bioatividade de forma a
serem produzidos em larga-escala para
a inddustria.

Projeto EUBerry

A ocorréncia em Portugal de espécies
de amoras silvestres, em estado selva-
gem, constitui uma enorme fonte de
diversidade de compostos fitoquimicos,
nomeadamente (poli)fendis. Das espécies
de amoras silvestres descritas na Penin-
sula Ibérica ascende a uma dezena as
identificadas em Portugal (JENNINGS,
1988). Estas espécies sdo diferentes das
que geralmente ocorrem no resto do
mundo e das que séo utilizadas nos pro-
cessos de melhoramento, que ddo origem
aos frutos que encontramos disponiveis
no mercado (JENNINGS, 1988; FINN,
2008). Esstas espécies de amoras pensa-
-se serem espécies pré-glaciares que
sobreviveram as duas ultimas glaciacoes
em zonas consideradas refigio, como a
zona de Tras-os-Montes em Portugal
(JENNINGS, 1988). A avaliacdo das
espécies silvestres foi iniciada com a
prospecéo em campo na zona de Tras-os-
-Montes. A diversidade quimica existente
nestas espécies torna a avaliac¢do do seu
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potencial neuroprotetor extremamente
interessante (TAVARES et al., 2013).

Impacto para a nutricdo humana

Os (poli)fendis das espécies de amora
silvestres (R. brigantinus e R. vagabun-
dus) ap6s digestao gastrointestinal mos-
traram uma clara protecéo da viabilida-
de e funcionalidade celular no modelo
testado, melhor que a obtida por amoras
comerciais (TAVARES et al., 2013). Os
resultados obtidos mostraram uma clara
neuroproteccdo mediada por mecanis-
mos moleculares adaptativos desenca-
deados pelas amoras silvestres, também
conhecidos como pré-condicionamento
ou hormese, ja referidos (TAVARES et
al., 2013).

Os resultados obtidos neste trabalho
evidenciam o consumo de amoras silves-
tres como uma mais-valia para a saude.
De forma a tirar partido deste potencial
nutricional o consumo de pequenos fru-
tos devera ser impulsionado, bem como
a disponibilizacdo de novas espécies com
reconhecidas vantagens nutricionais.
Assim, espera-se que o consumidor possa
vir a adquirir frutos/nutracéuticos com
um elevado valor nutricional validado
cientificamente em modelos celulares,
sabendo que este constitui uma mais-
-valia na prevencédo de futuras doencas
neurodegenerativas.

As amoras silvestres poderdo assim
surgir como o préximo superfruto a chegar
ao mercado e cativar a atencéo do consu-
midor. Produtos inovadores derivados das
amoras poderdo ser elaborados ja que a
sua integridade nutricional e nutracéutica
é assegurada. A introducdo no mercado de
produtos de valor nutricional acrescenta-

280

do, em particular para um escaléo etario
da populacéo cada vez mais significativo,
como a populacéo idosa, podera ajudar
num envelhecimento saudavel.

Do campo, para o laboratério e para o
mercado

Uma vez identificado o potencial in-
teresse de (poli)fenédis de amoras silves-
tres para a saude, é imperativo caracte-
rizar agronomicamente estas espécies e
até mesmo introduzir este germoplasma
em programas de melhoramento para
posterior exploracdo comercial. Nesse
ambito, no projeto europeu EUBerry
foram efetuados ensaios agronémicos,
de qualidade p6s-colheita e avaliacéo de
compostos fitoquimicos, com o objetivo
de caracterizar algumas destas espé-
cies presentes em territério Portugués
(Figura 10).

Figura 10 — Evolugédo dos estudos das amoras
silvestres da zona envolvente de
Tras-os-Montes. Da recolha no
campo, para o laboratério para
andlise quimica e andlise in vitro
de bioatividades em modelos celu-
lares e finalmente introducédo em
cultura para o mercado

Fonte: primaria.
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Nesse estudo pretendeu-se testar
a introducdo das espécies silvestres
R. vigoi; R. radula; R. henriquesii; R.
sampaioanus e R. brigantinus em cul-
tura (condigdes favoraveis a um melhor
desenvolvimento vegetativo e produti-
vo). Tentou-se deste modo responder as
questoes relacionadas com a adaptacio
destas espécies ao local e ao sistema de
produgéo, quais as caracteristicas vege-
tativas e produtivas das espécies (quan-
tidade e qualidade da producio) e, por
fim, a sua sustentabilidade econémica,
uma vez que podem assumir um elevado
valor acrescentado na comercializagéo,
em seccionamentos de mercado.

As espécies testadas revelaram-se
bem adaptadas as condigoes climaticas
da sua regido de origem, podendo condi-
cionar o seu cultivo em regides do Sul ou
junto ao Litoral. Concluiu-se que apenas
a R. henriquesii e R. sampaioanus apre-
sentaram caracteristicas vegetativas
e produtivas aceitaveis. Um melhora-
mento adequado podera ainda obter
variedades de amoras bem adaptadas
ao clima Portugués.

Estas espécies apresentam-se bem
adaptadas a subsistirem em condic¢des
de baixos inputs. A sua introducdo em
cultura permitira: i) a sua valorizacgéo e
consequente protecéo das espécies; ii) po-
tencial adaptacéo a sistemas de cultivo
com baixos inputs, um objetivo essencial
numa agricultura sustentavel de futuro.

O melhoramento varietal podera
explorar a elevada variabilidade de ger-
moplasma em territério Portugués, mas
preservando ao maximo as qualidades
silvestres por forma a lhes conferir um
valor acrescentado na comercializacéo e
seccionamento de mercado.
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Projeto BacHBberry

No sentido de uma producéo sus-
tentavel de (poli)fenéis provenientes
de pequenos frutos silvestres decorre
o projeto europeu BacHBerry. Neste
contexto, o BacHBerry é um projeto am-
bicioso, cujos principais objetivos sdo: (i)
a bioprospeccdo de colecoes mundiais de
espécies de pequenos frutos para identi-
ficacdo de compostos fenélicos bioativos
com potencial efeito terapéutico asso-
ciado as doencas crénicas (Figura 11);
(i1) a elucidacdo das vias biossintéticas
destes compostos de forma a permitir,
através da engenharia metabélica de
bactérias hospedeiras, a sua producgéo
em processos de fermentacéo escalaveis
de dltima geracédo, e que, em ultima
andlise, sirvam como plataformas de
producdo comercial (Figura 11).

Figura 11 — Representagio esquematica das
diversas etapas do projeto BacH-
Berry

Fonte: primaria.

O laboratorio de Nutricao Molecular
tem uma participacio chave no consércio
BacHBerry, néo s6 através da disponibi-
lizacdo de espécies endémicas de frutos
silvestres, contribuindo para a colecéo
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de germoplasma mundial, mas também
mediante a bioprospeccéo de compostos
fenolicos nos extratos de pequenos frutos
enriquecidos em (poli)fenéis e nas fracées
selecionadas e, por dltimo, através da
avaliacdo das bioatividades dos com-
postos produzidos sinteticamente pelas
bactérias.

A utilizagdo de uma plataforma de
leveduras “humanizadas”, ou seja, de
leveduras recombinantes que expressam
genes humanos, na primeira fase de
bioprospeccio sistematica dos compostos
fenélicos, é um dos varios aspetos inova-
dores deste projeto. Este sistema permite
uma triagem rapida e eficaz dos extratos/
fragdes de compostos ativos, com capaci-
dade de suprimir in vivo o efeito deleté-
rio da expressdo de genes humanos ou
ortélogos associados a doencgas croénicas,
tais como as doencgas neurodegenerati-
vas (DP, DA, DH e ELA), a diabetes, o
cancro e a inflamacdo. Finalmente, as
bioatividades dos principais compostos
identificados e produzidos no decorrer
do projeto serdo validadas em modelos
mais complexos de linhas celulares de
mamiferos.

Desafios para a Industria
farmacéutica- case-study para
doenca de Parkinson (DP)

A DP é a doenca neurodegenerativa
motora mais comum (VON CAMPE-
NHAUSEN et al., 2005). A prevaléncia
de DP aumenta com a idade, tendo como
idade de incidéncia aproximadamente
65 anos (VON CAMPENHAUSEN et
al., 2005). Estima-se que o nimero de
pacientes de DP aumente de 4,1 milhoes
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em 2005 para 8,7 milhées em 2030
(RAO; HOFMANN; SHAKIL, 2006). A
DP é caracterizada molecularmente pela
perda de neurénios dopaminérgicos na
substantia nigra, responsavel pelos sin-
tomas motores e psicolégicos (SPILLAN-
TINI; GOEDERT, 2001; ERIKSEN;
WSZOLEK; PETRUCELLI, 2005). Estes
neurénios apresentam inclusdes cito-
plasmaticas, designadas por corpos de
Lewy, constituidas principalmente por
alfa-sinucleina (aSin) malconformada
e agregada (ERIKSEN; WSZOLEK;
PETRUCELLI, 2005; SPILLANTINTI,;
GOEDERT, 2001). O stresse oxidativo
esta fortemente associado a agregacio
de aSin e a morte celular dos neurénios
dopaminérgicos (SOUZA et al., 2000).
Apesar do extenso conhecimento
molecular da DP, a farmacoterapia usada
atualmente foca-se apenas na compo-
nente sintomatica da doenca, tentando
repor os niveis de dopamina no cérebro
(TARAZI et al., 2014; HORNYKIEWICZ,
2002). No entanto, tém limitada eficécia,
néo impedem a progressdo da doenca
e apresentam efeitos colaterais moto-
res e ndo-motores (JANKOVIC, 2005;
ISACSON et al., 2008), surgindo assim
uma necessidade urgente de desenvol-
ver novas terapias. Os (poli)fendis tém
suscitado grande interesse nas doencas
neurodegenerativas (SIMONYI et al.,
2005; SCALBERT et al., 2005; TAVARES
et al., 2012; MECOCCI et al., 2015).
(Poli)fendis extraidos de folhas de
Corema album, uma espécie endémica
de Peninsula Ibérica, revelaram grande
potencial na protecdo contra a DP em
modelos celulares (MACEDO et al.,
2015). Estes (poli)fenéis reduziram a to-
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xicidade e agregacdo da aSin em modelos
de levedura e células humanas H4. Re-
lativamente ao mecanismo de protecdo
subjacente, estes compostos reduziram a
fibrilizacao da aSin in vitro; reduziram
os niveis do radical superoéxido, princi-
palmente produzido pela mitocondria
em situacoes de stresse; e promoveram
o fluxo da autofagia, a principal via de
degradacdo dos agregados de aSin. Os
mecanismos de acédo estudados estdo
esquematizados na Figura 12 (MACEDO
et al., 2015). Neste estudo foi revelado
o potencial neuroprotetor da folha C.
album na DP.

Figura 12 — Esquema dos mecanismos de
proteccdo dos (poli)fendis contra
a toxicidade da aSin em modelos
celulares

Fonte: adaptado de Macedo et al. (2015).
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Conclusao

Apesar do forte potencial neuro-
protetor dos nutracéuticos em modelos
celulares, dos estudos de intervencao
e ensaios clinicos em seres humanos
(DEFEUDIS; DRIEU, 2000; MANDEL,;
YOUDIM, 2004; CARCACHE-BLANCO
et al., 2006; AFKIR et al., 2008; MECOC-
CI et al., 2015), ndo existem diretrizes
para o tratamento de doencas neurode-
generativas com nutracéuticos. Para o
completo desenvolvimento do potencial
dos nutracéuticos é importante que a
industria farmacéutica promova estudos
clinicos sobre a sua ingestdo a curto e
longo prazo, focando na mitigacdo da
gravidade e da incidéncia de doencas
do envelhecimento, dando uma nova
oportunidade para o desenvolvimento
de terapias eficazes como é o exemplo
apresentado contra a DP.
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Metabolites of berries for healthy
aging of the brain

Abstract

Ageing is considered a natural process of
becoming older and a recognized risk fac-
tor for the development of chronic disor-
ders including neurodegenerative diseases.
Nutrition has been pointed as an important
modifiable factor impacting health and
well being of elderly. Among bioactive die-
tary compounds stands out the (poly)phe-
nols, which are present in high amounts
in berries. The quest for a healthy ageing
has led to the extensive investigation of the
health-promoting properties of berry (poly)
phenols by means of studies using in vitro,
cell-based, animal models as well as hu-
man studies. This review discusses the sta-
te-of-art knowledge on the impact of berry
(poly)phenols in human health, the gaps
in the body of knowledge and the strategy
used by the Molecular Nutrition & Heal-
th laboratory to support the exploitation
of berry (poly)phenols as modulators of a
healthy ageing.

Keywords: Healthy Aging. Nutrition.
Polyphenols. Brain.
Nota

1 O termo genérico de (poli)fendis inclui todas as
subclasses do fendis indicadas na Figura 3, incluin-
do os acidos fendlicos que contém apenas um anel
fendlico.
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