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Resumo

As doencas crénicas sdo cada vez mais a principal causa de morte por todo o
mundo. Estas doencas tém vindo a aumentar exponencialmente devido a varios fatores
relacionados com o estilo de vida, com a ado¢do de dietas energéticas pobres em
micronutrientes e aos niveis de stress causados pela sociedade atual.

A framboesa é um fruto com producio recente em Portugal. Esta pequeno fruto
vermelho € considerado uma fonte dietética de compostos bioativos, nutrientes, como a
fibra, vitamina C, 4cido fdlico e manganés, e nao-nutrientes, sobretudo compostos
fendlicos, antocianinas e elagitaninos. Esta monografia visou a identificacdo dos
principais compostos bioativos da framboesa em artigos cientificos publicados no
PubMed e a pesquisa, andlise e discussdo dos alegados efeitos benéficos para a saide
humana para os constituintes identificados. Na discussdo dos dados obtidos foram
considerados os requisitos legais vigentes e as recomendacoes da Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) para alegagdes de saide sobre alimentos.

Os estudos relativos a efeitos fisioldgicos benéficos de frutos de Rubus idaeus L.
para a saide humana (15% do total) realcam sobretudo a bioatividade de antocianinas,
elagitaninos, 4cido eldgico e da cetona da framboesa. A atividade fisiolégica potencial de
constituintes da framboesa inclui efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios,
antiproliferativos e anticancerigenos, entre outros. Estes resultados provém sobretudo de
estudos in vitro e em modelos animais (88% do total). No entanto, na UE estes tipos de
evidéncias nio sdo consideradas na comprovacdo cientifica da relacdo entre a ingestdo do
constituinte bioativo e o efeito fisioldgico alegado. Os dados dos estudos de intervencao
em humanos analisados (7 em 59) permitiram esclarecer apenas aspetos da
biodisponibilidade das antocianinas e dos elagitaninos no organismo humano. Importa
realcar que os estudos relativos a designada cetona da framboesa recorrem a cetona
sintetizada quimicamente ou biossintetizada em bactérias ou leveduras geneticamente
modificadas e usam teores muito superiores aos presentes na framboesa. Em suma, as
evidéncias cientificas analisadas ndo comprovam os potenciais efeitos fisioldgicos

benéficos de ndo nutrientes da framboesa para a saide humana.

Palavras-chave: framboesa, antocianinas, elagitaninos, dcido eldgico, cetona, beneficios

para a saude






Abstract

Chronic diseases have been increasingly the leading cause of death worldwide.
These diseases have been increasing exponentially due to various lifestyle-related factors,
such as the adoption of poor energy diets in micronutrients and the stress levels caused
by the current society.

The raspberry is a fruit with recent production in Portugal. This small red fruit is
considered a dietary source of bioactive_compounds, nutrients such as fiber, vitamin C,
folic acid and manganese, and non-nutrients, mainly phenolic compounds, anthocyanins
and ellagitannins. The main goal of this monography is to identify the key bioactive
compounds of raspberry in scientific articles published in PubMed, following with the
analyses and discussion of the alleged beneficial effects on human health for the identified
constituents. In the discussion of the data obtained, the legal requirements in force and
the recommendations of the European Food Safety Authority (EFSA) for food health
claims, were considered.

The studies concerning beneficial physiological effects of the fruit Rubus idaeus
L. for human health (15% of the total), especially emphasize the bioactivity of
anthocyanins, ellagitannin, ellagic acid and raspberry ketone. The potential physiological
activity of raspberry constituents includes antioxidant effects, anti-inflammatory,
antiproliferative and Anticancer, among others. These results are mainly derived from
studies in vitro and animal models (88% of the total). However, in the EU these types of
evidence are not considered scientific proof of the relationship between the ingestion of
the bioactive constituent and the alleged physiological effect. The data from the
intervention studies in humans analyzed (7 in 59) allowed to clarify only aspects
concerning the bioavailability of anthocyanins and ellagitannin in the human organism.
It should be noted that studies relating to the so-called raspberry ketone are resorted to
chemically synthesized ketone or biosynthesized ones in genetically modified bacteria or
yeasts, and use levels much higher than those present in the raspberry. In short, the
scientific evidence analyzed does not prove the potential beneficial physiological effects

of non-nutrients from raspberry to human health.

Keywords: Raspberry, anthocyanins, ellagitannin, ellagic acid, ketone, health benefits
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Introducdo

I. Introducao

1. Framboesa Vermelha (Rubus Idaeus L..)

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (WHO) (WHO, 2003) o consumo
regular de frutos e vegetais numa dieta equilibrada aumenta o aporte de fibra, nutrientes
essenciais e fitoquimicos que melhoram a satde e reduzem o risco de doengas cronicas.

Regra geral, as plantas contém grandes concentracdes de metabolitos secundérios,
nomeadamente compostos antioxidantes e enzimas com atividade antioxidante, que
ajudam na protecdo de danos oxidativos. Pelo contrério, nas células de origem animal a
produgdo de antioxidantes € limitada pelo que os danos oxidativos estdo envolvidos em
muitas doengas (Halvorsen et al., 2006). Os antioxidantes provenientes de frutos e
vegetais, como carotenoides e compostos fendlicos, podem interagir de forma benéfica
nas células animais (Lindsay & Astley, 2002).

Os frutos de baga (framboesas, groselhas, morangos, amoras e mirtilos) sao
particularmente ricos em fitoquimicos, sobretudo compostos fendlicos e assumem um
importante papel no consumo de frutos de diversos paises (Bazzano, 2005).

A framboesa apresenta varios compostos considerados benéficos para a saide
humana, nutrientes como fibra, minerais e vitaminas, € ndo-nutrientes, sobretudo
elagitaninos e antocianinas, que a distingue de outros pequenos frutos (Rao & Snyder,
2010).

A cultura e o consumo de framboesa em Portugal € recente, mas o interesse
composicional deste fruto tem motivado o investimento de muitos produtores nacionais
e estrangeiros. A sua producado foi implementada em 1985 no litoral alentejano, na regido
do Funddo e em Braganca (Santos, 2009). Atualmente estes pequenos frutos vermelhos
sdo produzidos ao longo de todo o ano, em diversas partes do pais, principalmente no
Alentejo litoral (Odemira) e Algarve. Em 2016, foram produzidas 16976 toneladas de
framboesa vermelha em 911 hectares. Cerca de 83% dessa producdo foi exportada (GPP,

2017).
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Constituintes bioativos da framboesa (Rubus Idaeus L) e os seus efeitos benéficos para a saide

1.1. Classificacao botanica

Os frutos de Rubus idaeus L. provém da Asia Menor e da América do Norte. Na
Europa medieval as suas bagas eram utilizadas na alimentacgao, para fins medicinais e em
pinturas, mas s6 no século XVIII o cultivo da framboesa se difundiu pela Europa (Santos,
2009).

A framboesa pertence a familia Rosaceae, género Rubus. Este género é abrangente
devido as diferencas encontradas nos habitos de frutificacdo e divide-se em 12
subgéneros. Dentro do subgénero Idaeobatus encontramos vérias framboesas tais como
a framboesa vermelha europeia (Rubus idaeus subsp. vulgatus Arrhen), a framboesa
vermelha norte americana (Rubus idaeus subsp. strigosus Michx), a framboesa preta
(Rubus occidentalis L.) e framboesas purpuras (Rubus neglectus) (Jennings, 1988).

Este estudo refere-se a framboesa vermelha que seguidamente designada de

framboesa.

1.2. Aspetos morfolégicos

As raizes da framboesa desenvolvem-se horizontalmente chegando aos 25 cm de
solo. Estas podem formar véarios caules a partir de gomos radiculares ou gomos axilares.
Os caules, também denominados langamentos, podem ser lisos ou conter acileos e pelos
e tém uma forma cilindrica (Santos, 2009).

As folhas sdo trifoliadas (figura 1), contendo cinco foliolos no estado adulto
(Galleta, & Himelrick, 1989).

A floragdo comeca na flor terminal, em dire¢do 4 base e em raquis secundérios
vao aparecendo o resto das flores. Estas tém em média 2,5 cm de didmetro, sdo
hermafroditas e possuem cinco sépalas e cinco pétalas (Heide & Sgnsteby, 2011).

O numero de flores varia entre 3 a 75 por conjunto (Barreiro, 2015). As pétalas
tém uma cor branca e sdo normalmente pequenas, podem também aparecer com uma cor
rosa ou vermelha. Sobre o recetaculo estdo os carpelos (cerca de 100 por flor) envolvidos
por estames (aproximadamente 90) em anel inseridos no calice. O formato e tamanho do
recetdculo é o que vai delimitar a estrutura do fruto (Oliveira, Valdivieso, Esteves, Mota,

& Fonseca, 2007).
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Introducdo

Figura 1. Ramo de framboesa com folhas triofoliadas
Fonte: Adaptado de Galleta, & Himelrick (1989).

O fruto € por si um miltiplo de pequenas drupas (drupéolas) redondas que se
encontram unidas rodeando o recetdculo conico comum. No final da maturagdo, este fruto
vai apresentar uma forma cénica redonda e cada drupéola contém uma semente de

consisténcia dura envolvida pela polpa (Figura 2) (Souza, 2007).

Figura 2. Morfologia da framboesa
Legenda: a-Pedunculo; b-Cdlice; c-Anteras secas; d-
Recetaculo; e-Drupéola; f-Semente
Fonte: Adaptado de P.B. Oliveira et al., (2007)

As framboesas podem atingir os 20 mm de didmetro, o seu sabor € doce com uma
acidez suave e tém um aroma agridoce caracteristico (Raseira, Gongalves, Trevisa, &

Antunes, 2004).
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Constituintes bioativos da framboesa (Rubus Idaeus L) e os seus efeitos benéficos para a saide

2. Composicao

A framboesa € um fruto que apresenta constituintes particulares, nomeadamente
polifendis com beneficios para a saide humana, que o distingue de outros frutos e
vegetais (Beattie, Crozier, & Duthie, 2005).

A qualidade e concentracao dos fitoquimicos da framboesa varia com diversos
fatores, nomeadamente depende dos cultivares, condi¢cdes ambientais e do estado de
maturacdo dos frutos (Souza, 2007)(Souza, 2007)(Souza, 2007)(Souza, 2007)(Souza,
2007)(Oliveira et al., 2007; Souza, 2007).

2.1. Nutrientes

As framboesas sao frutos pouco energéticos e nutricionalmente densos,
constituidos principalmente por 4gua, fibra, hidratos de carbono, acidos organicos,
proteinas e lipidos (Tabela 1) (INSA, 2014).

Dada a sua composicao, a framboesa pode ser considerada um fruto diurético (Rao
& Snyder, 2010). O seu valor energético (49kcal/100g de parte edivel) provém sobretudo
de hidratos de carbono, essencialmente agucares: frutose, glucose e sacarose (2,35%,
1,86% e 0,20%, respetivamente (Mikulic-Petkovsek, Schmitzer, Slatnar, Stampar, &
Veberic, 2012).

Os hidratos de carbono sdo constituintes indispensaveis na framboesa, sdo estes
que atribuem o sabor doce na maioria das frutas (Rao & Snyder, 2010). A frutose € o
principal hidrato de carbono presente na framboesa, sendo que este € o responsavel pela
variag¢do do teor de hidratos de carbono deste fruto. A frutose € considerada um agucar
simples e a sua formula quimica (CsH1206) € igual a da glucose. Apenas existe uma
variacdo pela presenca de um grupo cetdnico na posi¢ao 2 da cadeia carbonada (Hanover

& White, 1993).
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Introdugdo

Tabela 1. Composi¢do nutricional da framboesa

Adaptada do Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge (INSA) (INSA, 2014).

Agua (g) 84,3
Hidratos de carbono (g) 5,1
Lipidos (g) 0,6
Proteinas (g) 0,9

Acidos organicos (g) 1,9
Fibra (g) 6,7
Cinza (g) 0,54

Vitamina C (mg) 30 (37,5 %)*
Folatos (ug) 33 (16,5%)*

Vitamina A Total (ug) 2
(equivalentes de retinol)

Caroteno (ng) 10

Alfa tocoferol (mg) 0,2

Tiamina (mg) 0,03

Riboflavina (mg) 0,02

Niacina (mg) 0,6

Triptofano/60 (mg) 0,2

Vitamina B6 (mg) 0,5

Sédio (mg) 1

Potassio (mg) 230

Calcio (mg) 26

Fosforo (mg) 23

Magnésio (mg) 20

Ferro (mg) 0,5

Zinco (mg) 0,3

Manganés (mg)** 0.67(33,5%)**
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Constituintes bioativos da framboesa (Rubus Idaeus L) e os seus efeitos benéficos para a saide

VRN - Valor de referéncia do nutriente (Anexo XIII do Regulamento n°1169/2011) (UE,
2011);*quantidade significativa (Anexo XIII do Regulamento n°® 1169/2011) (UE, 2011);
#+ Tabela francesa de composicao de Alimentos CIQUAL (ANSES, 2017).

A framboesa € uma fonte de fibra, pois tem mais de 6g/100g de fibra (EU ,2006).
As vitaminas fazem parte do grupo de compostos organicos que variam quanto a sua
estrutura quimica e atividade bioldgica. Podem ter uma acdo de antioxidantes/oxidantes,
mas também atuam como cofatores de enzimas em varias reagdes bioquimicas (Silva &
Naves, 2001). A framboesa tem alto teor de vitamina C e constitui uma fonte de folatos
pois a sua % VNR ¢é, respetivamente, 37,5 % e 16,5% referéncia do Reg 1924/2006 (CE,
2007). A vitamina C tem, dependendo da dose, efeitos benéficos no sistema imunolégico,
na formacdo de colagénio (implicado em fungdes como a formacdo normal de
Ossea/cartilagens, de dentes e da pele), no metabolismo energético e na fungdao normal do
sistema nervoso (European Commission, 2019). Por outro lado, os folatos podem
apresentar beneficios a nivel do sistema imunoldgico, estdo implicados na formagao
normal de sangue, sintese de aminodcidos, no metabolismo da homocisteina, na fungao

normal do sistema psicolégico e na reducdo da fadiga (European Commission, 2019).

Existem indmeros minerais na framboesa, tais como sédio, potdssio, cdlcio,
fosforo, ferro, zinco, magnésio e manganés. Considerando o teor médio de manganés
deste fruto da Tabela Francesa de Composicao de Alimentos, CIQUAL, da Agence
Nationale de Sécurité, Alimentation, Environment, Travail (ANSES) (0,67 mg/100 g;
33,5% do VRN) (ANSES, 2017) pode-se afirmar, segundo o explicitado no Anexo do
Regulamento 1924/2006, que a framboesa € um fruto rico em manganés, (CE, 2007). Este
micronutriente assume funcdes, cientificamente validadas, indispensaveis para a saide
humana, nomeadamente contribui para o metabolismo normal de energia, para a
manutencdo Ossea, para a formagdo de tecido conetor e na prote¢do das células do stress

oxidativo (European Commission, 2019).

Considerando a sua composi¢do nutricional podemos afirmar que este fruto deve

fazer parte de uma alimentacio saudével.

2.2. Nao nutrientes

Existem cada vez mais estudos cientificos relativos aos pequenos frutos como a

framboesa, isto deve-se sobretudo, ao interesse que os seus compostos bioativos naturais
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Introducdo

apresentam. A framboesa apresenta diversos compostos fendlicos, sendo estes
considerados o maior grupo de fitoquimicos presentes (Beattie et al., 2005).

Os compostos fendlicos s@o produzidos pelas plantas tanto de forma normal como
em resposta a um stress. Estes fitoquimicos sdo fundamentais para o seu desenvolvimento
pois atuam na pigmentacdo dos frutos, como antioxidantes, como substancias atrativas a
polinizadores, na protecio de raios UV, formam complexos com varios metais pesados e
em funcdes antimicrobianas e antifiingicas (Naczk & Shahidi, 2006; Rao & Snyder,
2010).

A estrutura dos compostos fendlicos é caracterizada por ter um ou mais anéis
aromdticos de seis carbonos e um ou dois grupos hidroxilos. Dependendo do tipo/nivel
de oxidacao dos anéis, os padrdes de substitui¢cao de hidroxilagao, a glicosidade por vérios
actcares e sua conjugacao para formar polimeros provoca as diferencas nas classes dos
compostos fendlicos. Existem 4 classes principais: flavonoides, dcidos fendlicos,
linhamos e taninos (Lutz, 2016).

Os frutos de Rubus idaeus L. tém principalmente antocianinas e taninos
hidrolisdveis. Dentro das antocianinas existe um largo espectro onde encontramos:
cianidina-3-soforésido, cianidina-3-(2-glucosil) rutinésido e cianidina-3-glucésido,
maioritdrias, e cianidina-3-rutindsido, cianidina-3-(2-xilosil) rutinésido, pelargonidina-3-
soforésido, pelargonidina-3-(2-glucosil) rutinésido, pelargonidina-3-glucésido e
pelargonidina-3-rutinésido em menor quantidade. Os elagitaninos da framboesa incluem
sobretudo a sanguiina H-6, a sanguiina H-10 e a lambertianina C. Para além destes
compostos fendlicos a framboesa apresenta quantidades diminutas de conjugados de
flavonoides a base de quercetina e canferol (quercetina-3-glucurénido e quercetina-3-

glucosido (Figueira et al., 2016) e conjugados de acido elagico (Tabela 2).
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Constituintes bioativos da framboesa (Rubus Idaeus L) e os seus efeitos benéficos para a saiide

Tabela 2. Composig¢io fendlica da framboesa

Fonte: Adaptado de Gonzélez-Barrio, Borges, Mullen, & Crozier (2010).

Cianidina-3-soforésido 37,7
Cianidina-3-(2-glucosil rutinésido) 15

Cianidina-3-glucésido 9
Pelargodinina-3-sofordsido 1.3
Cianidina-3-(2-xilosilrutin6sido) 0.47
Cianidina-3-rutin6sido 3.7
Pelargodinina-3-glucosilrutindsido 0.77
Pelargodinina-3-glucésido 0.27
Pelargodinina-3-rutindsido 0.17

68
Sanguiina H-10 3.17
Sanguiina H-6 333
Lambertianina C 4.3

41

Acido eldgico pentésido 3
Acido el4gico 2.6

5.7

Os elagitaninos constituem uma classe complexa de polifendis. Estes taninos
hidrolisdveis s@o caracterizados pela existéncia de pelo menos um grupo hexahidrofenol
esterificado com uma molécula de actcar, esta molécula normalmente é a glucose, ou a
outros compostos polihidroxilados. Os elagitaninos sdo geralmente ldbeis quando sdo
sujeitos a reagdes de hidrélise e polimerizagdo. Na hidrdlise com 4cidos ou bases as
ligacdes a ésteres sdo hidrolisadas e o grupo hexahidrofenol reorganiza-se
automaticamente em 4cido eldgico que tem uma baixa solubilidade em dgua (Bakkalbasi,
Mentes, & Artik, 2009) .

Existem numerosos derivados de 4cido eldgico presentes em plantas formados
através de metilacao, glicosilagdo e metilagdo dos seus grupos hidroxilos. A solubilidade,
mobilidade e reatividade destes compostos € diferente entre plantas e animais (Bakkalbasi

et al., 2009).
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Em termos quantitativos, os elagitaninos sdo os principais compostos fendlicos da
framboesa correspondendo a um teor de dcido eldgico entre 38 mg a 270 mg/100g, de
acordo com Howard et al. (2010).

Segundo Mullen, Stewart, et al., (2002), a sanguiina H-6 (C23Hs54Os2; 4 grupos
hexahidrofenol, 2 unidades glucosil e 2 unidades galhoil) € o elagitanino maioritario deste

pequeno fruto (Figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica da sanguiina H6

Adaptado de PubChem, acedido a 03/09/2018,
disponivel em:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1618183

1#section=Top

As antocianinas integram num importante grupo de pigmentos de plantas que sao
soluveis em dgua. Sdo encontradas nos vacuolos como equilibradoras de outras
moléculas. Nos tecidos das plantas as antocianinas produzem varias tonalidades entre as
quais esta a tonalidade vermelha caracteristica da framboesa. Esta tonalidade depende do
valor de pH presente na planta. Existem glicosideos que contém a estrutura das
antocianinas (C6-C3-C6). As formas desglicosiladas sdo instdveis pelo que ndo sdo
facilmente encontradas na natureza. As antocianinas podem variar em alguns aspetos tais

Ccomo:

e No seu esqueleto, variando o nimero e posi¢des dos grupos substituintes
hidroxilo e metoxilo;

e A identidade, niimero e posi¢do dos acticares no seu esqueleto;
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e A extensdo da acilacdo de aclicares e os seus agentes.

Glucose, galactose, ramnose e arabinose sdo os agucares mais regularmente
encontrados nas antocianinas, usualmente na forma 3-glicosideo ou 3,5-diglicosideo e os
seus agentes de acilacdo sdo principalmente dcidos cinamicos (Clifford & Scalbert, 2000).

As 6 principais antocianinas das framboesas sdo: cianidina-3-sofordsido,
cianidina-3-glucosilrutinésido, cianidina-3-glucésido, cianidina-3-rutindsido,
pelargonina-3-soforésido e pelargonina-3-glucosilrutindsido (Mullen, Stewart, et al.,
2002).

As proantocianidinas sdo oligémeros ou polimeros de flavan-3-6is onde a sua a
dimensdo vai depender do seu grau de polimerizacdo. Nestes taninos condensados
podemos encontrar 3 anéis (A, B e C) e a sua estrutura difere de acordo com o niimero de
grupos hidroxilo em ambos os anéis e na sua estereoquimica. A framboesa contém flavan-
3-6is nas posicdes cis e trans e na forma monomérica e oligomérica, nomeadamente (+)-
catequina e (-)-epicatequina (Prior & Gu, 2005).

Os flavondis e os dcidos fendlicos sdo os compostos fendlicos minoritarios da
framboesa (Rao & Snyder, 2010).

A framboesa pode conter glicésidos e glucurénidos de quercetina (quercetina-3-
glucosido e quercetina-3-glucurénido), os acidos fenélicos podem ser hidroxicinamicos
(C6-C3) e hidroxibenzdicos (C6-C1) que se encontram nas formas glicosilada e
esterificada (Mullen, McGinn, et al., 2002).

Dentro das classes dos diferentes fendis presentes na framboesa, dados expressos
em peso seco, verificou-se que os elagitaninos tinham 1717 mg/100g, as antocianinas 230
mg/100g e os flavondis apenas 23 mg/100g. Numa determinagdo espectrofotométrica
verificou-se que os elagitaninos e as antocianinas representam cerca de 51% e 31% dos
fendis totais, respetivamente, o 4cido eldgico 9%, as procianidinas 8% e os flavondis
apenas 1% dos fendis totais presentes na framboesa (Howard, Castrodale, Brownmiller,
& Mauromoustakos, 2010).

A framboesa também € composta por uma classe de compostos, cetonas, que lhe
conferem o seu aroma caracteristico. A cetona presente na framboesa € um fendlico
aromdtico denominado 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona (CioHi202; PM - 164,2g/mol)
(Bredsdorff, Wedebye, Nikolov, Hallas-mgller, & Pilegaard, 2015; Verlag, Honkanen,
Pyysalo, & Hirvi, 1980).
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Na sua biossintese, o esqueleto C6-C4 de fenilbutandide € sintetizado por uma via
sequencial de duas principais reagdes que envolvem, respetivamente, as enzimas calcona-
sintase e a stilbeno-sintase (Koeduka, Watanabe, Suzuki, Hiratake, & Yazaki, 2011). E
durante a maturacdo da framboesa que a sua sintese pode ser detetada (Borejsza-Wysocki
& Hrazdina, 1994).

A cetona da framboesa apresenta na sua estrutura um grupo hidroxilo e um anel
benzoico livre, dai a sua alegada atividade enddcrina (estrogenicidade) que tem suscitado
o interesse de investigadores (Bredsdorff et al., 2015).

A cetona é um aroma primdrio das framboesas e € neste fruto que se encontra em
maiores concentracdes (0,00009 - 0,43 mg/100 g), embora também possa ocorrer
naturalmente em outros frutos de baga, tais como amoras, mirtilos e arandos. De acordo
com a base de dados ‘Volatile Compounds in Food 16.6.1° a quantidade de cetona na

framboesa pode variar entre 0,009 e 4,3 mg/kg (VCF, 2018).

3. Avaliacao de efeitos benéficos de alimentos para a satde

Na Unido Europeia (UE), os alimentos e os suplementos alimentares sé podem
ostentar mencdes relativas a beneficios de seus constituintes para a saide humana se tais
alegacdes forem consideradas vélidas, ou seja, comprovadas cientificamente.

De acordo com o Regulamento (CE) n.° 1924/2006 relativo a alegacdes
nutricionais e de sadde sobre alimentos, alegacdes de satide sdo quaisquer alegacdes que
declarem, sugiram ou implique a existéncia de uma relacdo entre uma categoria de
alimentos, um alimento ou um dos seus constituintes e a saide. Este diploma considera 4
tipos fundamentais de alegacdes de satide: funcionais genéricas (Art. 13.1°); novas
alegacOes funcionais (Art.13.5°), alegacdes relativas a reducdo de um risco de doenca
(Artigo 14.1.a°) e ao desenvolvimento ou a satde das criangas (Art. 14.1.b°) (CE, 2007).

As alegacOes de satide devem ser verdadeiras, claras, fidveis, compreensiveis, de
uso justificado, fundamentadas cientificamente em elementos e dados relevantes, estas
também devem satisfazer que no alimento, os nutrientes/ndo-nutrientes para qual as
alegacOes sdo realizadas esta presente numa quantidade que ird produzir o efeito

fisiolégico alegado, numa forma biodisponivel para o organismo (CE, 2007).

As alegacdes de saude funcionais referem-se a acdo de um nutriente/outa
substancia no crescimento, no desenvolvimento ou na manutengdo de fungdes do

organismo, tais como o emagrecimento, controlo de peso, reducdo do apetite, aumento da
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sensacdo de saciedade, redugdo do valor energético do regime alimentar e psicologicas

ou comportamentais (CE, 2007).

Novas alegacdes de saide funcionais, alegacdes relativas a redu¢do de um
risco de doenca e ao desenvolvimento ou a saide das criancas carecem de autorizacao
prévia pela Comissdao Europeia, apds avaliacdo da fundamentacao cientifica realizada

pela Autoridade Europeia de Seguranca dos Alimentos (ing. EFSA) (CE, 2007).

O pedido de autorizacao deve satisfazer os requisitos técnicos estabelecidos no Anexo

do Regulamento (CE) n°® 353/2008 (CE, 2008). Concretamente:

1. O alimento e /ou os seus constituintes, nutrientes e ndo nutrientes, alvo da
alegacdo, devem estar devidamente caracterizados, nomeadamente no que
respeita aos métodos analiticos aplicados;

2. Os dados cientificos disponiveis devem demonstrar que o efeito fisiol6gico
alegado do alimento é benéfico para a saide humana.

3. Dados provenientes de estudos no ser humano sobre a relacao entre o consumo do
alimento e o efeito alegado sdo indispensdveis a fundamentacdo cientifica das

alegacdes de sauide.

Os dados cientificos disponiveis devem comprovar uma relacdo de causa e efeito entre
o consumo do alimento e o efeito alegado no ser humano (designadamente: solidez,
consisténcia, especificidade, dose-resposta e plausibilidade biolégica dessa relacdo). Os
dados cientificos identificados devem ser organizados pela seguinte ordem: dados de
estudos no ser humano (estudos de intervengao, estudos observacionais e outros estudos
que abordem os mecanismos através dos quais o alimento/constituintes pode dar origem
ao efeito alegado, incluindo estudos de biodisponibilidade); dados de estudos ndo
relativos ao ser humano, relativos a animais e de estudos ex vivo ou in vitro, baseados em
amostras biol6gicas humanas ou animais, ou outros estudos ndo realizados no ser humano

(CE, 2008).

A hierarquia da forca da evidéncia destes dados € igualmente considerada no
anexo deste diploma. Para os dados de estudos de intervencao no ser humano as provas
com maior evidéncia cientifica provém de estudos aleatérios controlados, seguidas por

ordem decrescente, de provas de outros estudos aleatérios (ndo controlados), de provas
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de estudos controlados (ndo aleatdrios), e de provas de outros estudos de intervengdo.
Para estudos no ser humano observacionais a ordem decrescente de forca da prova é a
seguinte: estudos de coorte, estudos de caso-controlo, estudos transversais € outros
estudos de observacdo, como os relatérios de casos. Seguidamente vém as provas de
outros estudos no ser humano que abordem os mecanismos através dos quais o alimento
pode dar origem ao efeito alegado, incluindo estudos sobre a biodisponibilidade (CE,

2008).

E importante realcar que os requisitos legais das alegacdes na Unido Europeia ndao
sdo aplicaveis a publicacdes cientificas ainda que estas sejam usadas na fundamentagao

cientifica das mesmas (CE, 2007).

4. Objetivos

Dada a caracterizagdo composicional da framboesa e considerando os critérios
cientificos relativos a avaliacdo de alegacdes de saude, a elaboracdo desta tese teve como
objetivo identificar os principais compostos bioativos da framboesa, pesquisar, analisar e
discutir os alegados efeitos benéficos para a satide humana dos constituintes estudados.

Esta monografia de revisdo teve os objetivos especificos seguintes:

e Identificacdo dos principais compostos da framboesa com atividade
biol6gica num motor de busca de acesso a base de dados de citacdes e
resumos de artigos de investigagdo em biomedicina;

e Identificacdo e caracterizacdo de forma tabelar dos principais estudos in
vivo e in vitro referentes aos efeitos benéficos reportados para os
constituintes identificados;

e Discussio dos resultados obtidos considerando as evidéncias cientificas
disponiveis, os critérios estabelecidos na legislacdo para alegagdes de

saude sobre alimentos e as recomendagdes da EFSA.
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5. Metodologia
A metodologia adotada neste trabalho compreendeu a:

e Pesquisa de artigos cientificos para a identificacdo dos principais constituintes
da framboesa com atividade biol6gica no motor de busca PubMed. O descritivo
usado foi “Red raspberry” e os critérios de exclusao foram: artigos de revisao,
artigos que identificam compostos fendlicos ou outros constituintes, mas que
ndo avaliam os efeitos biolégicos dos mesmos e artigos que avaliam efeitos

biolégicos, mas s6 determinam o contetdo em fendis totais.
e Pesquisa de artigos cientificos para a recolha de evidéncias para cada um dos

compostos acima referidos, nos motores de busca PubMed e ScienceDirect,

respeitantes aos efeitos benéficos para a saide de cada um deles;

e Pesquisa de legislacio na EUR-Lex e de orientacdes da EFSA no portal

efsa.europa.eu.
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I1. Desenvolvimento

1. Identificacao dos principais compostos bioativos da framboesa

A identifica¢do dos principais estudos sobre a framboesa baseou-se, com referido
na metodologia neste trabalho, numa pesquisa no motor de busca PubMed para o descritor
‘red raspberry’, até Dezembro de 2017.

O interesse relativo ao estudo da framboesa e a investigacdo da bioatividade de
constituintes deste pequeno fruto ¢ recente. Dos 224 estudos publicados naquela
plataforma 8% foram publicados entre 1972 e 1999 e nenhum destes trabalhos investigou
efeitos fisiolégicos benéficos deste fruto. Os artigos resultantes desta pesquisa foram
publicados sobretudo na segunda década do século XXI, principalmente nos udltimos 5

anos (2013-2017; cerca de 52% do total) (Grafico 1).

Estudos 25 23
H o 22

Publicados (n2) 21 21

20

15
15 14
11
9 10
10 8 8
7 7
6
3 4
57173

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Grifico 1. Distribui¢io dos estudos publicados no PubMed para o descritor “red raspberry” (2000-2017

Aplicados os critérios de exclusio aos 224 artigos identificados para a framboesa
constatou-se que apenas 34 estudos (15% do total) eram investigagdes relativas a efeitos

benéficos de constituintes deste fruto (Grafico 2).
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Grafico 2. Distribuicio dos estudos publicados no PubMed para o descritor “red raspberry” relativos a
constituintes da framboesa e a efeitos fisiologicos benéficos (2000 — 2017)

O grafico 2 apresenta os estudos publicados para constituintes da framboesa entre
2000 e 2017. No total apenas 34 artigos (15% do total) satisfizeram os objetivos
estabelecidos para esta pesquisa: 12 artigos para antocianinas, 10 artigos para
elagitaninos, 10 artigos para acido eldgico, 5 artigos para a cetona e 3 artigos para a
quercetina, 2 artigos para o canferol e 4 artigos para os outros constituintes, incluindo
relativos a vitamina C. Destes estudos 8 referem-se a antocianinas e a elagitaninos e 5
destes 8 também identificam 4dcido eldgico ou seus derivados.

Subsiste uma grande diversificacdo dos artigos publicados pelos anos, mas
existem alguns constituintes da framboesa que mantém uma pesquisa constante ao longo
dos anos, nomeadamente antocianinas e elagitaninos.

Alguns artigos ndo se focaram apenas num constituinte mas em varios, isto advém
do uso de extratos ou do fruto em si da framboesa.

Os constituintes da framboesa, assinalados como os principais, a estudar neste

trabalho foram escolhidos em fun¢do do nimero de artigos publicados identificando os

28



Desenvolvimento

mesmos ou metabolitos destes e a distribuicdo dessas publicagdes no periodo
considerado. Assim, foram entdo designados os principais constituintes bioativos da

framboesa os seguintes compostos: antocianinas, elagitaninos, 4cido eldgico e a cetona.

E de salientar que os artigos dos constituintes agrupados no grupo Outros, sio
sobretudo artigos relativos a vitamina C da framboesa. Este constituinte ndo foi
considerado neste trabalho por se tratar, como referido anteriormente, de um nutriente
com atividades fisiolégicas benéficas cientificamente comprovadas. De facto, no Registo
da UE de Alegacdes Nutricionais e de Sauide existem 15 alegacdes de saide aprovadas
para esta vitamina, relativas a aspetos fisioldgicos benéficos variados tais como
(European Commission, 2019): a contribui¢do para o normal funcionamento do sistema
imunitdrio, a formagao de colagénio e a fun¢do normal das veias, ossos, cartilagem, pele
e dentes; o normal funcionamento do metabolismo de energia, a fungao normal do sistema
nervoso e psicolégico; a protecao contra o stress oxidativo, e a contribui¢do para reducdo
da fadiga, na regeneracdo da forma reduzida da vitamina E e no aumento da absorcio de
ferro. Note-se que, regra geral, os alimentos/suplementos alimentares que ostentem essas
alegacdes de saude devem, pelo menos, constituir uma fonte de vitamina C, ou seja,
devem apresentar um teor de vitamina C de pelo menos 12 mg/100g (European

Commission, 2019).

Seguidamente apresentam-se os resultados das pesquisas realizadas para cada um

destes constituintes pela ordem de importancia dos mesmos.

2. Efeitos fisiologicos benéficos dos compostos bioativos da framboesa

2.1 Evidéncias de efeitos fisiologicos benéficos de Antocianinas

As tabelas seguintes referem-se aos estudos relativos aos efeitos biologicos das

antocianinas da framboesa.
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Tabela 3. Estudos em animais relativos aos efeitos biolégicos das antocianinas.

Animal usado Tratamento Efeito Referéncias
1 da secrecdo de
Ratos machos, 100 pg de padrao  adiponectina; 1 da secrecao
com 7 semanas de cianidina-3- de leptina; 1 da expressdo Teud |
) lucésido e &ni in6citos: suda et al.,
(isolamento dos g génica de adipdcitos; 004
o 100ug de regulacdo da expressdo de ( )
seus adipdcitos) cianidina ) ) i
adiponectina no tecido
adiposo branco.
Extrato padrdo dda concentracao de glucose
rico em no sangue; 1 da sensibilidade
Ratos diabéticos antocianinas, 4 insulina; regulacao positiva
machos KK-A, incluindo do transportador da glicose Sasaki et al.,
com 4 semanas cianidina-3- nos adipécitos; ¥ da formacdo (2007)
glicésido durante d T
e adipocitocinas
5 semanas . ..
inflamatorias.
 peso (8%); falta de apetite;
o 1 do metabolismo; 4 do
Extrato de varios dice de at )
indice de aterosclerose
R frutos de baga o Zafra-Stone,
atos (framboesa, (36,6%); ¥ da oxidagdo de Yasmin
ateroscleréticos mlml(()f morango lipoproteinas; inibi¢do da Bagchi &
machos, (80g) ¢ a;i?ocg;;izsem transcrigdo basal de Chatterjee,
(OptiBerry) biomarcadores inflamatérios; (2007)
d do hemangioma; { do
crescimento celular tumoral.
Administracio Pouca absorcio antes de se
unica de 2,77 ml atingir o fleo; quantidades
Ratos machos de sumo de substanciais passam do Borges,
(= 277g) framboesa (cerca intestino grosso para o Roowi,
(estudo de de 3,3 gde intestino delgado; degradagio Roue}net,
biodisponibilidade) framboesa; 918 pela microflora do colon; LDuthlg,O 357
I?m‘.)l de figado, rins e cérebro sem ean, ( )
antocianinas/rato) quaisquer vestigios.
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Tabela 3 (cont). Estudos em animais relativos aos efeitos bioldgicos das antocianinas.

Animal usado

Ratos machos,
com 5 semanas

Ratos carecas, com
6-8 semanas

Ratos machos com
colite induzida,
com 6 semanas

Ratos gordos
machos, com 6
semanas

Tratamento

Suplementacio

da dieta com
cianidina-3-
glicosideo
(padrao; 0,2%
m/m do total),
durante 12
semanas

20 mg/kg de
fracdes ricas
em
antocianinas
durante 10 dias

Ingestao da
dieta
suplementada
com framboesa
(5%, m/m),
durante 4
semanas

Ingestdo de 20
g da dieta
suplementada
de 2% de
framboesa
liofilizada
(2,982 mg de
antocianinas/g
peso seco),
durante 12
semanas

Efeito

{ do nivel de glicose; 1 da
sensibilidade 4 insulina; ¥ do
nivel de mRNA, { das
concentragdes séricas das
citocinas inflamatdrias e a
infiltragdo de macréfagos no
tecido adiposo; diminui¢do dos
triglicéridos hepdticos; promogao
e exclusdo da rabdomiossarcoma.

{ peso; atenuacdo nos danos
histolégicos induzidos.

Supressdo da Nf-kB; lda
expressdo de interleucinas
inflamatérias (IL-1, IL-2, IL-6 ¢
IL-7), da ciclooxigenase-2 e do
fator-ada necrose tumoral (TNF-
a); protecdo da estrutura do
colon.

) triglicéridos; ) glicémia; menor
frequéncia cardiaca; efeito
benéfico na expressdo do recetor
da adiponectina e da
apolipoproteina; { colesterol
plasmaético; regulacdo da
hemostase dos triglicéridos.

Referéncias

(Guo et al.,
2012)

Lietal.,
(2014)

Bibi, Kang,
Du, & Zhu,
(2017)

Kirakosyan
et al., (2017)
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Tabela 4. Estudos in vitro relativos aos efeitos biolgicos das antocianinas padrio.

Cultura

celular/modelo

Tratamento

Efeito

Referéncias

utilizado

Células do colon
humano (HT29)

Adipdcitos humanos

Células cancerigenas
humanas (sistema
nervoso central SF-
268, pulmao NCI-
H460 e mama MCF-
7, colon HCT-166 ¢

géstrico AGS)

Atividade
antioxidante
potencial (AAO);
Poder de reducdo do
ion ferro

AAQ; do poder de
reducdo do fon ferro
e pela captacdo de
radicais livres da
atividade da 2,2-
difenil-1-
picrilhidrazilo

Extrato aquoso
de cloreto de
cianidina puro

10 uM de
cianidina-3-
glicosideo pura
e 100uM de
cianidina pura
por 24h

Extratos de
hexano,
metanolicos e
etandlicos de
framboesas com
314 mg de
antocianinas/100
g de framboesa
(dose
investigada: 50,
100 e 250

pg/ml)

30 uL de
extratos de
varias
framboesas

3g de amostras
de fruto
previamente
tratadas e
purificadas

! da viabilidade celular; ¢
do crescimento celular;
protecdo contra os danos
causados no ADN.

1 da regulacao da
adiponectina; d do
plasminogénio-1; { IL-6; {
da expressao de genes
relacionados com o
metabolismo lipidico
(proteina desacopladora
mitocondrial 2, acil-CoA
oxidase e perilipina).

AAO > 50% na
peroxidacdo lipidica
(50pg/ml); inibicao da
atividade da ciclooxigenase
(27,5-33,1%); inibig¢do do
crescimento celular
cancerigeno (50%-colon,
24%-mama e 37%-
estdmago).

AAO de cultivares
selvagens > AAO de
cultivares comerciais;

AAO fcom o teor de
compostos fendis e com o
teor em antocianinas totais

Glei et al.,
(2003)

Tsuda,
Ueno,
Yoshikawa,
Kojo, &
Osawa,
(2006)

Bowen-
Forbes,
Zhang, &
Nair, (2009)

Ceki¢ &
Mustafa,
(2009)

Chen, Xin,
Zhang, &
Yuan,
(2012)
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Tabela (cont.) 4. Estudos in vitro relativos aos efeitos bioldgicos das antocianinas padrio

Cultura
celular/modelo Tratamento

utilizado

Efeito Referéncias

Supressao da sintese de 6xido

a t?\/fljgcr)zf(al%OASW 100,150 e 200 nitrico; reducao dos niveis de Liet al.,
pg/ml cicloxigenase-2, e das IL-1 e IL- (2014)
264,7) 6

Do total (21 antocianinas) apenas
Padrdes de 21  a cianidina-3-O-ramnédsido e dois

L. antocianinas, glicosideos da delfinidina
Hepatocitos . . g PR Srovnalova
hUmanos incluindo inibiram significativamente os et al., (2014)
antocianinas  citocromos analisados (CYP2C9, ”

da framboesa CYP2A6, CYP2B6 e CYP3A4).

Efeito antioxidante via reducdo
da atividade da atividade da 2,2-

) e . e ] ] Demirbas,
Associacao de difenil- 1-picrilhidrazilo; efeito )
Extratos de Yilmaz,
extratos de frutos  frutos de baga  anti microbial contra bactérias [Idiz
de baga com associados a  gram negativo (Escherichia coli Bal demi,r &
nanoparticulas ~ nanoparticulas e Salmonela entérica) e gram Ocso ’
(Ag NPs) (3ug/ml) positivo (Staphylococus aureus e Y
. .. (2017)
Bacillus cereus); atividade
antifingica (Candida albicans).
Extratos
liofilizados de
frutos
vermelhos, { radicais livres; aprisionamento
AAO; Captagao incluindo do carbonilo reativo; ¥ da Ma et al.,
de radicais 1i framboesas, o . . . 2018
e radicais livies - oecidos glicacdo; efeitos microglidis (2018)
em neuroprotetores.
antocianinas
(0.25 ml de 100
pg/ml)

As framboesas possuem, como visto anteriormente, um perfil de polifendis tnico,
que ¢ caracterizado principalmente pelas antocianinas. Estes compostos tém um
significado importante na prevencdo de vdrias doengas tais como doengas oncoldgicas,
doencas cardiovasculares, obesidade e diabetes. Os seus efeitos na saude estdo em base

na sua capacidade antioxidante e anti-inflamatoria.
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2.1.1. Efeito antioxidante

Segundo Chen et al (2012) o potencial antioxidante das framboesas ¢ maior
quando o récio entre a quantidade de antocianinas e a quantidade de polifendis totais é
maior também.

Ja Cekic & Mustafa (2009) compararam a atividade antioxidante de cultivares de
framboesa selvagens e comerciais. Os resultados deste estudo apontaram que alguns
cultivares selvagens continham maior potencial antioxidante do que os comerciais,
usando o método comuns a média da capacidade antioxidante foi de 14,6 e 14,1 umol do
contetdo total de polifendis por mg de peso fresco.

Bowen-forbes et al (2009) analisaram in vitro os principais efeitos das
antocianinas em apenas um estudo, os autores analisaram as propriedades antioxidantes,
anti-inflamatdrias e anticancerigenas. Como resultados as antocianinas da framboesa
demonstraram uma atividade antioxidante com valores superiores a 50% de inibi¢ao da
peroxidacdo lipidica. No caso da atividade anti-inflamatéria as antocianinas
demonstraram uma moderada inibi¢do da ciclooxigenase em cerca de 33%. Por tltimo as
antocianinas também demonstraram um poder de inibicdo no crescimento de células
cancerigenas em vdrios tipos de cancro (colén-50%, mama-24%, pulmio-54% e

estomago-37%).
2.1.2 Efeito anti-inflamatorio

Para avaliar o efeito inflamatoério Li et al (2014) utilizaram extratos de framboesa
ricos em antocianinas em macréfagos. O objetivo do estudo em si era observar se estes
compostos apresentavam efeitos inibitérios sobre a produgao de 6xido nitrico nas células
em questdo. As fra¢des ricas em antocianinas suprimiram a sintese de 6xido nitrico e
baixaram os niveis de ciclooxigenase-2, interleucina-2 e interleucina-6b que estdo
implicadas nos processos de inflamacao dos macréfagos. Os mesmos autores realizaram
também um estudo in vivo utilizando ratos. Com este modelo os extratos ricos em
antocianinas baixaram o peso induzido nos ratos e melhoraram o dano histolégico.

Num estudo mais recente, Bibi et al (2017) induziram colite em ratos com a
administracdo de sulfato de dextrano sédico. Os resultados foram similares ao estudo

N

anterior em relacdo a reducdo da inflamag¢do, mas neste estudo a suplementagdo
demonstrou uma protecdo da estrutura colénica associada a supressdo da Nf-kB e a
reducdo da expressdo de interleucinas inflamatodrias (1b, 6 e 7), ciclooxigenase-2 e do

fator-a da necrose tumoral.
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Zafra-stone et al (2007) anteriormente ja tinham feito uma associacdo de
antocianinas, mas de forma diferente. Os investigadores apenas associaram V4rios
extratos ricos em antocianinas provenientes de diversos frutos (framboesa, mirtilo,
morango e arando). Dos efeitos observados, esta jun¢do de extratos inibiu as transcri¢cdes
basais de certos biomarcadores inflamatdrios tais como a interleucina-8 reduzindo assim
a formacdo de hemangioma e diminuindo o crescimento celular de tumores. Esta
associacdo também demonstrou ter atividade anti microbial demostrando um potencial
citotéxico contra a Helicobacter pylori a nivel gastrointestinal. Os mesmos autores
também quiserem mecanizar o seu estudo e para isso efetuaram um estudo in vivo
utilizando hamsters. A suplementacdo com o extrato derivados dos frutos anteriormente
referidos provocou uma perda de peso significativa (8%) causada pela falta de apetite e
pelo aumento do metabolismo. O indice de aterosclerose também diminuiu em cerca de

36,6% pela reducdo da oxidagdo de lipoproteinas.
2.1.3. Efeito cardiovascular

Alguns autores também se interessaram pelos efeitos que as antocianinas
produzem a nivel cardiovascular, para isto, Kirakosyan et al (2017) utilizaram ratos
propensos a obesidade como modelo cardiometabdlico. Com o consumo da framboesa os
niveis de triglicéridos e os niveis de glicemia foram reduzidos, mas ndo ocorreu qualquer
efeito nos niveis de insulina e do peso corporal o que vai contra alguns estudos que vao
ser descritos mais a frente. Através de uma ecografia também foi verificado uma reducio
da ampliacdo do ventriculo esquerdo e do espessamento da parede o que produziu nos
ratos uma menor frequéncia cardiaca. Por fim neste estudo foi feita uma avaliacdo da
expressdo dos genes no tecido cardiaco, a framboesa demonstrou um efeito benéfico na
expressao do recetor da adiponectina e da apolipoproteina que estdo relacionadas com o

colesterol presente no plasma e a hemostase de triglicéridos.

2.1.4 Obesidade/Diabetes

A nivel da obesidade e da resisténcia a insulina existem alguns estudos que
indicam que as antocianinas estdo relacionadas com a expressdo de adipocitocinas
(adiponectina e leptina), Tsuda et al (2006) basearam-se no perfil da expressao génica de
adipdcitos humanos, depois de uma administragdo de antocianinas ocorreram mudancas
significativas na expressao das adipocitocinas (neste caso: um aumento na regulacdo da
adiponectina e uma diminui¢do do plasminogenio-1 e da interleucina-6). No caso da

expressao génica, este tratamento diminuiu a expressdo de alguns genes relacionados com
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o metabolismo lipidico (proteina desacopladora mitocondrial 2, acil-CoA oxidase e
perilipina).

J4 em estudos in vivo os resultados nao divergiram, Tsuda et al (2004) com ratos
tratados com antocianinas demonstraram um aumento da secre¢do de adipocitocinas e
aumentaram a expressdo genica dos adipdcitos. Sasaki et al (2007) quiseram também
averiguar os efeitos das antocianinas na doenga diabetes. Durante 5 semanas foi
administrado a estes ratos um extrato rico em antocianinas, nomeadamente cianidina-3-
glicosideo. Este composto reduziu significativamente a concentracdo de glicose no
sangue aumento a sensibilidade a insulina, isto foi devido a regulacdo positiva do
transportador da glicose nos adipdcitos e pela diminui¢dao da formagao de adipocitocinas
inflamatorias.

Num estudo mais recente, mas com o mesmo objetivo, Guo et al (2012)
verificaram os mesmo resultados (nivel de glicose melhorou significativamente e a
sensibilidade a insulina aumentou), mas com este estudo a suplementacdo com este
composto demonstrou uma redugdo dos niveis de mRNA, das citocinas inflamatérias, da
infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo e uma diminuicao dos niveis de triglicéridos
hepéticos.

2.1.5 Efeito nas doencas mentais

Apesar de ainda ndo estar bem claro o efeito das antocianinas em doengas mentais,
Ma et al (2018) obtiveram resultados que podem ser permissores nos efeito benéficos das
antocianinas na doenca alzheimer. Apesar de ainda ndo existir um mecanismo concreto
para estes beneficios, os investigadores descobriram que as antocianinas demostram in
vitro uma diminui¢do dos radicais livres, um aprisionamento do carbonilo reativo, a
diminui¢do da glicacdo e também efeitos microglidis neuro protetores importantes para

este tipo de doengas.

2.1.6 Associacao das antocianinas com outos compostos

A associacdo de antocianinas com outros compostos/moléculas também se tornou
interesse para investigacao, para estudar os beneficios destas associagdes Demirbas et al
(2017) implementaram extratos ricos em antocianinas em nanoparticulas. Esta associacao
demonstrou ser um potente antioxidante via a reducio da atividade da 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo. Estes compostos juntos ndo tiveram apenas uma atividade antioxidante,
mas também uma atividade anti microbial. As antocianinas junto com as nanoparticulas

atuaram sinergicamente contra bactérias Gram negativo (Escherichia coli e Salmonella
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entérica), Gram positivo (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e também contra

fungos (Candida albicans).

2.2 Evideéncias de efeitos fisiologicos benéficos de Elagitaninos

As tabelas seguintes referem-se aos estudos relativos aos efeitos biolégicos dos

elagitaninos da framboesa.

Tabela 4. Estudos de interven¢iio em humanos relativos aos efeitos biolégicos dos elagitaninos

Tipo de estudo

Estudo de
Biodisponibilidade

Controlado
aleatoério

Estudo de
Biodisponibilidade

Estudo de
Biodisponibilidade

Tratamento

Ingestdo de 250mg
morangos/framboesas/
nozes e 300 ml de vinho
tinto

71mg de antocianinas
padrdo e 789mg de
elagitaninos padrao
durante 16 semanas

300g de framboesas

Ingestdo de uma dose
unica de sumo de 300g
de framboesas

Efeito

Metabolizacdo pela
microflora intestinal,
transformando os
elagitaninos em
urolitinas.

1 da concentracao de
leptina; efeitos
positivos na pressao
arterial sistolica, LDL
colesterol, parametro
antioxidante total e
resistina.

Hidrolise dos
elagitaninos no
Estomago e/ou

intestino delgado.

Os elagitaninos passam

do intestino grosso
para o intestino
delgado onde sao
convertidos a urolitina
A e B pela microflora
intestinal; os

metabolitos de urolitina

encontram-se no
sistema circulatorio
durante mais tempo
que as antocianinas.

Referéncias

Cerda,
Tomas-
Barberan &
Espin,
(2005)

Puupponen-
Pimii et al.,
(2013)

Gonzalez-
Barrio,
Borges,

Mullen, &
Crozier,
(2010)

Ludwig et
al., (2015)

37




Constituintes bioativos da framboesa (Rubus Idaeus L) e os seus efeitos benéficos para a saiide

Tabela 5. Estudos em animais relativos aos efeitos bioldgicos dos elagitaninos.

Modelo

Tratamento

Efeito

Referéncias

Lambertianina C e a

Coelhos machos, 25ul de sanguiina H-6 dem9strarflm Mu.llen,
com 3.5 k concentrado de  uma potente vasodilatacdo/ McGinn, et
- X8 framboesa relaxamento da aorta al., (2002)
toracica descendente
Nenhum metabolito dos
. elagitaninos foi encontrado
Porcos Ibéricos, acumulado em qualquer
com cerca de 10 Alimentos ricos  90rgdo (figado, rim, cérebro )
meses e 100kg o ~ Espin et al.,
em elagitaninos e pulmdes) sendo que a (2007)
(estudo de (+4kg por dia) persisténcia destes
biodisponibilidade) metabolitos no organismo é

devida 4 circulagcao
enterohepdtica ativa.

Ingestao de
30/120 mg/kg de
um extrato
enriquecido de
polifendis da
framboesa

Menor incidéncia da artrite
induzida; inibi¢ao da
inflamag¢ao; menor dano na
cartilagem e na reabsorc¢ao

Ratos machos com
artrite induzida,
com 130g a 150g

Jean-Gilles
et al., (2011)

dssea.
durante 30 dias
Equivalente ao
consumo de Inibicdo da producao do

275ml, por um
humano com
70kg, de sumo de
framboesa
durante 12
semanas

anido superéxido a nivel

cardiaco e aortico; 1 da

atividade da glutationa-
peroxidase hepitica.

Suh et al.,
(2011)

Hamsters machos,
com 60g a 80g
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Tabela 6. Estudos in vitro relativos aos efeitos bioldgicos dos elagitaninos.

Cultuf::l/modelo Tratamento Efeito Referéncias
utilizado
AAO, ‘ A sanguiina H-6 Mullen,
Espetroscopia de 150g de extratos demostrou ser um dos McGinn. et
ressonancia de de framboesa principais contribuintes ’
. - al., (2002)
spin eletrénico para a AAO.
Inibici .. ) heplick
Atividade de nll?lgao da at1V1(%ade.da o Cheplick,
L . 800pl de cada  amilase e da o-glicosidade; Know,
vérias enzimas e .. .
C . amostra de diminuicdo da atividade da ~ Bhowmik, &
implicadas na .
) framboesa enzima conversora da Shetty,
diabetes . .
angiotensina-1 (20006)
500 u g de { na proliferacio das Ross
Células cervicais elagitaninos células cancerigenas; os Medou ’all
humanas provenientes de  elagitaninos demostraram & Stevfart’
cancerigenas HeLa  um extrato de uma maior fracdo na 2007 ,
framboesas atividade antioxidante
50/100 1 g/ml de Inibicao da a-amilase Grussu.
Atividade da o - framboesas { das caracterfsticas Stewart, &
. moleculares das células McDougall,
amilase Mistura contendo ) o
diferentes Caco-2 e células primdrias (2011)
Células tumorais  concentracdes de tumorais; inibi¢ao do Niifiez-
do colon Caco-2 metabolitos tamanho e nimero das .
3 : T Séanchez et
padrdo d?er_adOS colonosferas e inibi¢do do al., (2016)
dos elagitaninos aldeido desidrogenase. h

Nao existe uma informacdo disponivel que seja relevante e correta sobre estes
compostos, apenas existem algumas consideracdes literdrias que demonstram e
quantificam os elagitaninos presentes na framboesa, o que torna dificil avaliar estes
compostos de forma precisa.

No entanto, deve-se notar que, in vivo, os efeitos sobre a saude dos polifendis
resultam da atividade dos seus metabdlitos. No caso dos elagitaninos, os principais
metabolitos sdo os produtos da sua decomposi¢do, ou seja, o 4cido eldgico e urolitina
(Tomas-Barberan et al., 2008).

As elagitaninos também fazem um grande papel na nutricdo humana por

apresentarem diversas propriedades biologicas incluindo atividade antioxidante,
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anticancerigena, anti-inflamatdria e antiaterosclerética (Bakkalbasi et al., 2009) (M.N.,

2000) (Landete, 2011).

2.2.1 Efeito vasorelaxante

Para determinar a contribuicio das Framboesas para a capacidade
antioxidante/propriedades vaso relaxantes Mullen et al (2002) elaboraram um estudo
utilizando coelhos como modelo de estudo. Para a realizacdo deste estudo foi necesséria
uma preparacio previa do objeto de estudo para ser possivel obter resultados concretos,
com isto os coelhos foram anestesiados por administra¢do intravenosa de pentobarbitona
(100mg/kg) com 1000 UI de heparina e foi lhes removida a aorta tordcica. Esta foi
totalmente limpa de gordura e cortada em anéis que seguidamente foram suspensos em
10ml de banho tampao Krebs mantido a 37° C para reproduzir o ambiente interno. Estes
anéis foram mantidos a uma pressdo Otima de 2g que foi mantida durante toda a
experiéncia e a contracdo/relaxamento foi avaliada através de um transdutor de forca
isométrica. Depois de se atingir a estabilidade da solucdo foi colocado no banho 25ul de
cada composto (elagitaninos, antocianinas e outros polifendis) previamente tratados. Para
determinar se estes compostos provocavam ou ndo vasorelaxamento a aorta retirada dos
coelhos foi contraida com fenilefrina. As solu¢cdes contendo lambertianina C e sanguiina

H-6 foram as que demonstraram ter um maior potencial vasorelaxante.

2.2.2 Efeito anti proliferativo

Para testar os efeitos anti proliferativos da framboesa, Ross et al (2007) realizaram
um estudo in vitro utilizando células cervicais cancerigenas retiradas de humanos, para
isto foram utilizados extratos de framboesa enriquecidos em polifendis (antocianinas e
elagitaninos) mas sem a presenga de dcidos organicos, agucares e vitamina C). Os extratos
de framboesa demonstraram uma inibi¢do na proliferacdo destas células numa dose
dependente baseada na viabilidade e no numero destas células. Sabendo que uma
desregular proliferacdo e uma supressdo da apoptose sdo os mecanismos chave para a
iniciacdo e progressao do cancro a utilizacdo de extratos de framboesa ricos em polifendis
pode levar a uma menor proliferacdo de células cancerigenas.

Nufiez-Sanchez et al (2016) utilizaram metabolitos da elagitaninos em vez de
extratos de framboesa, também foram usadas células tumorais provenientes de tecidos
removidos do célon de pacientes com cancro colorretal. Os resultados foram obtidos

através da quantificag@o da inibi¢cdo do numero e tamanho das colonosferas (células Caco-

40



Desenvolvimento

2 e células tumorais primarias) e também da atividade do aldeido desidrogenase
(marcador da quimioresisténcia). A mistura 1 continha principalmente urolitina-A (85%
Uro-A 10% Uro-C, 5% EA) como metabolito das elagitaninas e foi a que obteve mais
efetividade inibindo tanto o tamanho/ntimero das colonosferas como a atividade da
ALDH. A mistura 2 continha menos urolitina-A (30% Uro-A, 50% isoUro-A, 10% Uro-
B, 5% Uro-C e 5% de 4acido eldgico) e apresentou alguns efeitos no ndmero de

colonosferas, mas ndo apresentou qualquer efeito no aldeido desidrogenase.

2.2.3. Efeito anti-inflamatorio

Jean-Gilles et al (2013) focaram a sua investigacdo em dois estudos, no primeiro
estudo (in vitro) utilizaram-se células basais de bovino para avaliar os efeitos dos
polifendis presentes na framboesa na degradacdo da cartilagem. Para isto as células foram
estimuladas com 10ng/ml de interleucina-1f para induzir a libertagdo de proteoglicano e
colagénio tipo 2. Os dados obtidos neste estudo deduziram que os extratos de ricos em
polifendis contendo elagitaninos reduziram a degradacdo dos niveis de proteoglicano e
colagénio tipo 2.

J& no segundo estudo, os mesmos autores utilizaram ratos induzidos com
antigénios como modelo de estudo. Estes ratos foram administrados durante 30 dias com
extratos de framboesa (30 e 120 mg/kg). Depois de uma injecdo de M. tuberculosis os
ratos foram administrados diariamente com as duas diferentes doses. Os ratos de controlo
demonstraram uma inflamagao severa, uma reabsorcao dssea fraca e um dano moderado
na cartilagem. Obtiveram-se valores parecidos com a administra¢do da dose de 30mg/kg,
mas com a administra¢do de uma dose de 120mg/kg os resultados demonstraram uma
inflamacdo leve, uma reabsor¢do éssea acentuada e um minino dano na cartilagem. O
score clinico na dose mais elevada demonstrou uma inibicao significativa da inflamacgao
(54%) uma reabsorcdo Ossea de 67% e uma percentagem de 67% para o dano na

cartilagem.

2.2.4 Diabetes

Cheplick et al (2006) quiseram estudar os efeitos de extratos ricos em polifendis
derivados de alguns frutos como a framboesa. O objetivo deste estudo foi verificar a
atividade de certas enzimas associadas a diabetes tipo 2 (a-amilase, a-glicosidade e a
enzima conversora da angiotensina 1). A inibi¢do deste tipo de enzimas pode ter efeitos
benéficos no controlo desta doenga pois estas enzimas catalisam a absorcao de glicose a

partir de polissacarideos no intestino delgado e a sua inibi¢do é considerada uma das
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medidas efetivas para o controle da captacdo de glicose. Os extratos de framboesa
demonstraram uma inibicdo eficaz da a-amilase, uma inibicdo de 85% para a a-
glicosidade e também uma inibicdo de 70% da enzima conversora da angiotensina 1
(importante enzima no controlo da hipertensao).

Outro estudo realizado por Grussu et al (2011) também foi focado na doenca
diabetes, e os efeitos benéficos que os frutos de baga como a Framboesa podem trazer
para este tipo de doenca. Este estudo confirmou que extratos ricos em polifendis
conseguem inibir a a-amilase in vitro. Tanto as framboesas vermelhas como as amarelas
foram igualmente capazes de inibir este composto, mas visto que os extratos de framboesa
carecem de antocianinas concluiu-se que esta inibi¢do era devida a presenca de
elagitaninos. Juntamente com a atuacdo das proantocianidinas o efeito pode ser
potenciado pois estes compostos ligam-se a diferentes locais e assim impedem a

competi¢do tornando a inibicao da a-amilase mais efetiva.

2.2.5. Aterosclerose

Para obter resultados sobre os efeitos da Framboesa na aterosclerose Suh et al
(2011) utilizaram hamsters como modelo de estudo. O estudo demorou 12 semanas onde
os ratos tiveram uma dieta artereogénica juntamente com 275ml de suco proveniente de
varios cultivares de framboesa. O suco era composto principalmente por antocianinas e
elagitaninos (218-305ug/ml e 45-72ug/ml respetivamente), no grupo de controlo foi
administrada a mesma dieta, mas com dgua em vez de suco. Elevados LDL, triglicéridos
e colesterol total sao fatores de risco para a doenca em questdo e ambos 0S sucos
(Cardinal, Tulameen e Glen Ample) baixaram os niveis dos triglicéridos apesar dos
cultivares Cardinal e Tulameen reduzirem também o colesterol total e os LDL de forma
mais efetiva. O cultivar Glen Ample foi aquele que teve mais efetividade na diminuicao
dos HDL. Os 3 sucos também demonstraram uma reduc¢do na produgdo do anido
superoxido a nivel cardiaco e adrtico, isto deve-se a diminui¢ao na atividade da NADPH
oxidase. O cultivar Glen Ample também demonstrou uma maior efici€éncia em diminuir
o stress oxidativo enquanto que o Tulameen foi o cultivar mais efetivo em modular a

dislipidemia.

2.2.6 Obesidade

Num estudo in vivo usando humanos como modelo experimental, Puupponen-

Pimii et al (2013) estudaram os efeitos benéficos das elagitaninos em voluntarios que
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apresentavam sintomas de doenga metabdlica. Para isto foram usados dois grupos, no
primeiro foram administradas 300g de frutos de baga (100g de framboesas congeladas,
100g de polpa de morango e 100g de amoras congeladas) contendo 71mg de antocianinas
e 789mg de elagitaninos durante 16 semanas enquanto que o grupo de controlo nao
continha qualquer dieta baseada em frutos de baga. A principal diferenca que este estudo
demonstrou foi a nivel da leptina, durante as 12 semanas a concentracdo da leptina
aumento no grupo que estava com a dieta rica em bagas. A leptina desempenha um papel
importante na regulacdo do consumo e gasto de energia, incluido o apetite e o
metabolismo, sendo que o consumo de frutas aumenta os niveis da leptina isto poderia
resultar numa ingestao alimentar mais regulada. Também houve algumas diferengas, nao
tao significantes, a nivel da pressdo arterial sistélica, LDL-colesterol no total da atividade
antioxidante e nos niveis de resistina. Os 4cidos gordos presentes no plasma
permaneceram intatos durante a experiéncia o que se deve a uma exposi¢cdo a uma
percentagem baixa de dcidos gordos presentes nas bagas. A eletroforese por PCR das
fezes também foi utilizada para analisar as populacdes bacterianas presentes nos dois
grupos a fim de comparar a estabilidade e a diversidade bacteriana. As familias mais
importantes detetadas nas fezes foram as Ruminococcaceae € Lachnospiraceae pela sua
importante atividade na protecdo contra o cancro e a colite ulcerosa. Os metabolitos da
elagitaninos também foram encontrados nas amostras de urina (Urolitina A, B, C e D,
metil-urolitina C e D) dos individuos coma dieta rica em polifendis. Nos perfis individuais
das urolitinas os dados demonstraram diferengas nas variacdes qualitativas e quantitativas

o que indica que a microflora coldnica € responsavel pela degradacdo das elagitaninos.

2.3 Evidéncias de efeito fisiologicos benéficos do Acido Elagico

As tabelas seguintes referem-se aos estudos relativos aos efeitos biolégicos do

acido elagico.
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Modelo

Tratamento

Efeito

Tabela 7. Estudos em animais relativos aos efeitos bioldgicos do acido elagico

Referéncias

Coelhos
brancos
com 4-6
semanas
(1,5 kg)

Ratos
fémeas

CD-1

Ratos
macho
carecas

Ratos
machos
albinos

(150-

200g)

Ratos
KK-A,
com4
semanas

Dieta regular
(100g/dia) onde no
grupo anterogénico

foi administrado 10%
de 6leo de milho e 5%
de colesterol. A
suplementacgdo de
acido elagico padrao
foide 1% (w/w da
dieta)

Dieta com 5% (m/m)
de frutos de baga e
400ppm de acido
elagico

Dieta contendo 4cido
elagico padrao (2-5
mg/ml)

Smg/kg de dcido
eldgico padrao
durante 7 dias

100mg/kg de acido
elagico padrao por 68
dias

d do stress oxidativo induzido;
diminui¢do para 2-3% da
superficie adrtica lesada;

supressao dos niveis adrticos
de 8-(OH); diminuicao da
expressao de caspase-8e 9 eo
ligando Fas.

{ da oxidacdo do ADN em
59%:; 1 da producdo de genes
envolvidos na reparagao do
ADN (proteina do grupo A-
xeroderma, proteina de reparo
ADN-ERCCS5 e ADN ligase
[1I-DNL3)

Protecdo contra a apoptose;
diminui¢do da glutationa, da
alanina transaminase e
asparatate transaminase;
eficacia na AAO e cito
protecdo do dano induzido por
stress oxidativo.

Efeito quimioprotetor nos
modelos celulares; d do stress
oxidativo; normalizacdo da
atividade das enzimas
antioxidantes (glutationa,
glutationa peroxidase, catdlase
e superéxido dismutase).

{ da concentracio de lipidos nos
adipécitos; ¥ dos niveis de
resistina sem alterar a expressao
de mRNA; 1 da expressao de
genes (apoa-1, Idlr, cptl-a e
ppara) no figado melhorando
assim a dislipidémia induzida
pela obesidade e a esteatose.

Yu, Chang,
Wu, &
Chiang,
(2005)

Aiyer,
Vadhanam,
Stoyanova, &
Caprio,
(2008)

Me, Sook,
Hyeon, & Ik,
(2009)

Bharathi &
Jagadeesan,
(2013)

Yoshimura,
Nishii,
Zaima,

Moriyama, &

Kawamura,

(2013)
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Tabela 8 (cont.). Estudos em animais relativos aos efeitos bioldgicos do acido eldgico

Modelo

Tratamento

Efeito

Referéncias

Protecdo cardiovascular contra as
Ii‘z[}?ss 7,5-15mg/kg de arritmia.s, a hiPer‘trofia‘ ea necr.ose
albinos 4cido elagico do miocérdio induzidas; anti- Kannan &
(180- padrdo d}lrante hiperlipidémia através da inibi¢ao Quine, (2013)
2009) 10 dias do 3-hidroxil-3metil glutaril CoA
redutase.
Atenuacdo da disfungdo renal e do
stress oxidativo; inibicdo da
rﬁ:i?lz 20-100mg de ativacdo do Nf-kB;  da expressio Ahad, Ganai,
adultos 4cido eldgico do fator de crescimento TGF; ¥ da Mujeeb, &
(130- padrdo durante  fibronectina; { dos niveis séricos Siddiqui,
1602) 16 semanas das citocinas pro-inflamatérias (IL- (2014)
1 e IL-6) e do fator necrotico TNF-
o.

Tabela 8. Estudos in vitro relativos aos efeitos bioldgicos do acido eldgico padrao.

Cultura

celular/modelo Tratamento
utilizado

Efeito Referéncias

- Inibicao >95% da 8- )
Andlise do 100uM oxodeoxiguanosina e de outros Alyer et
dano no ADN “ sHanos al., (2008)

compostos oxidativos para o ADN
Neuroblastoma J da viabilidade da's células; Inducdo Fiaeraa &
da apoptose mediada pelo ADN;
humano SH- 1-30uM lteracs olo celul Nanberg,
SYsY alteracdes n(i ciclo celular e na (2008)
adesdo celular.
Potente atividade antioxidante;
propriedades protetivas no stress
B (o oxidatiYo induzi(’io'; prevengjﬁcf (%a Me et al.,
Hepatdcitos . formacao de espécies de oxigénio
especificado) ) . . (2009)
reativas pela vitamina K3; prevencao
do dano necrético celular; prevengao
na despolarizacao mitocondrial.
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Tabela 9 (cont.). Estudos in vitro relativos aos efeitos biolégicos do acido elagico padréo.

Cultura

celular/modelo
utilizado

Tratamento

Efeito

Referéncias

Quitosonas
(nanoparticulas)

Células
estaminais
adipogénicas
humanas/células
hepéticas (Huh7)

Associac¢ao do
dcido eldgico
com a
ciclodextrina

Avaliacao da
capacidade de
captacdo de
radicais

Células 3T3-L1

Encapsulacio
de vdrias
concentragdes
de 4cido
elagico

10umol/1

0.302g de

acido eldgico
e2,27g de

ciclodextrina

20ul

(nao
especificado)

Beneficios na trombocitose
pela sinergia entre a
quitosona e o dcido eldgico;
4 no tempo de coagulacdo
(34%).

Regulacdo da adipogénese
nas células estaminais
diminuindo a conversao de
H-acetil CoA em 4acidos
gordos;

1 da atividade anti-
inflamatdria; protecao da
desnaturacdo das proteinas e
da lise da membrana dos
eritrocitos; reducao da
sintese de triglicéridos e
aumento da oxidagao de
dcidos gordos nas células
hepaticas.

A adicao de extratos ricos
em 4cido eldgico de
framboesa a purés de frutos
aumentou a AAO dos
mesmos.

{ da expressdo de fatores de
transcricdo (KLF4, KLFS,
Krox20 e C/EBPp); inibicao
da progressao celular pela
estagnacao das células na
fase GO/G1; Regulagdo dos
marcadores da
adiponogenese; diminui¢do
da acumulagdo de gorduras;

Gopalakrishnan,
Ramana,
Sethuraman, &
Krishnan,
(2014)

Oklaa et al.,
(2014)

Bulani et al.,
(2015)

Bobinaite et al.,
(2015)

Woo et al.,
(2015)
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Tabela 9 (cont.). Estudos in vitro relativos aos efeitos biolégicos do acido elagico padréo.

Cultura

celular/modelo
utilizado

Tratamento

Efeito

Referéncias

{ da adesdo de mondcitos
Células endoteliais THP._l nas celulas~
provenientes do corddo
humanas e - ~
L. umbilical; reducao da
mondcitos N h Mele et al.,
. 10uM secrecao da molécula de
derivados de N (2016)
) adesdo celular (sVCAM-1);
macréfagos TPH- e ~
| diminui¢do da secrecdo da
citoquina pro-inflamatdria
IL-6.
Melhores propriedades
AS§0013950_ do anticancerigenas; restauro
Células dcido eldgico do dano causado no ADN;
. com a .. ) Kumar et al.,
cancerigenas i atividade anti-HPV pela
s curcumina em o . (2016)
cervicais dose diminuic¢do da oncoproteina
dependente HPV E6 nas células
cervicais cancerigenas.
Valipour,
{ da degradagdo da heme na Maghami,
Hemoelobina 0.4-1uM hemoglobina; diminui¢do da  Habibi-rezaei,
g i producdo de radicais & Moosavi-
reativos do oxigénio. movahedi,
(2016)

Através dos resultados obtidos nas tabelas anteriormente apresentadas, existem
alguns estudos que demonstram que composto apresenta efeitos benéficos devido ao seu
poder antioxidante, anticancerigeno, anti-hemorrdgico, anti apoptose, anti-inflamatdério e
um efeito regulador na acumulagdo de gorduras que pode ter influéncia em doengas como

a arteriosclerose, doengas cardiovasculares e na diabetes.

2.3.1. Aterosclerose

No caso da arteriosclerose, Mele et al (2016) demonstraram in vitro , utilizando
células endoteliais humanas e macr6fagos TPH-1 que o 4cido eldgico continha
propriedades benéficas para esta doenca. Com um tratamento de 10mM de acido eldgico
foi observado uma redu¢do na adesdao dos mondcitos ds cé€lulas endoteliais humanas em

cerca de 29,3%. Como a interacdo entre o endotélio e os mondcitos é dependente de
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moléculas de adesdo na superficie celular, os autores otimizaram o ensaio estabelecendo
o tempo de duragdo da secre¢do da molécula de adesdo celular induzida pela utilizacao
de uma por 18h. A incubacdo com o fator de necrose tumoral causou um aumento da
secrecao da molécula de adesdo celular que seguidamente foi reduzida pelo 4cido eldgico
em 25,6%. Em comparacdo com as células que foram incubadas apenas com o TNF, o
acido eldgico reduziu a excrecdo da interleucina-6 em 39,7%. Para determinar os efeitos
do 4cido eldgico no colesterol, os macréfagos THP-1 foram incubados com soro
hipercolesterolémico por 24h. A administracdo de dcido eldgico a este soro demonstrou
que a diminui¢do do colesterol era dependente da concentracdo do 4cido eldgico (10mM
—16,9%; 5SmM- 9,7%; 1mM- 4,2%).

J4 num estudo in vivo em animais, Yu et al (2005) demonstraram que utilizando
o 4cido eldgico ocorria uma reducdo do stress oxidativo e da apoptose causada pela
aterosclerose induzida. As caracteristicas da arteriosclerose sdo devidas pela formagao de
radicais livres, hipertrofia, cessdo do crescimento celular ou morte celular, e pela
oxidacdo de LDL. Os resultados deste estudo sugerem que o 4cido eldgico atuou como
um forte antioxidante na reducdo dos radicais livres e inibiu a peroxidagao lipidica.
Quanto a observagao do dano oxidativo causado no ADN, o 4cido eldgico suprimiu a
expressdo do ligante FAS, da caspase-8 e da caspase-9 fazendo com que nio ocorresse
uma apoptose celular caracteristica da aterosclerose. Nos resultados histoldgicos, a
superficie da aorta tordcica estava coberta em cerca de 45% de lesdes no grupo de coelhos
sem qualquer tratamento enquanto que no grupo com o tratamento de acido eldgico

apenas 2 a 3% da superficie estava lesada.

2.3.2. Efeito anticancerigeno

Para determinar os efeitos anticancerigenos do acido eldgico, Kumar et al (2016)
utilizaram células cancerigenas cervicais € uma associacdo de acido elagico com
curcumina em doses distintas. A combinacao destes dois compostos restaurou a proteina
supressora do tumor que normalmente é degradada pela atividade da oncoproteina HPV
E6 nas células cancerigenas cervicais. Esta restauracdo € devida a diminui¢do da
expressdo da oncoproteina E6 e pelo aumento no dano ao ADN que medeia a
estabilizacdo da proteina supressora do tumor. A expressao da proteina pro-apoptose Bax
também foi estudada e o resultado demonstrou que a combinagdo destes dois compostos

aumenta a expressao desta proteina facilitando a apoptose celular.
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Segundo os autores Fjaeraa & Nanberg (2008), foram utilizadas culturas
incubando células (neuroblastoma humano SH-SYS5Y) juntamente com acido eldgico em
padrdo. Os resultados apontaram um deslocamento, apoptose e alteracdes no ciclo celular.
Estes resultados estdo relacionados com vérios mecanismos moleculares, entre eles, a
elevacdo da proteina reguladora da fase G1 no ciclo celular, da atividade da proteina
citoplasmatica 53 e capase-3, a regulacdo negativa da ciclina A e B1 e a regulacdo positiva

da ciclina E.

2.3.3. Efeito Antioxidante

Para avaliar o efeito antioxidante do dcido eldgico, Bharathi & Jagadeesan (2013)
associaram o dcido eldgico com a hesperidina e administraram esta associa¢do a ratos pré
tratados com uma dose sub-letal de cloreto de mercurio (1,23 mg/kg) de forma a induzir
dano nos rins dos mesmos. O tratamento demonstrou uma diminuicdo nos niveis de
oxidag@o dos rins e normalizou a atividade de certas enzimas antioxidantes, como por
exemplo a catdlase superéxido dismutase.

Aiyer et al (2008) por outro lado estudaram os efeitos nos danos oxidativos
endégenos ao ADN do acido eldgico. No estudo in vitro o acido eldgico inibiu mais de
95% de 8-oxodeoxiguanosina e outros compostos considerados oxidativos para o ADN.
Ja no estudo in vivo efetuado pelos mesmos autores a terapéutica com acido eldgico
reduziu a oxidacdo do ADN em 48%. Esta diminuicao da oxidacao esta relacionada com
o aumento da produgcdo de genes envolvidos na reparacdo do ADN (proteina
complementar do grupo A-xeroderma, proteina de reparo do ADN-ERCCS5 e AND ligase
III- DNL3).

O 4cido eldgico apresenta mais mecanismos antioxidantes do que aqueles
apresentados anteriormente, Me et al (2009) demonstraram que o 4cido eldgico € um
potente antioxidante, exibindo propriedades protetivas no stress oxidativo induzido em
hepatdcitos. Este composto preveniu que a vitamina K3 forma-se espécies de oxigénio
reativas, preveniu o dano necrotico celular e a despolarizacdo mitocondrial in vitro. Os
mesmos autores também realizaram um estudo in vivo no mesmo trabalho, com o mesmo
objetivo, mas utilizando ratos induzidos com dano oxidativo no figado (uso de
concavalina). A administracao de 4cido eldgico protegeu contra a morte celular e contra
o aumento de glutationa, alanina transaminase e asparetate transaminase fazendo assim

um eficaz tratamento antioxidante e uma cito prote¢do do dano oxidativo.
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No caso dos efeitos antioxidantes do acido eldgico na hemoglobina, Valipour et
al (2016) demonstraram que este composto diminuiu a degradacdo da heme na
hemoglobina e diminuiu a producdo de radicais livres de oxigénio in vitro.

Uma associagao feita foi a jung¢do do 4cido eldgico com a ciclodextrina-f3, esta
associacdo apresentou um maior poder anti-inflamatério que os compostos em separado.
Isto deve-se 4 complexidade da ciclodextrina-B para oxidacdo e devido a protecdo da

desnaturacdo das proteinas e da lise da membrana dos eritrécitos (Bulani et al., 2015).

2.3.4. Efeito cardiovascular

Para avaliar os efeitos cardiovasculares do 4cido eldgico, Kannan & Quine (2013)
utilizaram ratos onde foi administrado isoprotenerol de forma a provocar arritmias e
hipertrofia. Com um pré-tratamento oral de dcido eldgico foi demostrado uma protecao
contra as arritmias, a hipertrofia e a necrose do miocardio. Esta protecdo cardiovascular
deveu-se ao efeito anti-hiperlipidemia do 4cido eldgico através da inibicao do 3-hydroxy-
3-methyl glutaril CoA redutase e na reducdo dos niveis de mioglobina, Cinase-MB e dos
produtos da peroxidacgao lipidica.

Usando o mesmo tipo de estudo, Poudyal, Waanders, Sunil K, Leigh, & Lindsay
(2013) provocaram uma remodelacao cardiovascular, uma fun¢ao ventricular desregulada
e uma intolerancia 4 glucose nos ratos devido a dieta rica em gorduras. Através da
suplementagao com acido eldgico os sintomas provocados pela sindrome metabdlica
foram atenuados com uma normaliza¢do dos niveis proteicos de Nrf-2, Nf-kB e CPT1
tanto no figado como no coragao.

A associagdo do acido eldgico com outros compostos também foi um dos métodos
de verificacdo dos seus efeitos benéficos, Gopalakrishnan et al (2014) encapsularam o
acido eldagico a nanoparticulas (quitosonas) de forma a atuar como agente anti-
hemorragico. A encapsulacio favoreceu a trombocitose devido a sinergia entre os dois e
por ambos apresentarem os mesmos alvos moleculares. A reducdo do tempo de

coagulacdo com esta associagdo diminuiu 34%.

2.3.5. Obesidade

O efeito do acido elagico na obesidade também € um dos fatores estudados por
diversos autores, Woo et al (2015) examinaram o efeito inibitério do 4cido eldgico nos
adipocitos 3T3-L1 durante a adiponogenese. O acido eldgico teve um efeito regulador
dos marcadores da adiponogenese (recetor ativado pela proliferacdo do peroxissoma e

pela proteina de ligacdo do mRNA) baixando assim a acumulacdo de gorduras. A
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regulacdo destes marcadores deve-se a uma reduzida expressdo de alguns fatores de
transcricdo como KLF4, KLF5, Krox20 e C/EBPp. O 4cido eldgico também demonstrou
um efeito inibidor da progressao do ciclo celular estagnando as células na fase GO/GI.

Oklaa et al (2014) utilizaram células estaminais adipogénicas humanas e células
hepéticas para demostrar os efeitos do acido eldgico. A utilizagdao deste composto regulou
a adiponogenese diminuindo a conversao de H-acetil CoA em 4cidos gordos nas células
adipogénicas enquanto que nas células hepdticas reduziu a sintese de triglicéridos e
aumentou a oxidacdo de 4cidos gordos.

Para realcar estes efeitos na obesidade, Yoshimura et al (2013) efetuaram um
estudo com o uso de ratos implementados com uma dieta rica em gorduras. A
suplementagdo com 4cido eldgico melhorou o perfil lipidico diminuindo a concentracio
de lipidos nos adipdcitos, diminuiu a esteatose hepdtica e reduziu os niveis de resistina
sem alterar a expressdo de mRNA no tecido adiposo. A utilizacdo de 4cido eldgico
aumentou também a expressdo de genes (apoa-1, Idlr, cptla e ppara) no figado

melhorando a dislipidemia induzida pela obesidade e a esteatose nos ratos.

2.3.6. Diabetes

Por fim o 4cido eldgico também demonstrou efeitos benéficos na doenga diabetes,
foi administrado a ratos estreptozotocina de forma a induzir diabetes tipo 2, durante um
tratamento de 16 semanas o 4cido eldgico atenuou a disfuncdo renal e o stress oxidativo.
Com a utilizacdo desta suplementacdo a ativacdo do Nf-kB foi inibida e ocorreu a
diminui¢ao da expressao do fator de crescimento TGF e da fibronectina a nivel renal. Para
além destes efeitos, o 4cido eldgico reduziu os niveis séricos de citocinas pro-
inflamatoérias (interleucina-1p e interleucina-6) e do fator necrético TNF-a atenuando

assim a diabetes induzida. (Ahad et al., 2014).

2.4. Evidéncias de efeitos fisiologicos benéficos da Cetona

As tabelas seguintes referem-se aos estudos relativos aos efeitos bioldgicos da cetona

da framboesa.
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Tabela 9. Estudo em humanos relativos aos efeitos biolégicos da cetona.

Tipo de

Efeito

Tratamento Referéncias
estudo
Diferencas: peso corporal (GS -
2,0% vs. Placebo -0.5%); massa
gorda (GS-7,8% vs. Placebo -
2.8%); massa magra (GS +3.4% vs.
Suplemento ] o
GS, 4 base de Ple?cebo +0.8%); circunferéncia da
Aleatério  cctona, ?a.feina’ cintura (QS -2,0‘%: VS.. Placebo g Lopez et .
controlado capsaicina, 0.2%); circunferéncia do quadril (2013)
gengibre e (GS -1.7% vs. Placebo -0.4%) e
Citrgs niveis de energia medidos por uma
aurantium escala visual analdgica (GS +29.3%
vs. Placebo +5.1%); aumento dos
niveis de leptina; diminui¢ao dos
niveis de resistina sérica.
Controlado  125/250 mg de Pagani &
nao cetona durante ¥ peso corporal; d da massa gorda.  Thistlethwaite,
aleatério 3 semanas (2015)

Tabela 10. Estudo em animais relativos aos efeitos bioldgicos da cetona da framboesa vermelha.

Modelo Efeito
utilizado

Tratamento Referéncias

Prevencgdo ativa na
acumulagdo de gorduras no
figado e no tecido adiposo

visceral; aumento da lipSlise Morimoto,
Ratos ) ) ;
0,5-2% de cetona  da norepinefrina associada Satoh, Hara,
machos, com . ~
por 100g de dieta com a translocagdo da & Inoue,
4 semanas L
hormona sensivel 4 lipase do (2004)

citosol para as goticulas
lipidicas nas células do tecido
adiposo.
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Tabela (cont.) 11. Estudo em animais relativos aos efeitos bioldgicos da cetona da framboesa vermelha.

Modelo

Tratamento

Efeito

Referéncias

utilizado

Ratos
machos e
fémea (80-
100g)

Ratos
machos
com 8
semanas

Ratos
machos
com 6
semanas

Ratos
fémeas

com 8
semanas

0,5,- 2% de dieta
rica em cetona

padrdo durante 8

s€manas

Suplemento
alimentar com

cetona, 3% (w/w)

Produtos derivado
da framboesa ricos
em cetona padrdo e

dcido eldgico

durante padrao
durante 1 semana

160mg/kg de cetona
padrao durante 8

s€manas

Protecdo do figado; reducao da
gordura acumulada; reducao da
degeneracao das células do
figado gordo; diminui¢do da
inflamacdo; correcdo da
dislipidémia pela reversao e
resisténcia 4 leptina; aumento
da atividade antioxidante.

l do peso acumulado;
diminui¢do do tecido adiposo
abdominal; 1 do tamanho dos
adipdcitos; reversao dos niveis

de lipidos no sangue; ¥ dos
triglicéridos e do colesterol no
sangue; atenuacao da esteatose
hepatica.

{ do peso corporal; diminuicio
dos niveis de resistina; { da
acumulag¢do de lipidos
vesiculares.

{ do peso corporal; ¥ do
apetite; 1 do tecido adiposo; l
do tamanho dos adipdcitos; T
das proteinas especificas do
tecido adiposo castanho; ¥ das
enzimas autofagicas.

Wang, Meng,
& Zhang,
(2012)

Kim, Kyung,
Kim, Choi, &
Bang, (2012)

Luo,
Adamson,
Sasaki, &

Shay, (2016)

(Leu et al.,
2018)
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Tabela 11. Estudo in vitro relativos aos efeitos biolégicos da cetona padrio.

Cultura Efeito

celular/modelo  Tratamento Referéncias
utilizado

1 da expressao e secre¢do de
adiponectina; Tda expressao e
secrecdo de adipocitocinas; 1 da

Adipd6citos 10uM Park, 2009

§T3-L H oxidacao dos 4cidos gordos; (Par )

supressao da acumulacdo de lipidos

nos adipdcitos.
Indugdo da formagdo do tecido
adiposo castanho; 1 da biossintese
de mitocondrias; expressao
especifica de proteinas e enzimas
Adipécitos 3T3- . ,p. P ) z N (Leu et al.,
L1 100 uM lipidicas fundamentais na formacao 2018)

do tecido adiposo castanho; 1 da
expressao da proteina autofagica
Atgl2; 1da expressao da heme
oxigenase-1.

As cetonas de framboesa atrafram a atencdo dos investigadores, pelo seu potencial
de ajudar as pessoas a perder peso. O objetivo da pesquisa, de acordo com os autores, foi
derivado do reconhecimento de semelhangas estruturais com a capsaicina e sinefrina,

compostos conhecidos por exercer acdes anti obesidade e alterar o metabolismo lipidico.

2.4.1. Obesidade

Pela literatura referenciada nesta monografia, a cetona da framboesa vai de acordo
com os ideais acima referidos. Em humanos Lopez et al (2013) efetuaram um estudo
randomizado utilizando um suplemento, para a perda de peso, contendo principalmente a
cetona das framboesa como constituinte, durante 8 semanas. Foram utilizados 70
individuos (mulheres e homens) considerados obesos, mas sem qualquer outro historial
de doenca. Para isto foram divididos em dois grupos: placebo e grupo com a
suplementagdo (GS). Dos 45 individuos que concluiram o estudo foram observadas

diferengas significativas em:

e Peso corporal (GS -2,0% vs. Placebo -0,5%)
e Massa gorda (GS -7,8% vs. Placebo -2,8%)
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e Massa magra (GS +3,4% vs. Placebo +0,8%)

e Circunferéncia da cintura (GS -2,0% vs. Placebo -0,2%)

e Circunferéncia do quadril (GS -1,7% vs. Placebo -0,4%)

e Niveis de energia, medidos por uma escala visual anal6gica (GS +29,3%

vs. Placebo +5,1%)

Durante as primeiras 4 semanas os niveis de leptina sericd estavam aumentados
enquanto que os niveis de resistina sericd estavam diminuidos no grupo GS em

comparac¢do com o placebo.

Num estudo mais recente, em vez de se utilizar individuos obesos foram utilizados
voluntdrios saudaveis e atléticos com idades compreendidas entre 20 e 22 anos, também
como objetivo de relatar os efeitos da cetona na composicao corporal dos mesmos durante
3 semanas. Os voluntdrios foram divididos em 3 grupos: 1) placebo 2) tratamento usando
125 mg de cetona e 3) tratamento usando 250 mg de cetona. A influéncia da
suplementacao foi principalmente observada no grupo com a alta concentragao de cetona
(250 mg), onde houve uma diminuicao de 0,58% da massa gorda corporal, enquanto que
o grupo com o tratamento de 125 mg apenas demonstrou uma diminui¢ao de 0,38% da
massa gorda comparando com o grupo de controlo. Neste estudo em comparagdo com o
anterior, ndo foram obtidos resultados tdo significativos, talvez por se tratarem que
individuos sauddveis e ndo individuos obesos. Mesmo assim a cetona da framboesa
demonstrou um efeito positivo em diminuir a massa gorda corporal (Pagani &
Thistlethwaite, 2015).

Mais autores quiseram determinar e explicar os efeitos benéficos da cetona da
framboesa na obesidade. Morimoto et al (2004) quiseram perceber se este composto
ajudava a prevenir a obesidade ativando o metabolismo lipidico em ratos. A
administracio de cetona demonstrou uma prevencao ativa na acumulacdo de gorduras no
figado e no tecido adiposo visceral. Estes efeitos foram devidos a uma diminuicdo da
concentracdo de triaciglicerol hepatico, e um aumento da lip6lise da norepinefrina
associada com a translocacdo da hormona sensivel 4 lipase do citosol para as goticulas
lipidicas nas células do tecido adiposo

Luo et al (2016) por outro lado, utilizaram produtos derivados da framboesa ricos
em 4cido elagico e cetona. Passado o periodo de dieta os ratos aos quais foi administrado

45% de gordura apresentaram um maior peso corporal (aumento de 18g). Com a adicio
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dos suplementos de framboesa o peso corporal diminuiu para um equivalente aquele dos
ratos com uma dieta de 10% de gorduras. No caso do marcador sérico da insulina
(resistina), o consumo destes compostos fez diminuir significativamente estes niveis de
resistina. A avaliacdo qualitativa dos tecidos demonstrou também diferencas positivas a
nivel da acumulac¢do de lipidos vesiculares (reducdo da acumulagdo de lipidos).

Com a mesma finalidade de pesquisa, Kim et al (2012) tiveram resultados que
foram de acordo com os anteriores descritos. Neste estudo o aumento de peso ganho pela
dieta hiperlipidica foi significativamente reduzido pela suplementacdo onde a diminui¢ao
do peso do tecido adiposo abdominal e a diminui¢do do tamanho dos adipdcitos foi
confirmado por um exame microscopio. A alimentacdo a longo prazo da dieta
hiperlipidica aumentou os niveis de triglicéridos e de colesterol no sangue levando 4
acumulacdo de lipidos hepaticos, contudo, a suplementagdo reverteu os niveis de lipidos
no sangue e atenuou a esteatose hepatica.

Para perceber os efeitos da cetona da framboesa in vitro, Park (2009) utilizaram
este composto em adipdcitos 3T3-L. Através de um ensaio imunoldgico foi demostrado
que a cetona aumenta a expressao e secrecao de adiponectina e adipocitoquina presente
no tecido adiposo. Com este tratamento também foi observado um aumento da oxidacao

dos acidos gordos e uma supressao da acumulagdo de lipidos nos adipdcitos.

2.4.2 Efeito no metabolismo

Para além dos efeitos observados na obesidade a cetona da framboesa também
demonstrou outros efeitos com uma importancia significativa na saide. Wang et al (2012)
verificaram uma protecdo do figado e uma reducdo da gordura nos ratos. Isto deve-se a
vérios fatores como a redug¢do da degeneracdo das células do figado gordo, pela
diminuicdo da inflamacdo, pela correcdo da dislipidemia, & reversdao da leptina e
resisténcia 4 leptina e pelo aumento da atividade antioxidante o que demonstra que este
composto também pode atuar para além dos efeitos verificados na obesidade, mesmo
estado relacionado com a obesidade a cetona demonstrou propriedades antioxidantes e

anti inflamatdrias que podem ser utilizadas noutras doencas.
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I1I. Discussao

1. Antocianinas

As antocianinas da framboesa encontram-se atualmente bem definidas, existem
diversos estudos com o objetivo de quantificar o total de compostos fendlicos,
nomeadamente as antocianinas, da framboesa. Chen et al (2012) para além de
quantificarem as antocianinas presentes na framboesa, também chegaram a conclusao que
quanto maior o ricio entre entre as antocianinas e os polifendis totais maior o poder
antioxidante. Noutro estudo, Cekic & Mustafa (2009) antes ja tinham quantificado as
antocianinas presentes na framboesa e chegado 4 conclusdao que o poder antioxidante era
maior em cultivares selvagens do que nos comerciais pela maior quantidade de
antocianinas presentes.

O fruto da framboesa na sua composi¢ao tal como visto anteriomente, apresenta uma
quantidade de antocianinas totais de 68umol/100g, um valor que pela andlise dos estudos
ndo foi utilizado na sua totalidade, isto €, os autores para obterem resultados sobre este
composto ndo utilizaram a quantidade certa de antocianinas presente na framboesa,
utilizaram ou um padrdo ou entdo utilizaram extratos com concentragdes superiores
aquela que a framboesa fornece e aquilo que deve estar presente numa dieta equilibrada.
Este ponto é essencial visto que os estudos ndo correspondem as quantidades presentes
na framboesa o que dificulta a clareza dos resultados.

Para se poder alegar que um constituinte de um alimeto é benéfico para um
determinado efeito € necessdrio a presenga de estudos com intervengao no ser humano
que comprovem que realmente existe uma causa-efeito no consumo desse alimento, no
caso das antocianinas da framboesa a maioria dos estudos analisados recorreram ao uso
de animais e de experi€ncias in vitro. A ndao comprovagdo destes efeitos no ser humano
faz com que os resultados ndo sejam plausivéis para se poder chegar 4 conclusdo que o
consumo equilibrado de framboesas realmente tem um efeito benéfico.

O efeito antioxidante deste composto apesar de se comprovado pelos autores,
utilizando os metodos de captacdo de radicais livres in vitro como no estudo efetuado por
Cekic & Mustafa, (2009) ndo € o suficiente para se poder retirar conclusoes visto que nao
foram analisados estudos com base em animais nem estudos com interven¢do no ser
humano para este efeito. Numa forma mais resumida o efeito antioxidante das
antocianinas da framboesa ndo apresentam resultados suficientes para se poder concluir

se este efeito € benefico ou ndo para a saide humana.
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Para o efeito anti-inflamatdrio, apesar ndo serem analisados estudos com intervengao
no ser humano, este efeito foi comprovado tanto in vivo com uso de animais e in vitro
utilizando macréfagos humanos, como por exemplo no estudo feito por Li et at (2014).
Os efeitos anti-inflamatérios deste composto estdo relacionados diretamente com a
diminui¢ao da expressdo de interlequinas inflamatdrias e ambos os estudos analisados
conseguiram alcancar este efeito. Apesar dos estudos terem recorrido ao uso de animais
num grupo especifico, isto é, a utilizacao de ratos administrados com substancias toxicas
de forma a proporcionar uma colite nos mesmos animais Bibi et al (2017) os resultados
foram obtidos com a administracdo de 20g de p6 de framboesa e ndo de uma padrdo ou
de uma quantidade superior de antocianinas do que a presente na framboesa. Por outro
lado, estudos que utilizaram extratos padrdo ricos em antocianinas provenientes de
diversos frutos e obteram resutados parecidos, leva a conclusdao que o efeito anti-
inflamatorio € alcancado utilizando uma dose de framboesas ou mesmo um padrdo. Para
se poder alegar se este efeito é benéfico ou ndo para a saide humana so falta mesmo
resultados de estudos que utilizem as framboesas numa dieta equulibrada e com
intervencdo em humanos (sauddveis ou ndo) e assim poder-se dizer que a suplementagio
de framboesa apresenta um efeito antioxidante benéfico na sauide.

A nivel cardiovascular, apesar de ter sido analisado um estudo recente efetuado por
Kirakosyan et al (2017) estes autores utilizaram ratos propensos a obesidade como
modelo cardiometabolico e ndo ratos saudavéis de forma a se obter resultados sobre a
prevencdo e nao sobre o tratamento em si, para além disto este estudo foi o unico
analisado ndo podendo assim retirar-se conclusdes sobre este efeito.

Os efeitos com maior ndmero e clareza de estudos foi na obesidade/diabetes, existem
estudos in vitro que explicam o mecanismo das antocianinas em adipocitos humanos,
onde foram observados efeitos na regulacdo da expressdo de enzimas importantes para
estas doencas, e existem estudos in vivo em animais, comprovando assim os resultados
obtidos. Apesar da maioria recorrer a extratos padrdo ricos em antocianinas na andlise
dos resultados, estes ndo divergiram pelo uso de dosagens diferentes. Os estudos nao
foram analisados como forma de preveng¢io mas sim como forma de tratamento o que nao
vai de acordo com o consumo regular de framboesa para uma dieta equilibrada.

Apesar de com os resultados destes estudos ndo se conseguir chegar a uma conclusao,
surgiu um estudo mais recente que tém imensa importancia. Tucakovic et al (2018)
recorreram a uma suplementacdo de antocianinas e administraram em humanos. Os

resultados deste estudo vao de encontro com os anteriomente analisados e apesar de ser
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utilizado um padrdo, chegou-se a conclusdo que as antocianinas apresentam um efeito
benéfico na saide humana. Assim, com base nos estudos identificados este composto
pode ser utilizado como prevencgdo e/ou auxiliar no tratamento com base em suplementos
ou uma fonte alimentar de compostos ativos que podem ter um papel importante em
doencas como a obesidade e a diabetes.

Nas antocianinas para além destes efeitos relatados, também existe informacdo
cientifica, um pouco mais fraca e menos explicada, que indica que existem outros efeitos
que devem ser futuramente estudados. Neste grupo de estudos encontramos o estudo de
Ma et al (2018) que obteram resultados in vitro sobre o efeito protetor deste composto a
nivel das doencas mentais e o estudo de Demirbas et al (2017) que associaram as
antocianinas a nanoparticulas e observaram que esta associacdo demonstrava um maior
poder antioxidante que o normal observado nos estudos anteriores e que apresentava
também um efeito sinérgico anti microbial contra bacterias Gram negativo e positivo e
também contra fungos.

De forma mais resumida o tnico efeito analisado que pode ser alegado benéfico para
a saide humana, é o efeito destes compostos na obesidade e diabetes. O uso de
suplementagdo 4 base de framboesas pode fornecer uma protecao significativa contra o

desenvolvimento e a progressao destas patologias.

2. Elagitaninos

A presenca de elagitaninos no fruto da framboesa ja se encontra a algum tempo
descoberta, Mullen et al (2002) utilizaram uma cromatografia liquida de alta eficiéncia e
relataram que os principais elagitaninos da framboesa sdo a lambertianina C e a sanguiina
H-6, apesar de a cromatografia ser o método mais utilizado, anteriormente Vrhovsek et
al (2009) ja tinham quantificado os elagitaninos presentes neste fruto com base no uso de
uma hidrélise destes compostos em metanol.

Apesar de Gasperotti et al (2010) chegar 4 mesma conclusdo sobre a quantificagdo
destes compostos, estes relataram que, em média, os elagitaninos representam 81% do
valor total para os polifendis, o que representa um conteudo total com uma variagdo entre
90 a 164mg por 100g de framboesa.

Os efeitos que este compostos podem fornecer estdo dependentes da formacgao de
metabolitos pela microflora existente no intestino, nomeadamente as urolitinas, Ludwig
et al (2015) utilizando voluntarios sauddveis descreveram que no plasma destes

voluntérios podia-se encontrar a presenga destas urolitinas, mas pela anélise das amostras
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de urina também foi relatado que estes compostos passadas 48h ainda se encontravam
presentes, o que indica que estes metabolitos encontram-se no organismo durante algum
tempo elevando assim o seu valor terapéutico.

As propriedades vasorelaxantes destes compostos ainda se encontram poucos
estudadas, para este efeito foi analisado um estudo in vivo feito em coelhos como modelo.
Neste estudo foi utilizado um padrdo (25ul de elagitaninos) e uma substancia que
contraisse os vasos, apesar de ser comprovado que estes compostos sdo vasorelaxantes,
ndo podemos retirar uma conclusdo concreta se realmente este efeito pode ser atingido
em humanos visto ao uso de elagitaninos em padrdo puro (que ndo corresponde ao que
existem na framboesa) e a falta de estudos em humanos que comprovem que este efeito
também pode ser alcancado em humanos in vivo.

Para o efeito antiproliferativo destes compostos foram analisados 2 estudos in vitro
que utilizaram células cancerigenas humanas (células cervicais e células intestinais de
pacientes com cancro). No primeiro estudo, Ross et al (2007) utilizaram extratos de
framboesa enriquecidos em polifendis (antocianinas e elagitaninos) e comprovaram que
estes extratos inibiam a prolifera¢do destas células numa dose dependente. Ja no segundo
estudo Nufes-Sanchez et al (2016) chegaram a resultados parecidos, mas com a utiliza¢io
de metabolitos dos elagitaninos. A utilizacdo de metabolitos e a associacdo de
elagitaninos com outros compostos faz com que estes resultados ndo sejam concretos
relativamente ao efeito dos elagitaninos para a saide humana, apesar de estar comprovado
este efeito in vitro, é necessdrio a andlise de mais resultados para se poder alegar que este
efeito estd bem definido e que realmente o consumo de framboesas pode estra implicado
no tratamento de patologias como o cancro. Estes estudos sdo relevantes para elevar o
interesse de outros investigadores para os efeitos antiproliferativos dos elagitaninos.

No caso do efeito anti-inflamatorio, o estudo analisado para este efeito foi o de Jean-
Gilles et al (2013), este autores dividiram o seu trabalho em dois estudo, um estudo in
vitro usando células basais de bovino e um estudo in vivo em ratos modificados
especificamente para a realizagdo do estudo. Em ambos os estudo foram utilizados
parametros que divergem daquilo que a framboesa pode proporcionar na saude, os
resultados obtidos para as células basais indicam que realmente existe uma protecdo da
oxidacao reduzindo o dano produzido na degradacdo da cartilagem, mas ao ndo utilizar
células humanas este mecanismo nao € plausivel para os beneficios deste composto em
humanos. O mesmo acontece no estudo in vivo, ao utilizar ratos modificados nao

sauddveis juntamente com um tratamento de um extrato padrdo de framboesa ndo
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podemos estabelecer se uma dieta equilibrada em framboesas pode ou ndo prevenir/tratar
as patologias relacionadas com a inflamacao.

Para obter resultados em relacdo 4 patologia da diabetes, ambos os estudos analisados
focaram o trabalho na atividade de certas enzimas relacionadas com esta patologia, como
por exemplo a a-amilase. Tanto Cheplick et al (2006) como Grussu et al (2010) chegaram
a conclusdo que estes composto inibiam in vitro este tipo de enzimas. No primeiro estudo
foi utilizado 40mg de framboesas e no segundo foram utilizados extratos ricos em
polifendis, como os resultados foram idénticos para os dois podemos concluir que o
consumo de framboesa pode trazer beneficios para esta patologia. Apesar de ndo terem
sido analisados estudos in vivo em animais € humanos o que diminui a plausibilidade dos
resultados, a framboesa pode ser utilizada na formulacdo de suplementos dietéticos ou
mesmo numa terapia preventiva que pode levar 4 diminuicdo das dosagens,
nomeadamente de medicamentos usados no tratamento da diabetes, levando assim 4
diminui¢do dos efeitos adversos provenientes deste tipo de terapéuticas.

Na aterosclerose o estudo analisado utilizou hamsters administrados com uma dieta
de forma a induzir a aterosclerose, assim ndao podemos retirar conclusdes sobre a
prevencao deste tipo de patologias, mas sim do uso destes compostos como adjuvantes
no tratamento. Como resultados Suh et al (2011) relataram que o uso de 275 ml de suco
de framboesa durante 12 semanas baixava os niveis de triglicéridos e os niveis de
colesterol presentes nos ratos. Os niveis elevados de triglicéridos e colesterol sao fatores
de risco para esta patologia em questao, e a sua diminui¢do ¢ um dos métodos preventivos
para a mesma. Visto que 275 ml de suco de framboesa € uma dosagem que pode ser
considerada numa dieta equilibrada, o uso de framboesa pode ser utilizado como
suplementagdo preventiva para este tipo de patologia ou mais patologias que estejam
associadas ao nivel de triglicéridos e de colesterol. Para estes resultados serem
confirmados efetivamente, a investigacdo dos efeitos devia ser realizada em estudos de
intervencdo em humanos (saudaveis e em grupos de risco para estas patologias) de forma
a estabelecer qual a dosagem apropriada para se obter um efeito preventivo.

Por fim, para analisar os efeitos dos elagitaninos em doencas metabdlicas, como por
exemplo a obesidade, Pimii et al (2013) estudaram os efeitos destes compostos com base
numa intervencdo em humanos que apresentavam sintomas de doenca metabdlica. A
principal diferenca obtida nos resultados deste estudo foi a nivel do aumento concentragcao
da leptina, cujo o seu efeito foi explicado anteriormente. Para este estudo os autores

utilizaram a juncdo de 71mg de antocianinas e de 789mg de elagitaninos o que ndo vai de
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acordo com a quantidade de elagitaninos presente na framboesa (90-164mg), ou seja, foi
utilizado uma concentragdo cerca de 4,8x maior que a que esta presente na framboesa.
Assim ndo podemos considerar que uma dieta equilibrada em framboesas pode fornecer
estes beneficios, mas podemos concluir que a formulagc@o de suplementos pode ser vidvel

na prevencgao estas patologias.

3. Acido Elagico

Estd comprovado que as framboesas apresentam uma quantidade de acido eldgico
de 207-244mg por kg de fruto fresco (De Ancos, Gonzalez, & Cano, 2000), mas através
da andlise dos estudos referentes a este composto, observamos que a administracdo deste
composto ndo foi feita de modo regular. Isto €, os varios autores ndo utilizaram a mesma
dosagem nem o mesmo tipo de extrato, por exemplo no estudo efetuado por Sunil et al
(2013) a dosagem de dcido eldgico ndo foi especificado, foi apenas administrado uma
dose de 800mg/kg de extratos de framboesa ricos em dcido eldgico. Este € um ponto muito
importante para se poder tirar algum tipo de conslusdo. Visto que a framboesa apresenta
X/100mg a variagao de dosagens entre os diversos estudos faz com que ndo se consiga
estabelecer uma relacdo entre a dosagem e o efeito esperado. O mesmo ocorre nos estudos
efetuados in vitro onde a diferenca entre as dosagens efetuadas pelos autores (variou entre
os estudos de 1uM a 100uM) tornando dificil a compreensdo de qual a dosagem
apropriada.

Por outro lado e visto que estamos a falar de um fruto, a utilizagao de extratos
puros de 4cido eldgico vai dificultar a clareza dos resultados obtidos, porque esta
utilizagao vai ter resultados diferentes daqueles que realmente a framboesa pode fornecer
em relacao a este composto.

Outro ponto que dificulta a transparéncia dos resultados para o 4cido eldgico, €
que os estudos analisados para este composto foram efetuados em animais € ndo em
humanos, e para além disto estes estudos foram feitos com base num grupo especifico,
ou seja, animais hipertensos, obesos, dislipidémicos ou apresentando diabetes tipo 2 o
que ndo serd significativo para a prevencdo deste tipo de doencas em sujeitos
considerados saudaveis.

No caso do efeito do 4cido élagico na aterosclerose foram analisados estudos in
vitro utilizando celulas humanas, como por o estudo feito por Mele et al (2016) que
recorreu ao uso de macréfagos e células endoteliais humanas e de um extrato puro de
acido ¢élagico (10uM), no qual se retiram conslusdes acerca do mecanismo de agao e ndo
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sobre se este composto tem uma acao de preventiva da doenga. Apesar de ser analisado
um estudo (Yu et al., 2015) que recorreu ao uso de animais previamente tratados de forma
a induzir a aterosclerose, isto ndo foi o suficiente para se tirar partido de algum efeito
benéfico que o 4cido eldgico possa produzir na saide humana, precisando de mais
estudos, nomeadamente, estudos efetuados com uma interven¢ao no ser humano.

O efeito antioxidante do acido eldgico é um dos efeitos com mais precursdo na
saude, pois este efeito esta implicado no desenvolvimento de vérias patologias. O
interesse neste efeito € descobrir se este composto estd relacionado com a
captacdo/inibicdo de espécies reativas que possam provocar um stress oxidativo (por
exemplo: espécies reativas de oxigénio). Pelos resultados anteriormente referidos pode-
se afirmar que este composto demonstrou um poder antioxidante tanto in vitro como in
vivo protegendo a oxidagao nao benéfica a nivel renal e a nivel do ADN. Para poder alegar
o efeito antioxidante do 4cido eldgico é também necessdrio a existéncia de mais estudos
diversificados para mais tipos de oxidacdo e ndo apenas aqueles ja referidos e também a
realizacdo de estudos que demostrem a dosagem-dependente de acido eldgico para o
efeito antioxidante. A presenca de mais estudos com interveng¢do no ser humano também
¢ fundamental para se poder retirar mais resultados.

Para o efeito anticancerigeno do 4cido eldgico foram analisados 2 estudos que
recorreram ao uso de células cancerigenas humanas in vitro. O efeito deste composto
ainda se encontra de uma rudimentar pois nao foi analisado nenhum estudo em animais e
humanos. A questao da falta de anélise de mais estudos pode ser devida em certos fatores
como o uso de doentes oncoldgicos para o estudo e pela falta de mecanismos que possam
explicar a a¢do preventiva deste composto. Partindo destes pontos atras referidos nao se
pode retirar nenhuma conclusdo concreta sobre o efeito anticancerigeno do dcido eldgico.

Para os efeitos do 4cido eldgico a nivel cardiovascular, os estudos analisados
recorreram ao uso de extratos/frutos de framboesa para se obter resultados. Como dito
anteriormente o uso de extratos contendo &4cido eldgico ndo vai de acordo com a
quantidade que efetivamente esta presente na framboesa, assim € dificil demonstrar que
as quantidades presentes na framboesa sdo suficientes para se poder alegar que este
composto tem um efeito benéfico a nivel cardiovascular. O estudo feito por Kannan &
Quine, (2013) foi aquele que mais chegou perto de se poder retirar alguma conclusdo
concreta, estes autores conseguiram comprovar que um pré-tratamento oral de acido
elagico proveniente de framboesas (7,5-15mg/kg) protegia os ratos de certos fatores como

por exemplo arritmias. Se este efeito de prevengado for estudado com o uso de intervengado
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em humanos, pode-se entdo alegar que o 4cido eldgico contribui de forma positiva para
uma prevencao de doencas cardiovasculares.

Para a obesidade os autores explicaram o mecanismo de atuagdo do 4cido eldgico
in vivo e demostram os efeitos de este em ratos obtendo resultados positivos na
acumulacdo de gorduras e na melhoria do perfil lipidico, apesar de este efeito ser
significante, ndo € o suficiente para podermos retirar conclusdes pois novamente foi
utilizado um extrato rico em 4cido eldgico (100mg/kg) onde deveria ter sido utilizado as
quantidades presentes na framboesa para assim podermos alegar que este fruto apresenta
beneficios para esta doenga. Como referido anteriormente, € necessdrio a comprovagao
através de estudos efetuados em seres humanos e com doses respeitantes a4 framboesa,
para se poder realcar que o 4cido eldgico tem um efeito preventivo na obesidade.

Por tltimo, a diabetes também foi relacionada com a administracdo de &4cido
eldgico. Ahad, Ganai, Mujeeb & Sriddiqui (2013) comprovaram que o 4cido eldgico
atenuava certos fatores provocados pela diabetes. Tal com na obesidade, estes autores
utilizaram uma dose de extatos contendo 4cido eldgico (40mg/100mg) superior aquela
encontrada na framboesa, assim novamente ndo se podem retirar conclusoes concretas
sobre este efeito. Para além disto, um artigo apenas ndo € suficiente para desmotrar se
exite uma relacao causa-efeito entre o consumo do alimento e o beneficio para a saude.

Em suma, o 4cido eldgico, presente na framboesa, apesar de ter resultados positivos
em diversos efeitos, a bibliografia analisada ndo apresenta condicdes e ndo € suficiente,
pelos motivos jé referenciados anteriormente, para se alegar que o dcido eldgico presente
na framboesa apresenta efeitos benéficos que possam ser atingidos na ambito de uma

dieta equilibrada.

4. Cetona

A cetona é um constituinte da framboesa que se encontra em quantidades variadas
entre 0,009 e 4,3 mg/kg de fruto (VFC,2018). Pela andlise dos estudos referentes a este
composto ficamos a saber que as dosagens utilizadas para cada estudo ndo vao de acordo
com a quantidade presente na framboesa, os autores utilizaram quantidades superiores
deste composto para os seus estudos, como por exemplo o estudo efetuado por Pagani &
Thistlethwaite (2015) que utilizaram 125/250 mg de cetona, um valor muito superior
aquele que o fruto pode fornecer. Visto que uma caixa de framboesa tem cerca de 120mg
de framboesas o que corresponde a 0,00012 kg era necessario o consumo excessivo de

este fruto para se obter os valores esperados de cetona.
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Discussdo

Um dos problemas verificados para este composto nos estudos in vivo em humanos é
devido a sua presenca em suplementos que na sua constituicao apresentam mais
constituintes adicionais 4 presenca de cetona, este fator faz com que os resultados ndao
sejam claros.

O principal efeito da cetona € na obesidade, pelos estudo in vitro analisados ficamos
a saber que este composto atua de forma positiva na expressao de determinas enzimas, no
aumento de oxidacao dos acido gordos e na supressao da acumulacao de lipidos nos
adipocitos humanos. Através da explicacdo destes mecanimos da cetona podemos seguir
para os estudos feitos em animais para se poder retirar mais imformacgao sobre o efeito
benéfico deste composto.

Nos estudos efetuados em animais, a maioria dos autores consiguiu retirar as mesmas
conslusdes sobre este composto, apesar de nao serem usadas dosagens iguais para cada
estudo e de serem utilizadas dosagens padrao, os autores chegaram a conclusido que a
cetona utilizada reduzui principalmente o peso ganho pelos ratos administrados com uma
dieta hiperlipidica. Apesar de estes resultados ndo irem de acordo com a utilizagao de
frutos na forma preventiva de doengas, estes resultados sdo promissores para a utilizacao
deste comspoto em suplementos utilizados como por exemplo na perda de peso o que nos
leva entdo aos estudos efetuados no ser humano.

Nos estudos efetuados com intervengao no ser humano, como referenciado
anteriormente, os principais problemas para se poder retirar conclusoes com clareza
foram devidos a utilizacao de suplementos com varios compostos para além da cetona e
tambem devido & utilizacdo de dosagens superiores aquela que uma dieta equilibrada de
framboesa pode fornecer. Mesmo assim os autores chegaram 4 conclusdo que a cetona
estava implicada na reducao de peso corporal em individuos saudaveis e individuos
obesos.

Apesar de terem sido utilizados valores superiores de cetona, o efeito deste composto
na perda de peso foi comprovado em humanos, o que nos leva a pensar que se uma dieta
rica em framboesas nio € o sufuciente para se obter estes valores, este composto pode ser
utilizado de outras formas como por exemplo na formulagdo de suplementos com o intuito

da reducao do peso corporal.
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Conclusdo

IV. Conclusao

Apés a realizacdo desta revisdo sobre os efeitos benéficos dos compostos
bioativos da framboesa na satide, observou-se que o consumo de framboesa pode fornecer
beneficios como a ac¢do antioxidante, anti-inflamatdria e anticancerigena que estdo na
base de patologias crénicas que surgem cada vez mais na nossa sociedade.

Tendo em conta as orientacdes da EFSA sobre alimentos, nesta revisdo foi
elaborado:

e A identificagdo dos constituintes;
e A caracteriza¢do dos constituintes;

e E acomprovacio (ou nao) dos efeitos alegados para cada constituinte.

Nos pontos acima referidos, a principal dificuldade desta revisao foi a
comprovacdo dos efeitos alegados, isto deve-se a falta de ensaios de intervencdo em
humanos, ou seja, os dados cientificos ndo demonstraram na totalidade que o efeito
fisiol6gico alegado do alimento € benéfico para a satide humana.

Apesar da diversidade da pesquisa analisada para cada constituinte, ndo foi
possivel chegar a conclusdo que o consumo de framboesa de forma equilibrada pode
fornecer beneficios plausiveis a nivel de saide humana.

Relativamente as propriedades antioxidantes da framboesa, examinou-se que 0s
seus compostos possuem um potencial antioxidante tanto in vitro em avaliagdes quimicas
como em meios celulares.

Na patologia da aterosclerose, apesar de ser referenciada por diversos autores, 0s
mecanismos principais associados ao consumo de compostos presentes na framboesa
devem-se ao seu efeito anti-inflamatorio e ao seu efeito na adesdo de macréfagos aos
tecidos endoteliais. Este efeito da framboesa nesta patologia ainda se encontra pouco
estudado, precisando de mais informagdo cientifica para se puder sustentar.

A nivel de doencas relacionadas com a sindrome metabdlica (obesidade,
problemas cardiovasculares e diabetes) foi analisado que os constituintes da framboesa
atuaram de forma positiva, diminuindo a expressdo de citoquinas inflamatdrias, na
regulacdo dos niveis de colesterol e triglicéridos, na expressdo de leptina, na inibicdo da
a-amilase, no controlo do peso corporal € outros mecanismos importantes para as

patologias referidas.
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As propriedades anticancerigenas deste fruto envolvem vdrios mecanismos de
acdo, sendo que os constituintes da framboesa podem atuar afetando a viabilidade, a
proliferagcdo, a apoptose celular, na interferéncia com o ciclo celular ou mesmo com a
reducdo do stress oxidativo e na diminuicdo das citoquinas inflamatérias. Tal como
referido anteriormente para se poder chegar a uma conclusido concreta de estes efeitos €
necessdrio a repeticdo dos ensaios estabelecidos tanto em animais como em humanos.

Como forma de conclusdo deste trabalho de revisdo, ndo foi possivel chegar 4
finalidade que uma dieta equilibrada de framboesa apresenta beneficios consistentes no
que toca a saide humana, mas foi possivel concluir que este fruto de baga pode ser
utilizado como suplemento dietético, nomeadamente, no controlo do peso corporal
(cetona) e no controlo de diabetes (elagitaninos).

A utilizagdo da framboesa como prevengdo das patologias acima referidas € cada
vez mais uma estratagema promissor € em desenvolvimento, contudo € necessdria uma
andlise mais detalhada e concisa nos aspetos como a dosagem apropriada para cada efeito
e 0 seu mecanismo de ac¢ao.

Mesmo assim o consumo de frutos como a framboesa deve estar sempre presente

numa dieta equilibrada.
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