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Resumo

Os frutos assim como outros 6rgdos das plantas tém na sua constituicdo diversos
fitoquimicos, entre os quais os polifendis, das moléculas antioxidantes mais abundantes
dos alimentos. Apesar da sua ubiquidade, os seus beneficios para a saude humana
apenas comegaram a ser avaliados por volta dos anos 90, e continua-se a revelar um
interesse crescente, principalmente devido aos estudos epidemioldgicos que sugerem a
existéncia de uma ligacdo entre o consumo de alimentos e bebidas ricas em polifendis e
a reducdo da incidéncia e/ou iniciagdo de doengas cronicas e degenerativas, tais como as
doengas cardiovasculares, ateroscleroses e alguns cancros. A investiga¢do dos seus
efeitos neuroprotectores também tem sido muito desenvolvida nos ultimos 10 anos, em
que se tem demonstrado claramente a sua capacidade de proteger as células neuronais
em modelos in vitro e os seus efeitos intracelulares in vivo.

Serd apresentada uma revisdo destas evidéncias e em particular serdo
apresentados os trabalhos a decorrer no laboratério da Biologia da Doenga e do Stresse
sobre o poder antioxidante de pequenos frutos como as amoras silvestres, framboesa e
medronho, tal como das respectivas folhas.

Palavras-chave:  Rubus sp; Arbustus  unedo; antioxidante intracelular;
neurodegeneracao.

Abstract

Antioxidant power of small fruits and its beneficial effects to human health

The fruits as well as other organs of plants in its constitution have various
phytochemicals, including polyphenols, the antioxidant molecules highly abundant in
foods. Despite its ubiquity, its benefits to human health only start to be evaluated in
90’s, and it continues to reveal a growing interest, mainly due to epidemiological
studies suggesting a link between the consumption of food and beverages rich in
polyphenols and the reducing of the incidence and/or initiation of chronic and
degenerative diseases such as cardiovascular disease, atherosclerosis, and some cancers.
The investigation of its neuroprotective effects have being developed in the past 10
years, and it have been clearly demonstrated their ability to protect the cells either in
neuronal models in vitro and their in vivo intracellular effects.

A review of the evidences will be presented and in particular the work being
conducted in the laboratory of Disease and Stress Biology on the antioxidant power of
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berries such as wild blackberries, raspberry and strawberry tree fruit as well as their
leaves.

Keywords: Rubus sp; Arbustus unedo; intracellular antioxidant; neurodegeneration.

Introducio

Hoje em dia ¢ frequente surgirem apelos nos meios de comunicagdo social € na
publicidade para o consumo de alimentos ricos em antioxidantes. Tal facto deve-se aos
efeitos benéficos que os compostos antioxidantes tém para a saide humana.

No organismo, em condi¢des normais, ocorrem reac¢des que originam radicais
livres de oxigénio, espécies muito reactivas que causam stresse oxidativo nas células.
Esta situacdo provoca muitos danos ao nivel das varias biomoléculas existentes dentro
das células e essencias a vida. Normalmente este efeito é compensado pela ac¢do de
agentes e sistemas antioxidantes produzidos pelo propio organismo e que impedem a
reactividade dos radicais livres. E mantida, assim a homeostase redox no organismo.
Perante uma situagdo de doenca, este equilibrio ¢ frequentemente destabilizado,
podendo o consumo de antioxidantes na dieta contribuir para o restabelecer do
equilibrio. Encontram-se entre os alimentos mais ricos em antioxidantes os frutos,
vegetais, vinho tinto, cha, café, chocolate e as ervas aromaticas.

Os efeitos benéficos para a saude humana do consumo de antioxidantes pensa-
se, presentemente, que esta para além da sua actividade antioxidante. Fala-se hoje de
compostos com efeitos nutracuticos e cujos beneficios sdo descritos em varias
patologias: doengas cardiovasculares (relaciona-se o consumo de vinho tinto com uma
baixa incidéncia de problemas cardiovasculares); ateroscleroses; certos tipos de cancro;
obesidade; envelhicemento (associa-se a longevidade dos chineses ao consumo de chd);
doencas neurodegenerativas, em que estudos epidemioldgicos indiciam que o consumo
de antioxidantes na dieta pode influenciar a incidéncia de doengas como Alzheimer e
Parkinson. Os pequenos frutos sdo dos principais alimentos com actividade antioxidante
jéa relacionada com efeitos benéficos nas patologias descritas.

Estdo presentemente a decorrer no laboratério da Biologia da Doenga e do Stress
estudos sobre o poder antioxidante de pequenos frutos como a framboesa, amoras
silvestres e medronho e também das respectivas folhas. Numa primeira fase ¢ feita a
pesquisa de extractos que exibam bioactividade por métodos quimicos/bioquimicos:
fendis totais; flavondides; capacidade antioxidante (para os radicais hidroxilo e para os
radicais peroxilo); perfil de HPLC; e a capacidade inibitoria de metaloproteases. Os
extractos com bioactividade s@o sujeitos a uma confirmacgdo dos seus efeitos bioactivos
(neuroprotector, anticancerigeno) em linhas celulares humanas. Irdo apenas ser
apresentados os estudos que incidem na capacidade antioxidante dos extractos das
plantas e avaliado o seu efeito neuroprotector.

Material e métodos

Material vegetal: Frutos e folhas de Rubus idaeus, Rubus vigoi, Rubus sampaioanus,
Rubus brigantinus, Rubus genevieri ¢ Arbustus unedo foram colhidos e mantidos a -80
°C até serem analisados.

Extraccio dos fenois: Os frutos e as folhas foram macerados a um p¢ fino e foi feita
uma extrac¢do hidroetandlica na propor¢do 6 mL. g™ peso fresco. A mistura foi agitada
durante 30 min a temperatura ambiente, centrifugada a 12400 g durante 10 min e o
sobrenadante filtrado com uma membrana de acetato de celulose de 0.20 um e guardado
a-80 °C.
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Determinacio dos fendis totais: A determinagdo dos fenois totais foi realizada pelo
método Folin-Ciocalteau [1]. O 4cido galico (GA) foi utilizado como padrido e os
resultados expressos como mg GAE. g peso seco (GAE-“gallic acid equivalent”).
Capacidade antioxidante in vitro: A capacidade de captar radicais peroxilo foi
determinada pelo método ORAC (do inglés “Oxygen Radical Absorbance Capacity”)
[3, 4]. Os resultados foram expressos como mmol TE. 100 g™ peso seco (TE-“trolox
equivalent”), sendo utilizado o Trolox como padrio.

Capacidade antioxidante intracelular: Células de neuroblastomas foram pré-
incubadas durante 1 hora com os extractos das plantas e depois foram incubadas com
H,0, (I mM) durante 1 hora. A viabilidade celular foi posteriormente avaliada com o
kit CellTiter-Blue®. O efeito antioxidante foi analisado pelo incremento na % de
viabilidade celular, em que no controlo do stresse oxidativo com 1 mM H,0O, durante 1
hora obteve-se apenas 25 % de células viadveis.

Resultados e discussiao

Monitorizou-se o conteido em fendis totais e actividade antioxidante para os
frutos e folhas de Rubus endémicos do Norte de Portugal colhidos nas zonas indicadas
na Figura 1 e sempre comparados com a uma espécie de Rubus cultivada (Rubus
idaeus), a framboesa, oriunda da Herdade Experimental da Fataca, Odemira. Como se
pode constatar na Figura 2 os frutos dos Rubus endémicos, com excepcdo do R.
genevieri, sio comparativamente a uma espécie de Rubus cultivada (Rubus idaeus) mais
ricos em compostos fendlicos, o que se reflecte numa maior capacidade antioxidante
para captar os radicais peroxilo. O R. genevieri apresenta um conteiido em fendis totais
consideravelmente mais elevado que o detectado na framboesa o que ndo se reflecte
numa maior capacidade antioxidante para captar os radicais peroxilo. Poderd ser
interessante a avaliacdo deste extracto para a capacidade de captar outras espécies
reactivas com importancia bioldgica como o radical hidroxilo.

O medronho (Arbutus unedo) foi igualmente avaliado para a bioactividade de
antioxidante. Este fruto, colhido na Serra da Arrabida, ¢ caracteristico das regides
mediterraneas embora ndo esteja introduzido directamente na dieta alimentar. A
avaliacdo quimica dos fenois totais e da actividade antioxidante foi realizada para os
frutos e folhas. No que respeita aos frutos € comparativamente a framboesa, o medronho
tem niveis totais em fendis e uma actividade antioxidante equivalente (Figura 2).

No que respeita a avaliagdo das folhas de género Rubus (Figura 3),
curiosamente, os niveis de fendis totais sdo aproximados entre as varias espécies, mas
existe uma grande variacdo na actividade antioxidante detectada e significativamente
superior a da folha de framboesa. Os resultados indiciam que os frutos de Rubus
endémicos de Portugal sdo muito ricos em antioxidantes e as folhas das mesmas
espécies apresentam niveis ainda mais elevados de capacidade antioxidante. Torna-se
no entanto necessario confirmar o potencial genético destas plantas como fontes ricas de
antioxidantes submetendo as plantas as mesmas condi¢des edafoclimaticas. Para o
efeito ja se iniciou a sua adaptacdo em estufa (Figura 4) e ja se encontram
presentemente num campo experimental e aguarda-se a producdo de futos para nova
avalia¢do dos pardmetros

O medronho nao apresentou nos testes efectuados uma capacidade antioxidante
notoria, mas em contrapartida as suas folhas revelaram-se uma fonte promissora de um
extracto natural enriquecido em fitoquimicos antioxidantes (Figura 3).

Ap6s os testes de avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro, procedeu-se a
avaliacdo da capacidade antioxidante intracelular numa linha celular de neurdnios
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humanos, os neuroblastomas SK-N-MC. Optou-se por uma linha de neuroblastomas ja
que nas doencas neurodegenerativas, um dos factores preponderantes ¢ o aumento da
producdo de espécies reactivas intracelulares. A capacidade antioxidante intracelular foi
avaliada pelo aumento percentual da sobrevivéncia das células perante um stresse
oxidativo quando pré-incubadas com os extractos com os fitoquimicos das plantas
comparativamente a quando ndo incubadas (vide métodos). As concentracdes em fendis
que foram testadas neste teste foram previamente definidas por testes de citotoxidade
obtidos pela incubag@o com concentragdes crescentes em fendis e para os quais a
viabilidade celular ¢ avaliada pelo kit CellTiter-Blue®.

Os testes a capacidade antioxidante intracelular foram apenas realizados nesta
fase para a framboesa e medronho e para as folhas de medronheiro. Na figura 5 pode-se
constatar que a actividade antioxidante detectada in vitro para a framboesa confirma-se
no modelo celular, ja que uma pré-incubagdo destes extractos consegue aumentar
significativamente a percentagem de sobrevivéncia dos neuroblastoma perante um
stresse oxidativo. Relativamente ao medronho, o extracto deste fruto ndo revelou
qualquer eficacia perante este teste ou seja ndo alterou a taxa de sobrevivéncia das
células (dados ndo mostrados). Por outro lado a folha de medronheiro (Figura 6)
apresentou uma actividade neuroprotectora muito significativa, verificou-se que a pré-
incubagdo com 30 g de GAE.ml”' consegue aumentar cerca de em 86% a viabilidade
celular das células apds um stresse oxidativo.

Estes resultados preliminares sdo bons indicadores do potencial que os extractos
estudados tém como fontes em compostos fitoquimicos antioxidantes naturais. A
actividade antioxidante intracelular devera ser confirmada por citometria de fluxo. Este
e outros estudos serdo realizados para confirmar o potencial destes compostos como
ingredientes activos na formulacdo de suplementos alimentares, cosméticos ou em
produtos farmacéuticos.
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Quadros e figuras

Serra da Arrabida Parque Natural do Montesinho
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Figura 1 — Localizagdo aproximada e fotos no local de colheita das espécies de Rubus
endémicas indicadas, Rubus ideaus e de Arbutus unedo.
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Figura 2 — Conteudo em fenois totais e capacidade antioxidante in vifro dos extractos de frutos
das espécies indicadas. Valores obtidos do doseamento dos fenéis totais (mg GAE g™ ps &), e
do método ORAC (mmol TE 100 g ps  EXvide métodos).
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Figura 3 — Contetido em fenois totais e capacidade antioxidante in vitro dos extractos de folhas
das espécies indicadas. Valores obtidos do doseamento dos fenois totais (mg GAE g ps &¥ ) e
do método ORAC (mmol TE 100 g™ ps [Hvide métodos).
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Figura 4 - Aclimatiza¢do em estufa dos Rubus endémicos da zona envolvente da area de
Braganca

Actas Portuguesas de Horticultura n® 18 (2011) 103



111 Coloquio Nacional da Produgdo Pequenos Frutos
Sever do Vouga, 26 e 27 Junho 2008

100

% Incremento da viabilidade
lula
()]
o
1

50 125 175

Figura 5 - Incremento da % de viabilidade celular do neuroblastoma SK-N-MC
perante um stresse oxidativo induzido apods a pré-incubagdo com extractos de
framboesa (Rubus idaeus) (vide métodos ).
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Figura 6 - Incremento da % de viabilidade celular do neuroblastoma SK-N-MC
perante um stresse oxidativo induzido apos a pré-incubacdo dos extractos de folhas
de medronheiro (Arbustus unedo) (vide métodos).
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