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Nota introdutoria

Este trabalho comegou por ter como objetivo a avaliagao da influéncia da framboesa vermelha
(Rubus Idaeus L.) em humanos, em marcadores de oxidagao e inflamagao. Assim, queriamos
caracterizar o fruto relativamente ao seu contelldo em vitamina C e compostos fendlicos,
descritos como responsaveis por atividade antioxidante e anti-inflamatéria. Posteriormente
seria avaliado o stress oxidativo e inflamatorio provocado por uma refeicao muito calorica,
rica em agulcar e gordura, e, em seguida, o efeito da ingestao de framboesas durante 30 dias
pelos mesmos voluntarios. Este trabalho seria feito em colaboragao com a Faculdade de
Farmacia da Universidade de Lisboa, sob orientacio da Senhora Professora Doutora Maria

Eduardo Figueira e do Senhor Professor Doutor Fernando Ramos.

Infelizmente, pouco apds o inicio do trabalho experimental o estado de emergéncia foi
declarado a 19 de margo e prolongou-se até maio. As atividades letivas das Faculdades foram
suspensas até ao final do ano letivo 2019-20. Mesmo com a reabertura dos laboratorios para
terminar alguns trabalhos, estava posto fora de questao fazer ensaios clinicos com voluntarios
e, por isso, nao foi possivel realizar esse capitulo importante desta tese tendo sido somente
realizado a determinagiao dos compostos fendlicos da framboesa e alguns ensaios de

capacidade antioxidante.

Pelo exposto, resolvemos dar um rumo diferente a tese que dividimos em 2 capitulos:
Capitulo | — Revisao da literatura dos efeitos bioldgicos das framboesas

Capitulo Il — Fendis totais e capacidade antioxidante da framboesa

Neste Capitulo Il apresentamos o trabalho laboratorial que desenvolvemos até ser declarada

a pandemia.



Resumo

Uma das estratégias no combate a doengas cronicas nao transmissiveis, nomeadamente
doengas cardiovasculares, passa pela introdugao de frutas, como a framboesa, na alimentagao
diaria. Estudos in vitro e in vivo revelaram varios mecanismos através dos quais antocianinas e
elagitaninos, compostos fendlicos presentes em extratos de framboesa vermelha (ou o fruto

inteiro) poderiam reduzir o risco de desenvolvimento precoce destas doengas.

Os compostos fenolicos ou polifendis sio compostos bioativos que possuem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. Tém sido referidos pelo efeito inibitério no
desenvolvimento de doengas crénicas. O consumo regular de polifendis, pode contribuir para
efeitos benéficos na saude, através da sua capacidade de inibir o stress oxidativo e também pela
sua agao anti-inflamatoria, duas agoes importantes na prevencao do desenvolvimento de

doencas cardiovasculares e de cancro.

Os frutos vermelhos, onde se incluem as framboesas, sao ricos em compostos fendlicos e,
consequentemente lhe estao atribuidas propriedades muito importantes para a saude, para
além das nutricionais. No entanto, um dos problemas da sua atividade nos humanos € a pouca

biodisponibilidade dos compostos fendlicos.

Embora existam varias evidéncias para o beneficio do consumo destes frutos na saide humana,
ainda existe a necessidade de serem feitos mais estudos que consolidem dados e clarifiquem

as doses e os mecanismos de agao.

O objetivo deste trabalho é fazer uma revisao bibliografica sobre o conteido fendlico da
framboesa vermelha, nomeadamente a espécie Rubus Idaeus sp, e relaciona-lo com a atividade
antioxidante e anti-inflamatoria deste fruto e a sua agao na promogao da saude e na prevengao

de doencas croénicas nao transmissiveis e também de outras doengas.

E também objetivo mostrar os resultados preliminares de conteido em fendis totais e

capacidade antioxidante de extrato fendlico de framboesa.

Palavras-chave: Framboesas Vermelhas, compostos fendlicos, atividade antioxidante e

efeitos bioldgicos, alimento funcional.



Abstract

One of the strategies in the fight against chronic non-communicable diseases, namely
cardiovascular diseases, is the introduction of fruits, such as raspberries, in the daily diet. In
vitro and in vivo studies have revealed several mechanisms through which anthocyanins and
ellagitannins, phenolic compounds present in red raspberry extracts (or the whole fruit) could

reduce the risk of early development of these diseases.

Phenolic compounds or polyphenols are bioactive compounds that have antioxidant and anti-
inflammatory properties. They have been reported to have an inhibitory effect on the
development of chronic diseases. Regular consumption of polyphenols can contribute to
beneficial effects on health, through its ability to inhibit oxidative stress and also by its anti-
inflammatory action, two important actions in preventing the development of cardiovascular

diseases and cancer.

The red fruits, where raspberries are included, are rich in phenolic compounds and,
consequently, are attributed to them very important properties for health, in addition to
nutritional. However, one of the problems with its activity in humans is the low bioavailability

of phenolic compounds.

Although there is ample evidence for the benefit of consuming these fruits on human health,
there is still a need for further studies to consolidate data and clarify doses and mechanisms

of action.

The objective of this work is to make a bibliographic review on the phenolic content of red
raspberry, namely the species Rubus Idaeus sp, and to relate it to the antioxidant and anti-
inflammatory activity of this fruit and its action in promoting health and preventing chronic

non-communicable diseases and also other diseases.

It is also an objective to show the preliminary results of content in total phenols and

antioxidant capacity of raspberry phenolic extract.

Keywords: Red Raspberries, phenolic compounds, antioxidant activity and biological effects,

functional food.
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I. Introducao

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica, a esperanga média de vida sofreu um
aumento. Assim, embora vivamos mais, ainda estamos longe da viabilidade bioldgica da espécie
(Jakobsdottir et al., 2013). Estudos recentes apontam que a longevidade depende muito do
cenario ambiental (habitos alimentares, sedentarismo, consumo de tabaco e bebidas alcodlicas,

entre outros), enquanto a genética é responsavel por apenas 30% dela.

Nos ultimos anos segundo a Organizagao Mundial de Saude, as doengas cronicas nao
transmissiveis (DCNT) sao a principal causa de morte em todo o mundo (OMS, 2003). Os
estilos de vida pouco saudaveis dos tempos modernos, como a falta de exercicio fisico e uma
ma dieta, o consumo de refrigerantes com elevados teores de agucar e de refeicoes pré-
cozinhadas, tal como o baixo consumo de legumes e fruta sio dos fatores que mais tém
contribuido para o desenvolvimento precoce das DCNT no mundo inteiro, como a obesidade,
diabetes mellitus, doengas cardiovasculares (DCV) e alguns tipos de cancro (OMS, 2003). Uma
alimentagao rica em vegetais e frutos, nomeadamente os pequenos frutos vermelhos é

associada a uma redugao acentuada do risco (Burton-Freeman, Sandhu e Edirisinghe, 2016).

Os frutos vermelhos, nomeadamente a framboesa, tém sido fortemente associados a

beneficios para a salde dos consumidores.

Os padroes de qualidade para o consumidor sao limites de aceitabilidade por vezes dificeis de
quantificar, variando ao longo do tempo e podendo ser influenciados por fatores culturais e
sociais. Os atributos de qualidade assumem importancia distinta, consoante a 6tica como sao
perspetivados. Assim nas op¢oes de compra os parametros de qualidade que assumem maior
importancia sao o aspeto, cor, tamanho, forma, auséncia de defeitos, firmeza ao toque e
aroma, e nem sempre a qualidade funcional é tida em linha de conta. No entanto, o conceito
de que os frutos vermelhos sao alimentos muito bons para a saiude e prevencao de doengas
esta ja bastante disseminada pela populagao, mas o seu consumo nao é muito grande, por
motivos economicos. Os frutos vermelhos como a framboesa, sio caros sendo a sua
comercializagao limitada por muitos fatores tais como perda de firmeza, escurecimento,
podridao pos-colheita, excesso de maturagao, fruto deficiente ou atacado por alguma praga

que altera a apresentagao e erros de colheita.



|.1.Stress oxidativo e inflamatorio

Processos oxidativos e inflamatorios tém sido implicados na etiologia de doengas croénicas nao
transmissiveis. No organismo inflamado gera-se stress oxidativo, suscetivel de promover a
libertacao de mediadores inflamatorios e de espécies reativas adicionais, capaz de amplificar

os efeitos proé inflamatorios (Hsieh e Yang, 2013).

Por outro lado, o préprio stress oxidativo esta diretamente relacionado com o

desenvolvimento de inflamagao.

O endotélio esta entre os tecidos mais vulneraveis ao stress oxidativo e as suas consequéncias.
A disfuncao endotelial e o seu papel de (des)regulagao da pressao e desenvolvimento da
aterosclerose no sangue, foi avaliado como um fator de risco emergente para DCV e
promoveu uma pesquisa focada para formas de a controlar/regular (EFSA, 201 1). Dislipidemia
€ um termo usado para designar todas as anomalias quantitativas ou qualitativas dos lipidos
(gorduras) no sangue, no desenvolvimento e progressao de DCV, esta permanece um alvo
central para intervengao e controlo em grupos de risco (Robinson et al, 2014). O stress
oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e os
compostos antioxidantes. O stress oxidativo aumenta o risco de danos oxidativos aos
componentes das células, como o DNA, proteinas e lipidos, afetando a fungao celular,
provocando mutagoes e/ou causando a morte celular. Tem sido demonstrado que o aumento
do stress oxidativo que leva a danos oxidativos, tem um papel importante no inicio e no
agravamento de DCV (Zhang, 2013) e também do cancro por mutagoes de DNA provocadas

por oxidagoes das bases do DNA.

O stress oxidativo é fruto do desequilibrio entre a formagao exagerada de espécies reativas e

a impossibilidade das enzimas antioxidantes endogenas as neutralizarem.

O stress oxidativo esta na base do envelhecimento e das doengas a ele associadas como as
DCV, neurodegenerativas e cancro. Assim, a ingestao de antioxidantes via alimentar é de

primordial importancia na prevencao do desenvolvimento destas doencas.

O mecanismo de inflamagao e benéfico para a defesa do organismo a agressoes desde que seja
auto limitado. Contudo, quando a inflamagao se torna persistente e exagerada esta associada

ao desenvolvimento de diversas doengas croénicas. (Minihane et al, 2015).

Atualmente, a incidéncia de doencas associadas ao estilo de vida e ao meio envolvente, esta a

aumentar, isto pode ser derivado da nutrigao inadequada e do constante aumento da poluigao
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ambiental. Para prevenir essas doengas, sao necessarios varios grupos de compostos bioativos

com um amplo espectro de acao e que nao manifestem efeitos secundarios adversos.

E muito vantajoso para a saide humana o consumo de alimentos ricos em compostos com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias para a prevengao das doengas cronicas nao

transmissiveis.

Dentro da lista dos alimentos com estas propriedades temos a framboesa.

|.2.Producgao de framboesa em Portugal

A produgao de framboesa é uma industria de mao-de-obra intensiva com altos custos. Nos
ultimos anos, a cultura de framboesa estagnou/diminuiu nos paises desenvolvidos, como os da
Europa e os Estados Unidos. Muitos paises da Europa Ocidental estao a desistir da produgao
de framboesa, dando lugar a outras produgoes mais lucrativas. No entanto, atualmente, a
producao de framboesa esta a crescer exponencialmente em alguns paises em
desenvolvimento (Esta informagao foi retirada do site:
http://www.agronegocios.eu/noticias/cultura-da-framboesa-e-da-amora/ - consultado em

margo de 2020)

Na regiao do Algarve tem havido esforgos e incentivos para aumentar a cultura de pequenos
frutos numa perspetiva de diversificagao da producgao fruticola. Dentro das exploragoes de
pequenos frutos, a framboesa é a espécie mais cultivada. No entanto, para o consumidor
portugués, este pequeno fruto continua a ser pouco conhecido e ausente das mesas dos
portugueses. O que pode ser justificado pelo seu preco e pelos habitos alimentares

tradicionais.

A producao destes frutos exige uma colheita manual minuciosa, refrigeracao e transporte no
mesmo dia, sendo assim um produto bem pago. E um fruto muito perecivel que aos olhos do
consumidor, tem de estar em perfeitas condi¢coes para ser adquirido. Como os custos de
producao sao elevados, para que a colheita tenha o maior lucro possivel, as entidades

exploradoras, apostam em mao-de-obra barata.

A cultura da framboesa em Portugal tem sido encarada apenas numa perspetiva de exportagao
dado o baixo consumo no mercado portugués. Em 2017 a exportacao de framboesas atingiu
quase as 20 000 toneladas em que o principal destino é a Uniao Europeia (GLOBALAGRIMAR,
2017).



|.3.A Framboesa
A planta da framboesa pertence a familia das Rosaceae, género Rubus, e subgénero Idaeobatus.
A espécie mais comum no continente europeu € Rubus idaeus L. sendo que as cultivares mais
generalizadas e cultivadas em Portugal sao as de fruto vermelho, de sabor agridoce, aroma

agradavel, polpa com pequenas sementes e textura granulada.

A framboesa é um fruto multiplo de pequenas drupas (drupéolas), formado pela uniao de
varios ovarios da mesma flor a volta do recetaculo. Geralmente, apresenta uma forma conica
e arredonda, sendo cada drupa ou drupéola, constituida por uma semente dura envolvida por
polpa. Apos a colheita do fruto maduro, o recetaculo permanece ligado a planta e
consequentemente o fruto fica oco, e com uma estrutura fragil que o torna perecivel e que,

por conseguinte, condiciona a sua conservagao em fresco.

FRUTO MULTIPLO
Estames Framboe:a
Oreeseentes Helies sebeeens Pecinculo
(fieam Mesocarpo
gmrrados
Bevois do aeeas)o
A.pm.\ ae song, -

Carago (sements

rodeada pelo
p

endocamo
eprcarpo, =

Devipriols ~
e tu»__! v

Latsdetes
marcescenies
feaene

L

rados

depuis de secos

Carpafern

s
receptaculo - Drupéola

FXTERIOR CORTE LONGITUDINAT
DO FRUTO DO FRELUTO

Figura I- (Dicionario Visual das Plantas 1993, Editorial Verbo)

De acordo com alguns autores as framboesas vermelhas, apresentam caracteristicas de um
alimento funcional que pode ajudar a diminuir e reduzir o risco de DCV (Burton-Freeman,
Sandhu e Edirisinghe, 2016). Designa-se por alimento funcional, um alimento em relagao ao
qual esta demonstrado possuir um efeito benéfico relevante na melhoria do estado de saude,

bem-estar e na reducao do risco de doengas.

Varios estudos indicam que as propriedades que promovem a salde, tanto dos extratos do
fruto como dos extratos das folhas resultam da presenga de diversos compostos ativos,
principalmente fendlicos, que apresentam amplo espectro de atividade. Os flavonoides tém

atividade anti ateroscleroética e inibem a formagao da aterosclerose em varios estagios de
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patogénese (Tripoli et al., 2007). Estudos mostraram que os flavonoides reduzem os niveis de
colesterol no sangue (Jae sue Choi, 1991). Também foi observado que a maioria dos

compostos fenodlicos tem efeito antidiabético, embora os mecanismos de agao sejam diferentes

(Jung et al., 2004).

O extrato lipossoluvel de folhas de framboesas vermelhas (Rubus idaeus) tem varias aplicagoes
potenciais em cosméticos para a pele: pode ser usado como ingrediente hidratante e
hidratante em log¢oes faciais e corporais e como produto anti envelhecimento em cremes

faciais projetado especificamente para combater a formagao de rugas (Tito et al., 2015).

| .4.Caracterizacao nutricional

As framboesas vermelhas contribuem para o valor nutricional de uma dieta. Elas estao entre
as maiores fontes alimentares de fibra alimentar nomeadamente a pectina, um tipo de fibra
que favorece o transito intestinal e ajuda a expulsar toxinas. As framboesas vermelhas também
contém vitamina C, maioritariamente, magnésio e uma variedade de outros nutrientes, como
potassio, vitamina K, calcio e ferro. Pode ver-se na Tabela | a composicao em macro e

micronutrientes das framboesas.

Tabela I - Valor nutricional da framboesa. Composition of foods agricultural handbook n° 89.

Nutrientes

QUANTIDADE EM 100G

Agua 85.75 g
Energia 52 kcal
Proteina 1.2 g
Lipidos 0.65 g
Fibra Total 6.5 g
Acucares 4.42 g
Calcio (Ca) 25 mg
Ferro (Fe) 0.69 mg
Magnésio (Mg) 22 mg
Fésforo (P) 29 mg
Potdssio (K) 151 mg
Sédio (Na) | mg
Zinco (Zn) 0.42 mg




Cobre (Cu) 0.09 mg
Selénio (Se) 0.2 ug
Vitamina C (acido ascérbico) 26.2 mg
Tiamina 0.032 mg
Riboflavina 0.038 mg
Niacina 0.598 mg
Vitamina B-6 0.055 mg
Folato 21 pg
Colina 12.3 mg
Vitamina A 2 ug
Caroteno, beta 12 ug
Caroteno, alfa 16 ug
Luteina + zeaxantina 136 ug
Vitamina E (alfa-tocoferol) 0.87 mg
Vitamina K (filoquinona) 7.8 ug
Acidos gordos, total saturados 0.019 g

Acidos gordos, total monoinsaturado 0.064 g

Acidos gordos, total poliinsaturado 0.375 g

Colesterol 0 mg

Fonte: U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service. 2020. USDA Food and Nutrient Database for Dietary

Studies 2017-2018. Food Surveys Research Group Home Page, http://www.ars.usda.gov/nea/bhnrc/fsrg



|.5.Fitoquimicos da Framboesa vermelha

Para além do valor nutricional as framboesas sdo ricas em fitoquimicos, especialmente
compostos fendlicos que sao compostos bioativos a que sao atribuidos, conjuntamente com

a vitamina C, muitas dos beneficios para a salide associados a este fruto.

A composigao e o contelido de compostos bioativos em framboesas e nos frutos vermelhos
em geral, sao varidveis dependendo da cultivar, local de cultivo, condigoes ambientais, nutrigao
da planta, estado de maturagao e época de colheita, bem como condi¢oes de armazenamento

ou métodos de processamento subsequentes.

Os compostos bioativos sao de grande interesse como ingredientes alimentares funcionais

(Skrovankova et al., 2015).

As folhas de framboesa sao uma valiosa fonte de compostos bioativos (Ponder e Hallmann,
2019) mas o fruto é também rico em compostos fendlicos bioativos como por exemplo do
grupos dos nao flavonoides, nomeadamente antocianinas os elagitaninos como a lambertianina

C, e do grupo dos flavonoides, flavandides como a cianidina-3-glucésido.
Na Tabela Il podem ver-se os teores em fenadis totais, flavonoides e antocianinas da framboesa.

Tabela Il - Teores totais em fendis, flavonoides e antocianinas de frutos Rubus ldaeus L.

PARAMETRO Teor
Fenois Totais (mg EAG/100g FF) 57,5 - 2062,3
Flavonoides Totais (mg EC/100g FF) 9,6 -279,3
Antocianinas Totais (mg EC3G/100g FF) 2,1 - 325,5

EAG — equivalentes de acido galico; EC — equivalentes de (+) - catequina; EC3G — equivalentes de cianidina- 3-
glucésido; EAT — equivalentes de acido tanico.
Fonte: (Correia, 2016)



[.5.1. Compostos fendlicos

Compostos fendlicos ou polifendis sao metabolitos secundarios das plantas e, portanto, que
existem em quantidades razodveis nelas, mas os seus teores e a sua classe dependem de muitos
fatores, incluindo o tipo de planta, as condigoes climaticas e a data de colheita. Os compostos
fendlicos encontram-se disseminados em muitos alimentos, mas em maiores quantidades em

vegetais e frutos.

Os compostos fendlicos pertencem a um grupo amplo e heterogéneo, de componentes
quimicos que possuem um ou mais anéis aromaticos com um sistema aromatico conjugado e
um ou mais grupos hidroxilos. Estes ou doam um eletrao ou um atomo de hidrogénio a um
radical livre, que por sua vez se converte numa molécula inofensiva. Portanto, os compostos
fenolicos tém atividades antioxidantes relevantes in vitro e in vivo. Os compostos fendlicos
existem em formas livres ou conjugadas com aguUcares, acidos e outras biomoléculas soluveis
em agua (acidos fendlicos, flavonoides e quinonas) ou compostos insoluveis em agua (taninos

condensados).

Os compostos fendlicos sao geralmente divididos em dois grupos: nao flavonoides e

flavonoides, que se subdividem em varias subclasses (Quideau et al,, 201 1).

No grupo dos nao flavonoides incluem-se os acidos fendlicos os estilbenos (revesratrol).
Dentro dos acidos fenodlicos temos os derivados do acido hidroxibenzoico (acido galhico), do
acido hidrocinamico (acido cafeico) e ainda os taninos hidrolisaveis como os galhotaninos e

elagitaninos.

Os flavonoides subdividem-se em flavonas, flavonois, flavanonas, flavanonais, flavandis,

isoflavonas e antocianidinas (Falcone Ferreyra, Rius e Casati, 2012).

Os compostos fendlicos sao pouco soluveis em agua e, por isso, a maioria destes compostos
ocorre na natureza como formas combinadas ligadas com agUcares, acidos organicos e ésteres,
embora alguns compostos fendlicos ocorram como agliconas. Os acidos fendlicos sao
encontrados nos tecidos vegetais principalmente como derivados, grupos hidroxilos dos
acidos benzodico e cindmico. Estes compostos produzem o gosto amargo e azedo dos frutos e
tém propriedades adstringentes (Soares, 2002). Estes s3o substratos em reagoes de
biossintese (por exemplo, o acido cafeico € um precursor da lignina) (Quideau et al., 201 1).

Além de acidos fendlicos, os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fenolicos.



A maioria dos flavonoides contém um sistema heterociclico entre os anéis aromaticos A e B
(Falcone Ferreyra, Rius e Casati, 2012). Flavonoides individuais diferem no numero, tipo e
localizagao dos substituintes na molécula, que determinam as suas propriedades quimicas e
fisicas e afetam o metabolismo individual e atividade biolégica de cada composto. Os
flavonoides estao presentes nas plantas em duas formas: agliconas livres e formas ligadas como

O- e C-glicosideos (Falcone Ferreyra, Rius e Casati, 2012; Quideau et al., 201 1).

Varios estudos tém mostrado que os fendis desempenham um papel importante como
antioxidantes contra os radicais livres e contra outras espécies reativas de oxigénio, estes que

sao a principal causa de muitas doengas cronicas do ser humano (Feresin et al., 2016).

Os compostos fendlicos também tém mostrado outro tipo de atividades como anti-

inflamatorios e antimutagénicos (Robards et al., 2002),

|.6.Vitamina C

Frutas e vegetais contém muitas moléculas bioativas diferentes, muitas das quais com
propriedades antioxidantes. Fortes evidéncias, demonstradas no livro Phytochemical
Interactions: B-carotene, tocopherol and ascorbic acid. In Phytochemicals, a new paradigm de Omaye
e Zang de 1998, apoiam o facto de o acido ascorbico (vitamina C) ser o antioxidante mais
importante e tradicional. Além das conhecidas vitaminas C e E, ou compostos carotenodides,
frutas e vegetais possuem outros compostos que contribuem significativamente para sua

capacidade antioxidante.

O acido ascorbico é uma vitamina essencial soluvel em dgua com excelentes propriedades
redutoras, bem conhecidas pela sua alta atividade antioxidante devido a neutralizagao de
radicais e outras espécies reativas de oxigénio, formados via metabolismo celular, que estao
associados a varias formas de doencas e danos aos tecidos. Também ¢ considerado como o
indicador de qualidade de nutrientes durante o processamento e armazenamento, pois €
sabido que se o acido ascérbico for bem retido, os outros nutrientes permanecem nos

alimentos também com perdas minimas (Skrovankova et al,, 2015).

|.7.Framboesa e saude

As framboesas, sao conhecidas pela sua potencialidade na promocao da saude, pois tem uma

vasta quantidade de nutrientes e compostos com forte atividade antioxidante.



O interesse em compostos fendlicos alimentares aumentou devido as suas propriedades
antioxidantes e anti-mutagénicas juntamente com sua capacidade de reagir com os radicais
livres (Robards et al, 1999), portanto, esses compostos nao nutrientes, sao considerados
protetores devido a sua relagao de ingestao com efeitos protetores contra varias doengas
degenerativas, como cancro e DCV (Hertog et al, 1993, 1994). As frutas vermelhas sao ricas
em flavonoides e acidos fenodlicos que apresentam atividade antioxidante (Heinonen et al,

1998).

Os frutos pequenos sao uma fonte de compostos fenolicos, fibras e acido ascorbico. A
atividade antioxidante varia muito entre os cultivares de frutos silvestres e é altamente

correlacionada com os seus conteldos de compostos fendlicos (Pantelidis et al., 2007).
E o caso da framboesa, fruto vermelho, rico em compostos fendlicos e vitamina C.

Varios estudos sugeriram que, embora os contetidos fendlicos variassem entre a maioria das
variedades de framboesa estudadas, sao esses compostos que contribuem significativamente
para a sua agao antioxidante e capacidade de eliminagao das atividades de espécies reativas de

oxigénio intracelulares (Wang et al,, 2019).

O potencial anti-inflamatoério dos compostos fendlicos de framboesas vermelhas portuguesas
foi relatado num modelo animal de artrite reumatoide induzida por colagénio de tipo Il
(Figueira et al., 2014). Chen et al. também relataram num modelo in vivo em que o extrato de
framboesa vermelha, uma fonte de compostos fendlicos, inibiu a proliferagao celular e induziu
a apoptose num modelo de indugao de lesoes hepaticas de dietilnitrosamina, apesar de nao

ter uma analise profunda das vias de sinalizagao envolvidas (Chen et al., 201 I).

Framboesas vermelhas contém componentes fitoquimicos com atividade bioldgica
documentada, muitos das quais foram inicialmente investigadas com base nas suas
propriedades antioxidantes in vitro. Alguns desses compostos sao agora reconhecidos pela sua
capacidade de influenciar as vias de sinalizagdo celular que afetam os recetores,
transportadores, expressao genética e outros eventos celulares. O pacote de nutrientes e
componentes bioativos que as framboesas vermelhas fornecem, sugerem que existe um

importante papel protetor na saude humana.

Antocianinas e elagitaninos sao considerados os principais compostos, individualmente ou
combinados, responsaveis por efeitos benéficos na saide como a prevencao de distlrbios

inflamatorios, DCV ou efeitos protetores para reduzir o risco de varios tipos de cancro (Gao
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et al, 2018). Além desses componentes, o acido ascorbico ou vitamina C pode ser um

antioxidante muito potente que ocorre em quantidades significativas na framboesa.

Os principais componentes ativos de Rubus idaeus L. sao os fenois, sobretudo flavonoides e
nomeadamente antocianinas (Pantelidis et al, 2007). As antocianinas sao uma classe de
antioxidantes importantes com atividades farmacoldgicas extensas, como a redugao do stress
oxidativo associado a idade e efeitos anti-inflamatorios. Alguns estudos relataram que Rubus
idaeus L. (framboesas vermelhas) possuem excelentes resultados no que toca a atividade
antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana, mas ha conhecimento limitado sobre a sua
atividade biologica em doencas de pele (Skrovankova et al,, 2015). Extratos de polifendis de

frutos vermelhos aumentam a expressao de enzimas antioxidantes (Feresin et al., 2016).



Dieta pobre Obesidade

T

Consequéncias Fisioldgicas Consequéncias Fisioldgicas

e

Antioxidantes/Equilibrio Redox Anti-inflamatorio

Framboesas

T Sensibilidade a insulina

* Disfung¢do endometrial

J,' Sindrome metabélico e oo pecendg

. \ / * Risco de Trombose
J Diabetes

Figura 3 - Consequéncias fisiologicas da ma alimentagao e da obesidade promovem desequilibrios do

metabolismo, sistema oxidativo e imunolégico, resultando em mudangas clinicamente relevantes que
afetam processos periféricos e centrais que ao longo do tempo levam a doengas croénicas, como DCV,
diabetes mellitus e doenga de Alzheimer. As framboesas vermelhas e os seus polifendis predominantes
tém sido estudados numa variedade de modelos pelo seu potencial direto e indireto de efeitos em
doengas cronicas. O aumento de estudos cientificos sugere que a framboesa vermelha, incluindo varios
extratos e componentes individuais, tem anti-inflamatorios, antioxidantes e atividade de estabilizagao
metabolica. Esses efeitos estao associados a melhorias na pressao arterial e perfis lipidicos, diminuicao
do desenvolvimento aterosclerotico, melhoramento na fungao vascular, estabilizagio de sintomas
diabéticos nao controlados (por exemplo, glicemia) e melhora a recuperagao funcional de lesao
cerebral em modelos pré-clinicos. Esquema adaptado (Burton-Freeman, Sandhu e Edirisinghe, 2016).
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2. Objetivo

O objetivo deste trabalho é fazer uma revisao bibliografica sobre o contetdo fendlico da
framboesa vermelha, nomeadamente a espécie Rubus Idaeus sp, e relaciona-lo com a atividade
antioxidante e anti-inflamatoria deste fruto e a sua agao na promogao da saide e na prevengao

de doengas cronicas nao transmissiveis e também de outras doengas.

E também objetivo mostrar os resultados preliminares de conteido em fenodis totais e

capacidade antioxidante de extrato fendlico de framboesa.

3. Capitulo | — Revisao da literatura dos efeitos bioldgicos das
framboesas

3.1.Metodologia

Este estudo compreendeu a realizagao de pesquisas nos sitios eletronicos seguintes: Pub med
da Medline, (https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/); Organizacao Mundial de Saude (OMS)
(https://www.who.int/activities/preventing-noncommunicable-diseases/) consultado no ano de
2020; EFSA (https://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/5136) consultado em junho de
2020. Foram utilizadas combinagoes entre as seguintes palavras-chave: “Red Raspberries”,

Y LYY

“phenolic compounds”, “ellagitannins”, “anthocyanins” e em associagao com “functional food”,

L AN Y

“antioxidant activity”, “chronic disease” e “biological effects”.

3.2.Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante das framboesas, a semelhanga de outros frutos vermelhos, esta
relacionada com varios compostos bioativos que possuem propriedades antioxidantes.
Antocianinas, taninos, compostos fenodlicos totais e o acido ascérbico foram amplamente
estudados devido a sua possivel correlagao. No entanto, a capacidade antioxidante pode ser
esclarecida pela compreensao da conexao de diferentes compostos bioativos, trabalhando
aditivamente ou sinergicamente em relagao a capacidade antioxidante total da framboesa.
Framboesas com teores mais elevados de fitoquimicos mostraram maior capacidade

antioxidante (Chen et al., 2012).

Varios estudos sugeriram que o conteudo de compostos fendlicos e a atividade antioxidante
estao intimamente relacionadas entre si (Pani¢ et al., 2019; Shahidi e Ambigaipalan, 2015). A

investigagao da atividade antioxidante de produtos naturais é o primeiro passo na busca de
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substancias bioativas em extratos vegetais. Existem muitos métodos disponiveis para
determinar a atividade antioxidante, mas o mais comumente usado € o ensaio de captura de

radical livre por DPPH.

A capacidade antioxidante dos frutos vermelhos, esta fortemente relacionada com compostos
que promovem a eliminagao de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio intracelulares.
A esses compostos pertencem os fenolicos, a maioria dos quais expressa atividade
antioxidante e acido ascérbico, relevante in vitro e in vivo. A capacidade total antioxidante
(TAC) pode ser influenciada pela Silvicultura, uma ciéncia que se dedica ao estudo de métodos
naturais e artificiais de regenerar e melhorar povoamentos florestais, como sistemas culturais
organicos. Morangos cultivados organicamente exibiram atividades mais elevadas capacidade
antioxidante, niveis mais elevados de enzimas antioxidantes, e niveis mais elevados de
antioxidantes, como o conteldo de flavonoides (Jin et al., 2011). A capacidade antioxidante
diminui com o processamento continuo, exceto processamento térmico, que causa
parcialmente um aumento devido a formagao de produtos que siao eficazes como
antioxidantes (Oszmianski e Wojdyto, 2009). Prensagem e pasteurizagao sao os processos
mais problematicos para a degradagao dos compostos bioativos nos frutos vermelhos

(Artmann et al., 2008).

A capacidade antioxidante total das espécies de framboesas e morangos sao semelhantes entre
si, mas é cerca de trés vezes menor do que nos mirtilos. Durante o armazenamento, pode
haver um aumento de TAC em temperaturas superiores a 0° C (seguido pelo aumento do

conteudo de antocianinas e contetdo fendlico total (TPC)) (Kalt et al., 1999).

A capacidade antioxidante das framboesas € influenciada por varios fatores, em comparagao
com outras frutas, sao mais influenciadas pelo tipo de armazenamento. Mudangas devido ao
tempo de armazenamento e temperatura podem ser examinadas em todas as suas variedades.
No entanto, os fendlicos da framboesa aumentaram cerca de 1,5 vezes apds o armazenamento
de uma semana. Além disso, o conteudo de antocianinas de framboesa pode aumentar cerca
de 2,5 vezes apds uma semana de armazenamento a 20° C. Alteragdes sao menores apos
armazenamento a 10 e 30° C e praticamente nulas a 0° C. Estas sdo seguidas por um aumento
de quase duas vezes na capacidade antioxidante (Kalt et al., 1999). As framboesas podem ser
consumidas frescas, mas devido ao seu curto tempo de armazenamento, sao limitadas pelo
crescimento de microrganismos e perda de firmeza. Mais frequentemente, sao utilizados como
produtos processados, como compotas, geleias, purés, gelados ou usados como ingredientes

ou para dar sabor a varios produtos alimentares (iogurtes, bolachas, smoothies). O processo
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de congelamento nao tem efeitos significativos nos valores de TPC (Begona de Ancos, Eva M.

Gonzilez, 2000).

3.3.Biodisponibilidade de compostos fendlicos e a sua atividade antioxidante

A biodisponibilidade pode ser definida como uma fragao da ingestao de compostos que
atingem o sistema circulatorio, tecidos e orgaos especificos para exercer efeitos bioldgicos na
saude humana (McDougall et al., 2005). No geral, é o resultado da absorgao, distribuigao,

metabolismo e excregao dos compostos ingeridos.

Os efeitos biolégicos dos compostos polifendlicos sao limitados pela sua baixa absor¢ao do
trato digestivo (Calinoiu e Vodnar, 2018; $tefanescu et al., 2019). Foi demonstrado que a
estrutura quimica determinou a taxa e extensao da sua absorgao intestinal. Por exemplo, os
acidos ferulico e sinapico sao absorvidos como formas livres e soluveis, enquanto moléculas
maiores devem ser primeiro hidrolisadas por enzimas entéricas ou enzimas bacterianas da

microflora do célon (Stefanescu et al.,, 2019).

A Dbiodisponibilidade dos compostos fendlicos e a sua atividade antioxidante foram
determinadas em polpas congeladas de agai, cupuagu, amora-preta, mirtilo, jabuticaba,
framboesa, caja e graviola, utilizando um modelo de digestao acoplado a um simulador de uma
barreira intestinal. Este estudo avaliou polpas congeladas de frutas cultivadas no brasil,
nomeadamente a framboesa vermelha (Rubus idaeus) cultivada na Mata Atlantica. O
procedimento de digestao in vitro (mimetizando condigoes gastrointestinais fisioldgicas), que
foi utilizado neste estudo seguiu os procedimentos descritos anteriormente por Dutra et al.
(Dutra et al,, 2017). O sistema incluiu trés fases sequenciais (oral, gastrica e intestino delgado,

que incluiu dialise).

A exposicao a condicoes que simulam a digestao gastrointestinal, causa uma redugao
significativa no conteudo de antocianinas em polpas congeladas vermelho-purpura (agal,
amora, mirtilo, jabuticaba e framboesa). S6 o mirtilo e as polpas congeladas de framboesa
exibiram antocianinas biodisponiveis. A biodisponibilidade mais alta foi observada para
cianidina 3-glucosideo (6,56%) e pelargonidina 3-glicosideo (28,33%) nas polpas congeladas de
framboesa. Curiosamente, no presente estudo, quantidades semelhantes de cianidina 3-
glicosideo foram encontradas nas polpas congeladas de acai e framboesa. O alto teor dessa
antocianina no agai e na framboesa estda bem documentado (McDougall et al., 2005); no

entanto, esta € a primeira vez que quantidades semelhantes de cianidina 3-glicosideo sao

23



detetadas em produtos derivados de agai e framboesa. Os resultados deste estudo mostram
que as antocianinas apresentam baixa bioacessibilidade nas polpas congeladas vermelho-
purpura estudadas; apenas cianidina 3-glicosideo (6,56%) e pelargonidina 3-glicosideo (28,33%)
foram bioacessiveis em polpas congelas de mirtilo e framboesa. Em relagao aos flavonoides
nao antocianinicos, a biodisponibilidade variou nas polpas congeladas testadas. Os compostos
com a maior biodisponibilidade foi quercetina 3-glicosideo, caempferol glucosideo,
procianidina Bl e cis-resveratrol na polpa congelada de amora e procianidina Bl, catequina e
cis-resveratrol na polpa congelada de caja. Estes compostos foram fortemente correlacionados
com a atividade antioxidante observada nos ensaios DPPH e FRAP. Os resultados mostram
que ha biodisponibilidade de antocianinas, flavonoides e acidos fenolicos em polpas congeladas

distintas.

A bioacessibilidade e biodisponibilidade dos polifendis de framboesas vermelhas foram,
também, estudadas em modelos in vivo e in vitro (Elaine M. Daniel, Sunil Ratnayake, Thomas
Kinstle, 1991; McDougall et al., 2005) modelos animais (Borges et al., 2007) e ensaios clinicos
em humanos (Erda et al., 2005; Rocio Gonzalez-Barrio, Christine A. Edwards e Joseph, 201 |;
Tewart et al., 2010). Em geral, os componentes polifenélicos sofrem modificagoes estruturais
antes de serem absorvidos. A exce¢ao é com as antocianinas, que podem ser absorvidas
intactas na sua forma glicada (Cao et al, 2018). Estruturas que escapam da absor¢ao do
intestino delgado seguem para o célon, onde sao convertidas em acidos fendlicos por
microrganismos presentes no intestino grosso, apods esse processo sao excretadas nas fezes

ou absorvidos pela circulagio mesentérica.

Os produtos metabdlicos do colon e os fendlicos nao conjugados e estruturas de aglicona do
trato digestivo superior sofrem metabolismo de fase | e fase Il no intestino, figado e rim,
resultando em metabolitos metilados, glicuronideos e sulfoconjugados (Wu, Cao e Prior, 2018;
Zquierdo, Amaison e Emesy, 2005). Os metabolitos resultantes circulam no sangue e sao
transportados para varios tecidos e orgaos do corpo. Apesar de que alguns metabolitos,
podem nunca chegar a circulagao geral devido ao efluxo de volta para o limen do intestino
apos a absorgao inicial dos enterocitos ou devido a recirculagao entero-hepatica, a maioria

dos metabolitos é excretada pelos rins (Duynhoven et al., 201 1).

O percurso das antocianinas e elagitaninos em ratos foi monitorizado apos a ingestao de sumo
de framboesa (Borges et al., 2007). Em estudos in vivo, com animais e humanos, 0,1% das
quantidades ingeridas, e as vezes menos, foram detetados no plasma e na urina (Milbury et al.,

2002) mostrando um baixo nivel de absorgao em comparagao com outros flavonoides
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(Palafox-carlos, Ayala-zavala e Gonz, 201 1). A baixa concentragao de antocianinas no plasma
pode, portanto, ser uma consequéncia da sua rapida remocao do sistema circulatorio. A analise
HPLC-PDA-MS/MS do sumo de framboesa resultou na identificagao e quantificagao de nove

antocianinas, dois elagitaninos e acido elagico.

Num estudo, ratos foram alimentados por alimentagao for¢ada uma Unica vez com uma dose
de 2,77 mL de sumo de framboesa, contendo antocianinas e elagitaninos, uma dose equivalente
a um ser humano de 70 kg beber 700 mL de sumo. Uma hora depois de os alimentar, os
elagitaninos, sanguina H-6 e lambertianina C desapareceram com apenas vestigios de acido
elagico detetado no estomago. Até duas horas apds suplementagao, houve uma recuperagao
muito alta de antocianinas nao metabolizadas, principalmente cianidina-3-O-soforosideo,
cianidina-3-O- (2G-O-glucosilrutinsido) e cianidina-3-O-glucosideo, conforme passavam do
estomago para o duodenol/jejuno e ileo. Apos trés horas, menos de 50% era recuperado, apés
quatro horas caiu para | 1% da quantidade ingerida e apos seis horas apenas 2% era detetavel.
Apenas foram detetados vestigios de antocianinas no cego, colon e fezes e nao em extratos
de figado, rins e cérebro. Apés uma hora, concentragoes baixas de nM de cianidina-3-O-
soforosideo, cianidina-3-O- (2G-O-glucosilrutinsido) e cianidina-3-O-glucosideo foram
detetadas no plasma, mas estes diminuiram em duas horas e nao apresentavam quantidades
detetdveis quatro horas apos a ingestao. A excre¢ao das trés principais antocianinas de
framboesa vermelha, na urina ao longo de um periodo de vinte e quatro horas, apos a ingestao

do sumo de framboesa, foi equivalente a 1,2% das quantidades ingeridas.

Estas descobertas mostram que as antocianinas sao mal absorvidas e que isso ocorre antes de
atingirem o ileo, de acordo com as evidéncias que indicam que o estomago (Felgines et al,
2018; Passamonti et al., 2003) e o jejuno (Kalt, 2019) sao locais de absorgao de antocianinas
em murganhos e ratos. Algumas bactérias coliformes fecais degradam rapidamente,
quantidades substanciais de antocianinas quando estas passam pelo intestino delgado até ao

intestino grosso, dado que estas nao sao absorvidas.

Informagoes mais completas sobre o que acontece as antocianinas e elagitaninos apds a
ingestao, seriam possiveis com o auxilio e com a disponibilidade de derivados radiomarcados
o que permitiria que o destino desses compostos fosse monitorizado em sistemas de teste
com animais, da mesma maneira que este composto [2-'*C] quercetina-49-O-glucosideo tém
sido usado para fornecer uma visao detalhada da biodisponibilidade do glucosideo de flavenol

em ratos (MULLEN et al., 2002).
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Gonzilez-Barrio et al. (Rocio Gonzdlez-Barrio, Christine A. Edwards e Joseph, 2011)
estudaram o destino de antocianinas, acido elagico e elagitaninos, em individuos voluntarios
saudaveis e individuos com ileostomia que consumiram 300 g de framboesas vermelhas. Os
resultados deste estudo sugeriram que aproximadamente 40% das antocianinas ingeridas
chegam ao intestino grosso, com base em antocianinas encontradas nos individuos saudaveis
no liquido ileal, obtido por ileostomia. Esses dados sugerem que aproximadamente 60% das
antocianinas sao absorvidas, degradadas ou nao detetaveis a nivel do intestino delgado. Da
mesma forma, aproximadamente 23% da quantidade ingerida de elagitaninos foram
encontrados no liquido ileal, no entanto, uma quantidade significativa de elagitaninos foi
hidrolisada em acido elagico (aproximadamente 241% da ingestao). No intestino grosso, o
acido elagico e os elagitaninos sao principalmente convertidos em metabolitos de urolitina
(urolitina A e B). As urolitinas sofrem metabolismo de fase Il na parede do intestino grosso e
no figado, um processo que produz glucuronideos de urolitina (Rocio Gonzalez-Barrio,
Christine A. Edwards e Joseph, 201 1). A sintese de urolitinas é mediada pelo microbiota do
intestino e estirpes bacterianas muito especificas (Gordonibacter urolithinfaciens sp. nov.)
(Maria V. Selma, Francisco A. Tomas-Barberan, David Beltran, 2014). Portanto, foi relatada
alta variabilidade interindividual na produgao de urolitina (Rocio Gonzalez-Barrio, Christine A.

Edwards e Joseph, 201 I; Rocio Gonzalez-Barrio, Gina Borges, 2010).

As folhas da framboesa também sao ricas em compostos fendlicos. Os principais fenolicos
detetados em extratos de folhas sio pequenos compostos, como acido gilico na groselha
preta, acido elagico na framboesa e acido clorogénico nas folhas de arénia (Materska, 2020).
Com base nisso, pode-se dizer que compostos fendlicos de folhas de arbustos de frutas podem
apresentar uma taxa significativa de biodisponibilidade, mas investigagoes adicionais sao
necessarias para comprovar esta afirmagao. No entanto, estas nao sao apropriadas pelo que

€ necessario extrair esses compostos através de infusoes.

3.4.Beneficios para a saude de framboesas vermelhas e seus componentes
polifendlicos predominantes

Ha muito tempo que as framboesas sao utilizadas na medicina tradicional em alternativa para

curar feridas, colicas, diarreia e doencas renais. As framboesas sdo Uteis, também na dieta

voltada para controlo de estados iniciais de diabetes tipo Il e hipertensao (Skrovankova et al,

2015). O perfil nutricional das framboesas vermelhas e os seus componentes polifenolicos
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(antocianinas e elagitaninos/metabolitos) tornam as framboesas vermelhas, um bom candidato

para inclusao regular em dietas destinadas a reduzir o risco de diabetes.

3.4.1. Obesidade

Obesidade e diabetes sao fatores de risco que ativam mecanismos subjacentes que levam ao

desenvolvimento de DCV.

A obesidade é caracterizada pelo aumento de tecido adiposo, que como um 6rgao endécrino
ativo, secreta adipocitocinas (leptina, adiponectina, resistina, proteina estimuladora de acilagao
(ASP), inibidor do ativador do plasminogénio (PAl), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6) e angiotensinogénio), estas constituem um perigo no desenvolvimento de
DCV, devido aos seus efeitos na homeostasia energética, no metabolismo de hidratos de
carbono e lipidos, na homeostasia vascular e na resposta imune. Na obesidade, o tecido
adiposo pode cobrir o coragao completamente (conhecido como tecido adiposo perivascular) até
2 cm de espessura. O tecido adiposo perivascular tem tido cada vez mais reconhecimento
como um importante produtor de fatores que apresentam efeitos vasculares periféricos,
pulmonares ou cardiacos, e de citocinas que podem ter um efeito paracrino direto na
vasculatura devido a sua inerente proximidade. A este respeito, a interagao tecido adiposo
perivascular-vaso pode ser identificada como um novo alvo terapéutico de doengas vasculares

(Dias-Neto et al., 2018).

A obesidade, associada a um desequilibrio calérico no corpo, tornou-se um problema de satde
publico internacional em todo o mundo (El-shiekh et al,, 2019). A relagao etioldgica entre
obesidade e doengas metabdlicas foi estabelecido por varios estudos experimentais e clinicos
(Silva et al., 2020). O tecido adiposo humano pode ser dividido em dois subconjuntos: tecido

adiposo multilocular e tecido adiposo unilocular.

Resumidamente, a expansao massiva de tecido adiposo unilocular, uma caracteristica marcante
na obesidade, resulta num aumento do risco de doengas, incluindo diabetes tipo 2, doengas

cardiacas, hipertensao sistémica, hiperlipemia e arteriosclerose (Hong et al., 2019).

Morimoto et al. relataram que uma dose de 1% de cetona de framboesa foi suficiente para
prevenir aumentos no peso corporal induzidos por uma dieta rica em gordura; também foi
demonstrado que 1% de cetona de framboesa afetou remediavelmente os aumentos no peso
corporal, peso dos tecidos adiposos viscerais e conteudo de triglicerideos hepatico em

camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura (Morimoto et al., 2005). Esses
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resultados sugerem que a cetona de framboesa previne a obesidade e esteatose hepatica
(figado gordo) induzidos por uma alimentagao rica em gordura. Meng et al. mostraram que a
cetona de framboesa pode reduzir o peso de ratos obesos induzidos por dieta rica em gordura,
sugerindo que a cetona de framboesa exerce fungdes anti-obesidade mediando distlrbios
lipidicos, melhorando a resisténcia a insulina e resisténcia a leptina (Wang, Meng e Zhang,

2012).

A framboesa preta que pertence ao género Rubus (Rosaceae) possui um mecanismo anti
obesidade, mas que nao esta totalmente elucidado (Park et al., 2019). No entanto é utilizada
como medicamentos tradicionais usado para o tratamento de impoténcia, espermatorreia,
enurese e asma no Nordeste da Asia (Lim, Jeong e Shin, 2012). Estudos recentes tém mostrado
que as propriedades farmacolédgicas da framboesa preta incluem anti carcinogénica,

antioxidante e anti-inflamatorio (Jeong et al., 2013).

3.4.2. Doencas Cardiovasculares

As DCV sao uma das principais complicagoes da Diabetes. A diabetes tipo Il € uma doenga
crescente em todo o mundo resultante da interagao entre a composigao genética e o estilo
de vida de um individuo. Em individuos geneticamente predispostos, a combinagao da ingestao
calorica excessiva e atividade fisica reduzida induz um estado de resisténcia a insulina (Ceriello

e Motz, 2004).

Os niveis de colesterol nao tém grandes variagoes sé pelo facto de se ingerir uma refeigao,
seja ela calorica ou nao. Apenas /3 do colesterol sérico é dependente da alimentagao sendo
que os outros 2/3 sao sintetizados no figado. Dai que nem sempre seja facil baixar os niveis

altos de colesterol no soro s6 com o controlo da alimentagao.

Quando as células beta nao sao mais capazes de compensar a resisténcia a insulina aumentando
adequadamente a producio de insulina, surge a diminuicado da tolerancia a glicose,
caracterizada por hiperglicemia pos-prandial excessiva. A diminuicao da tolerancia a glicose
pode evoluir para diabetes. Essas trés condi¢oes, isto &, resisténcia a insulina, diminuicao da
tolerancia a glicose e diabetes, estio associadas a um risco aumentado de doenga

cardiovascular (Ceriello e Motz, 2004).

O colesterol sérico elevado, é considerado um dos fatores de risco das DCV, mas, nos dias
de hoje, ja é assumido que sO este parametro, por si sO, nao é suficiente para fazer uma

avaliagio do risco do desenvolvimento destas doengas. Assim, o seu valor deve ser
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correlacionado com os valores de LDL (Lipoproteina de baixa densidade, do inglés Low
density lipoproteins) ja que € esta a lipoproteina que transporta o colesterol para as células e
tecidos, e também com os valores de HDL (Lipoproteina de alta densidade, do inglés high
density lipoproteins) por ser a lipoproteina responsavel pelo transporte do colesterol para o
figado onde, o mesmo, sera processado para que seja excretado. Em resumo, niveis de
colesterol e LDL elevados bem como niveis de HDL baixos, serao as condi¢coes que favorecem

o fenomeno de aterosclerose e, portanto, o desenvolvimento de DCV (Correia, 2016).

Na realidade, para além dos valores de colesterol, LDL e HDL a oxidagao das LDL é um fator
de grande relevancia na deposicio dos esteres de colesterol nas paredes arteriais e,
consequentemente, na formagao das estrias adiposas no interior dos vasos. As LDL oxidadas
nao sao reconhecidas pelos recetores hepaticos e periféricos, sendo sim reconhecidas pelos
monocitos diferenciados a macroéfagos do espaco subendotelial do vaso sanguineo. Os
macroéfagos infiltrados de LDL contendo acidos gordos, colesterol e proteinas oxidadas
(células espumosas) originam, numa primeira etapa, a estria gorda e, depois, por estimulo da
proliferacao da musculatura lisa do vaso sanguineo, o ateroma. Podemos entao concluir que
qualquer composto ou alimento que evite a oxidagao das LDL pode ter uma agao muito

importante na prevengao da aterosclerose e, portanto, no desenvolvimento das DCV.

Como todas essas condigoes também sao acompanhadas pela presenga de stress oxidativo,
entende-se o stress oxidativo como o mecanismo patogénico, que leva a diabetes e

consequentemente as DCV (Ceriello e Motz, 2004).

O organismo tem defesas enddgenas para combater os radicais livres, tais como as enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa redutase (GSH), glutationa
peroxidase (GPx) e outras, mas quando estes radicais sao libertados em excesso € necessario

ajuda veiculada por alguns alimentos ricos em antioxidantes.

Estudos in vitro confirmaram que os extratos de framboesa vermelha exercem atividade anti-
inflamatoria ao reduzir a oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL), peroxidagao
lipidica e produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS), aumentando a atividade das enzima
antioxidantes, como a catalase e a superoxido dismutase, e reduzir os indicadores de
inflamagao, como a produgao de citocinas, fator de transcrigao do fator nuclear kappaB (NF-
kB), proteina quinases ativadas por mitogeno (MAPK)/ atividade da c-Jun N-terminal quinase
(NK), Toll like receptor (TLR) 2 e TLR4, atividade de cicloxigenase e produgao de
prostaglandina E2 (PGE2) (Burton-Freeman, Sandhu e Edirisinghe, 2016).
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No entanto, a maioria dos estudos em animais in vitro e in vivo, relatados, avaliaram os efeitos

dos extratos polifendlicos da framboesa ou fendlicos individuais, em vez da fruta inteira.

Noratto et. al, avaliou, in vivo os potenciais efeitos cardioprotetores da framboesa liofilizada
num modelo de camundongo diabético obeso por suplementagao dietética com doses que

podem ser traduzidas em consumo humano (Noratto, Chew e Ivanov, 2016).

A absor¢ao limitada de compostos polifenolicos de frutas através do intestino, é seguida por
uma transformacao no figado e uma eliminagao rapida. Metabolitos polifendlicos foram
identificados apenas nos tecidos intestinal, hepatico e renal e diminuem rapidamente com uma
meia-vida inferior a 30 min (Rahman, Biswas e Kirkham, 2006). No entanto, apesar do facto
dos derivados polifendlicos metilados, glucoronidados ou sulfatados serem detetados
no plasma em fragdes nano molares; estes demonstram ter beneficios para a saude por meio
da modulagao das vias de sinalizagao celular em concentragoes mais baixas do que as

necessarias para exercer atividades antioxidantes.

A analise protedmica dos tecidos do coragao revelou proteinas-chave ligadas a resposta ao
stress oxidativo e inflamatorio no coragdo com regulagio negativa, para consumidores
regulares de framboesa. A regulagao positiva dessas proteinas como parte dos mecanismos de
defesa homeostatica durante o stress oxidativo e inflamatorio crénico em individuos obesos e
diabéticos pode ser sobrecarregada, resultando num aumento da peroxidagao dos lipidos no
coragao e em alteragoes morfologicas que levam a insuficiéncia cardiaca. Os resultados deste
estudo sugerem que o consumo de framboesa em idade precoce tem o potencial de proteger
contra o aparecimento de doengas cardiacas na idade avangada (Noratto, Chew e Ivanov,

2016).

No geral, os efeitos do consumo da framboesa reduzem a expressao de proteinas ligadas ao
stress oxidativo e inflamatorio. Os efeitos protetores da framboesa, tem um papel fundamental,
no adiamento e/ou prevengao da inflamagao, stress oxidativo, anormalidades da fungao do

coragao e alteragoes morfologicas no coragao (Noratto, Chew e Ivanov, 2016).

A hipercolesterolemia é um dos fatores de risco no desenvolvimento das DCV e os valores

de LDL, HDL e colesterol total tém sido relacionados com o risco cardiovascular.

Maria Correia, et al, num estudo em humanos, verificou um aumento estatisticamente
significativo da LDL oxidada 4h apds o consumo de uma refeigao hipercaldrica, havendo, no

entanto, uma regressao dos resultados as 6h, que voltou a igualar os basais. Podemos dizer
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que a ingestao de framboesas nao evitou a oxidagao da LDL pela refeicao, mas o valor basal
dos voluntarios era estatisticamente menor depois da ingestao das framboesas. Assim, os
resultados sugerem um poder antioxidante grande das framboesas o que pode ser um dado
muito importante num possivel papel de prevencao do fendmeno de aterosclerose (Correia,

2016).

Na realidade, para além dos valores de colesterol, LDL e HDL a oxidagao das LDL é um fator
de grande relevancia na deposicio dos esteres de colesterol nas paredes arteriais e,
consequentemente, na formagao das estrias adiposas no interior dos vasos. As LDL oxidadas
nao sao reconhecidas pelos recetores hepaticos e periféricos, sendo sim reconhecidas pelos
monocitos diferenciados a macrofagos do espago subendotelial do vaso sanguineo(Correia,

2016).

E reconhecida a importincia da dieta no risco cardiovascular. O papel benéfico de frutas e
vegetais na prevencao de doengas tem sido atribuido a grande variedade de antioxidantes

(polifendis e vitaminas) contidos nestes alimentos (Correia, 2016).

As framboesas vermelhas contém compostos polifendlicos antioxidantes e fibra dietética que
pode ajudar a diminuir o stress oxidativo e reduzir o risco de DCV (Burton-Freeman, Sandhu

e Edirisinghe, 2016).

3.4.3. Efeitos anticancerigenos

Nas ultimas décadas tem havido um aumento constante da popularidade e interesse por
pesquisa de todos os tipos de frutas. Os Frutos vermelhos, especialmente membros de varias
familias, como Rosaceae (morango, framboesa, amora) tém tido um destaque substancial por
serem oOtimas fontes dietéticas de compostos bioativos e possuirem um sabor agradavel.
Compostos bioativos (compostos fendlicos, como acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas,
elagitaninos, taninos e acido ascorbico) estao contidos nos frutos vermelhos em grande
quantidade e podem agir como antioxidantes fortes e, assim, ajudar na prevencao de distdrbios

inflamatorios, DCV ou ter efeitos protetores para reduzir o risco de varios tipos de cancro.

As antocianinas pertencem a uma classe de compostos naturais conhecidos como flavonoides
e constituem o maior grupo de pigmentos sollveis em agua do reino vegetal estao presentes
nos tecidos superiores das plantas, como folhas, caules, raizes, flores e frutos. Elas sao
responsaveis por muitas cores naturais atraentes, desde o escarlate ao azul. A cor que estes

pigmentos apresentam nas plantas depende de varios fatores como o pH, a presenca de metais
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pesados e outros compostos incolores que atuam como co-pigmentos. Estruturalmente as
antocianinas sao glicésidos de antocianidinas (aglicona, estrutura quimica dos compostos
resultantes da substituicao de um ou varios grupos de agUcares por hidrogénios), e sao um
dos principais subgrupos dos flavonoides por apresentarem um esqueleto base constituido
por |5 carbonos (C15) distribuidos por varios anéis condensados formando uma estrutura do

tipo C6-C3-Cé6 (Freitas, 2019).

Chen et al, teve como objetivo determinar se o extrato de framboesa vermelha afetou o ciclo
celular, angiogénese e apoptose, num modelo de rato, em tecidos de lesao hepatica induzida
por dietilnitrosamina (DEN), bem como alteragdes nas proteinas do soro. Os ratos foram
tratados com extrato de framboesa vermelha (0,75, 1,5 ou 3,0 g/kg de peso corporal) por
alimentagao forgada, comegando 2h ap6s administragao de DEN e continuou por 20 semanas.
O extrato de framboesa vermelha inibiu a proliferagao celular, a expressao do fator crescimento
endotelial vascular VEGF e induziu apoptose nos tecidos da lesao hepatica. Em resumo, os
dados obtidos por Chen et al. indicaram que o extrato fresco de framboesa vermelha inibiu
de forma potente a proliferagao celular, a angiogénese e induziu a apoptose em tecidos com

lesao hepatica de ratos tratados com DEN.

Assim, a framboesa vermelha pode ser uma fonte potencial de compostos quimicos que tém
um efeito anti proliferagao de células cancerigenas e seu(s) mecanismo(s) exato(s) por isso,
justifica um estudo mais aprofundado. Estes resultados sugerem que um suplemento dietético
com framboesa vermelha protege eficazmente contra lesoes hepaticas induzidas em ratos

(Chen etal, 2011).

3.4.4. Litiase renal

Pedras nos rins ou calculos renais, € uma das doengas mais antigas, conhecidas e comuns no
sistema urinario. Varias plantas medicinais com atividades diurética, antiespasmodica e
antioxidante exercem efeitos inibitérios na cristalizagao, nucleagao e agregaciao de cristais,
tornando-os Uteis para o tratamento de urolitiase. O objetivo do artigo foi fornecer uma
revisao critica do papel das plantas dietéticas como suplementos naturais na preven¢iao ou
gestao de pedras nos rins e elaborar mecanismos farmacologicos subjacentes, bem como os
seus constituintes fitoquimicos responsaveis por esta atividade. O efeito profilatico da
framboesa no oxalato de cilcio renal e a formagao de célculos renais foi relatado (Ghalayini,
Al-ghazo e Harfeil, 2011). O seu extrato exerceu efeitos preventivos significativos na

deposicao e precipitagao de oxalato de cdlcio no rim e eliminou a matriz de oxalato de calcio.
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Grupos de malondialdeido (MDA) e carbonilos (grupos funcionais de proteinas) foram
suprimidos em animais tratados com extratos de framboesa com niveis reduzidos de calcio e
fosforo urinarios. A presenca de polifendis e alteragao no nivel de inibidores da formagao de
pedras (como citrato, magnésio, e glicosaminoglicanos) podem estar envolvidos no mecanismo
pelo qual a framboesa inibiu o crescimento de "pedras" (Ghalayini, Al-ghazo e Harfeil, 201 I).
O extrato metanolico da framboesa foi descrito por ser um diurético potente, pela via de
inibicao da atividade da hormona aldosterona ou dos canais epiteliais de sédio (Zhang et al.,

2011).

As plantas dietéticas, incluindo suplementos alimentares, frutas e vegetais, tém um papel
fundamental na vida humana saude e prevengao de doengas, incluindo nas pedras nos rins. No
entanto, as evidéncias farmacologicas de plantas dietéticas e seus fitonutrientes na prevencao
de calculos renais nao foram esclarecidas ainda. A literatura atual mostrou que um grande
numero de estudos in vitro e em animais, foram desenvolvidos para avaliar os efeitos
preventivos de plantas dietéticas e seus fitoquimicos como suplementos preventivos no
desenvolvimento de urolitiase. No entanto, estudos realizados em humanos, sao limitados
acerca da eficacia de plantas medicinais e dietéticas na gestao de calculos renais. A. repens (L.),
D. biflorus L., H. sabdariffa L., P.granatum L. e Phyllanthus niruri L. estao entre as plantas cuja
a eficacia foi confirmada por ensaios clinicos. Nutracéuticos (principalmente polifenois
dietéticos), incluindo catequina, epicatequina, EGCG, diosmina, rutina, quercetina, hiperosideo
e curcumina podem ser propostos como suplementos dietéticos promissores para a
prevencao da urolitiase. Para concluir, os resultados obtidos na literatura disponivel revelaram
que as plantas dietéticas e os seus fitonutrientes podem ser Uteis na prevengao e intervengao
da urolitiase. E essencial que os médicos tenham conhecimento sobre a eficicia, sobre
mecanismos farmacologicos e sobre efeitos colaterais da administragio de um regime
alimentar protetor. Mais estudos com ensaios clinicos sao necessarios para confirmar a eficacia
e seguranca destes agentes dietéticos em pacientes com pedras renais. Além disso, para
conseguir mais resultados conclusivos na prevengao da urolitiase, estudos pré-clinicos e
humanos sao obrigatorios para revelar mecanismos celulares, e os fitonutrientes bioativos

dessas plantas dietéticas (Nirumand et al., 2018).

3.4.5. Efeitos anti-glicagdo e neuroprotetores em frutos ricos em polifendis

(alzheimer)

A glicacao € um processo nao enzimatico, que comega com uma reagao entre as moléculas de

acUcar e grupos amina, livres de proteinas, que origina estruturas instaveis de aldimina e ceto-
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amina. Ao longo do tempo, essas estruturas podem, entao, se transformar num grupo
heterogéneo de compostos conhecidos coletivamente como produtos finais de glicacao
avancada (AGEs). Recentemente, foi proposto que os AGEs podem contribuir para a
patogénese de varias doencas neurodegenerativas, incluindo a doenga de Alzheimer (DA)
(Miranda, El-agnaf e Outeiro, 2016). Estudos clinicos demonstraram que individuos com maior

nivel circulatério niveis de AGEs tém uma taxa mais rapida de declinio cognitivo (Beeri et al.,

2012).

AGEs acumulados podem ampliar a produgao de espécies reativas de oxigénio por ligacao a
receptores transmembranares conhecidos como RAGE (receptor para AGEs), desencadeando
vias de sinalizagao intracelulares e estimulando a produgao de citocinas, o que leva a stress
oxidativo neuronal, inflamagao e apoptose celular. Além disso, espécies carbonil reativas,
como o intermediario metabolico ativo, metilglioxal (MGO), podem reagir rapidamente com
proteinas para produzir AGEs. Esses precursores de AGEs exercem citotoxicidade direta em
células neuronais induzindo a reticulagdo da proteina beta amildide (AB) e aumentando a
formagao de depésitos insoluveis de A3, um marcador patolégico de DA. Além disso, espécies
reativas de oxigénio e espécies carbonil reativas pode, também, interferir no stress oxidativo
e inflamatério celular, levando a disfungao de células neuronais, o que contribui muito para o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas incluindo DA (Angeloni, Zambonin e Hrelia,

2014).
A glicagdo potencializa a agregacao e toxicidade de proteinas, como [B-amildide (AR).

Estudos publicados suportam os efeitos anti-glicagao e neuroprotetores de varias frutas ricas
em polifendis, incluindo frutos vermelhos, que sao ricas em antocianinas. Foi relatado que os
frutos vermelhos mostram anti-glicacao e potenciais propriedades neuroprotetoras. Esses
dados sugerem que essas frutas comestiveis comuns podem ter potenciais efeitos
neuroprotetores microgliais e que suas antocianinas contribuem, em parte, para esses efeitos
bioldgicos. No entanto, dado que esses estudos foram realizados utilizando métodos biofisicos
e ensaios in vitro, que nao sao traduziveis para a situagao in vivo, estudos adicionais usando
modelos in vivo sao necessarios para avaliar os efeitos potenciais dos frutos vermelhos contra

DA (Maetal, 2018).

3.4.6. Doenca de Alzheimer e influéncia das framboesas

A doenga de Alzheimer (DA) é uma das mais complexas doencas neurodegenerativas do
cérebro. Afeta principalmente a populagao idosa e leva a processos de disfungao cognitiva
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progressiva, disturbios comportamentais e dificuldades na vida quotidiana. A DA esta
neuropatologicamente associada a degeneragao dos neurodnios colinérgicos do prosencéfalo
basal, disturbios do sistema nervoso central, distirbios das placas amiloide corticais e
emaranhados neurofibrilares que contém proteina tau hiperfosforilada (Auld et al, 2002;
Chopra, Misra e Kuhad, 201 1). Com base na hipdtese colinérgica de DA, estas manifestagoes
resultam em deficiéncia de aprendizagem e comprometimentos de memoéria. Na fenda
sinaptica de sinapses colinérgicas, o neurotransmissor acetilcolina (ACh) é dividido em colina
e acido acético pela enzima acetilcolinesterase (AChE). A diminui¢ao dos niveis sinapticos de
ACh foi observada em pacientes com DA, e causa a falta de neuro transmissao colinérgica
(Auld et al, 2002; DeKosky, Scheff e Styren, 1996; Francis et al, 1999). Muitos estudos
indicaram que uma diminuigao na atividade da enzima AChE melhora a fungao cognitiva,

elevando os niveis de ACh (Schliebs e Arendt, 2011).

Os inibidores da AChE (AChEls), como tacrina, donepezil e fisostigmina, tém sido usados
como tratamento sintomatico de longo prazo para pacientes com DA. No entanto, embora
estes inibidores possam reverter défices cognitivos, eles também tém efeitos colaterais graves,
problemas de biodisponibilidade e custos elevados. Portanto, é necessario encontrar AChEls

paliativos mais seguros e duradouros (Auld et al., 2002; Winslow et al., 2005).

De acordo com um estudo recente, varios fitoquimicos bioativos sao eficazes na prevengao
de doengas por terem propriedades antioxidantes, anti-inflamatorios, antivirais e
anticancerigenos (Slavin e Lloyd, 2012). Alguns fitoquimicos, como polifendis, carotendides e
flavonoides sao potenciais agentes preventivos contra disturbios cognitivos, incluindo varias

alteragoes neurodegenerativas e DA (Singh et al., 2008; Uriarte-Pueyo e I. Calvo, 201 1).

A framboesa preta Rubus coreanus, que pertence a familia Rosaceae, € cultivada em paises do
sudeste asiatico. Estas frutas contém acidos organicos, como acido malico e acido tartarico,
bem como flavonoides naturais como astragalina, isoquercitrina e citroneno, e ha muito tempo
que sao usadas na medicina tradicional coreana (Lee et al., 201 |). Constituintes de R. coreanus
foram relatados anteriormente como tendo agdoes medicinais tais como antioxidantes,
analgésicos, anti-inflamatdrios e efeitos anti-tlcera (Choi et al., 2003; Kim et al., 2011; Lee et

al, 2011).

O extrato de R. coreanus tem uma atividade inibidora de AChE potente. Esta atividade deve-

.....
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quanto o acido galico sao inibidores enzima acetilcolinesterase eficazes contra a DA (Kim et

al, 2013).

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa associada a danos oxidativos
e inflamagao e apesar da pesquisa consideravel para compreender a patologia desta doenga,
ainda nao ha medicamentos que possam reverter a sua progressao. Produtos naturais,
incluindo extratos de alimentos funcionais enriquecidos com polifenois, sio promissores como

agentes dietéticos para a prevengao e potencial gestao de DA (Ma et al,, 2018).

3.4.7. Inflamagao cutanea

A exposigao cronica a radiagao ultravioleta (UV) causa foto-oxidagao, que por sua vez resulta
na regulagao positiva de metaloproteinases da matriz (MMPs) e perda de colageno. O
fotoenvelhecimento é um processo cumulativo de longo prazo que ocorre principalmente no
tecido conjuntivo dérmico da pele. Estudos anteriores mostraram que as metaloproteinases
de matriz (MMPs) participam nesse processo (Pittayapruek et al, 2016; Quan et al., 2009).
MMPs sao uma familia de hidrolases peptidicas contendo zinco que podem levar a degradagao

de proteinas da matriz extracelular (ECMs).

Os compostos fendlicos tém uma alta capacidade de absorver a radiagao UV, o que indica que
estes oferecem protecao contra os efeitos nocivos da radiagao UV. Os flavonoides também
fornecem como fungao protetora a capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio
produzidas em plantas em maiores quantidades sob condigoes de stress. Os flavonoides
regulam a atividade de muitas enzimas, incluindo as envolvidas na formagao de espécies reativas
de oxigénio, por exemplo, peroxidase, lipoxigenases e xantina oxidase (Falcone Ferreyra, Rius

e Casati, 2012).

Duncan et al. descobriram que o tratamento topico com framboesa preta pode reduzir a
inflamagao cutanea induzida por UVB e a carcinogénese, mas o efeito da framboesa vermelha
contra o fotoenvelhecimento induzido por UVB nao foi investigado. O fotoenvelhecimento é
um processo cumulativo de longo prazo que ocorre principalmente no tecido conjuntivo
dérmico da pele, com perda de colagénio e outros fatores importantes para a elasticidade da
mesma. Neste artigo foram investigados os efeitos anti-envelhecimento do extrato de Rubus
idaeus L. e do mecanismo interno em fibroblastos dérmicos humanos normais irradiados com
UVB. Foi entao descoberto que o extrato de framboesa vermelha (Rubus idaeus L.), reduziu
notavelmente a metaloproteinase secretada da matriz induzida por UVB e a produgao de

mediadores pro-inflamatérios, e suprimiu significativamente a ativagao induzida por UVB de
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proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK), fator nuclear KB, bem como proteina
ativadora |. Em suma, os resultados indicaram que a framboesa vermelha (Rubus idaeus L.)
possuia uma grande eficacia na redugao de perda de colagénio induzida por UVB, sendo que
esta foi potencialmente eficaz na preven¢ao do fotoenvelhecimento da pele induzido por UVB

(Gao et al,, 2018).

Descobriu-se, no inicio do século XX, que a exposicao a luz solar era benéfica e prevenia
algumas doengas. A parte ultravioleta do espectro solar (UV) desempenha um papel
determinante em muitos processos na biosfera, possuindo muitos efeitos benéficos, poders,
no entanto, ser bastante prejudicial para a saide e até mesmo, causar danos irreversiveis se o
nivel de UV exceder os limites de “seguranga”. A exposicao cronica a raios UV-B pode
provocar um foto-envelhecimento precoce, e até mesmo melanomas que podem evoluir para
cancro da pele (F J. Duncan, Jason R. Martin, Brian C. Wulff, Gary D. Stoner, Kathleen L.
Tober, Tatiana M. Oberyszyn, 2009).

Tito et al. (Tito et al.,, 2015) mostrou que o extrato lipossollvel obtido através das folhas de
Rubus Idaeus, foi eficaz na promogao de hidratagao da pele e na protegao das células do
excesso de perda de agua. Gragas a essas atividades, o extrato tem boas potencialidades para
ser usado em produtos para a pele, em particular aqueles especificamente formulados para
peles secas e envelhecidas. Conforme a pele envelhece, ela progressivamente perde a
capacidade de reter agua, principalmente devido a alteragoes do contelido de acidos gordos
essenciais no filme hidrolipidico (Kim et al, 2010), e uma capacidade reduzida de sintetizar as
proteinas epidérmicas responsaveis pela manutencao de uma pele hidratada, como a
aquaporina (Li et al., 2010). Foi descrito que existe uma extensa gama de aplicagoes potenciais
dos produtos derivados da framboesa preta no mercado de cuidados com a pele (Tito et al.,

2015).

3.4.7.1. Acidos gordos das framboesas vermelhas

Os frutos e as folhas da espécie de framboesa Rubus idaeus contém varios tipos de compostos
bioativos com propriedades benéficas para a sallde humana; assim, esta espécie tem sido usada
durante séculos em todo o mundo como alimento e remédio. A espécie Rubus idaeus tem
compostos sollveis em agua, tais como aminoacidos, glucidos, oligoelementos e diferentes
classes de compostos fenolicos (flavonoides, antocianinas e acidos fendlicos), que tém alta
capacidade antioxidante e propriedades consideravelmente terapéuticas na protegao das

células por danos induzidos por stress oxidativo (Mumper, 2010).
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Os acidos gordos, presentes nas folhas de framboesa vermelha, juntamente com ceramidas e
colesterol, formam a pelicula hidrolipidica da pele, que é necessario para garantir a integridade
de toda a epiderme e para manter as propriedades de impermeabilizagao da pele. Além disso,
os acidos gordos sao muito importantes para garantir a troca correta de eletrolitos entre as
células da epiderme, para promover a cicatrizagao de feridas e por induzir a maturagao da
camada mais externa da pele (estrato corneo) (Feingold, 2007). De facto, a deficiéncia de
acidos gordos essenciais leva a formagao de um estrato corneo defeituoso, caracterizado por
uma capacidade de barreira reduzida e uma descamagao aberrante (Levin, 201 1). Além disso,
o elevado teor de acidos gordos benéficos e a existéncia de uma grande variedade dos mesmos
presentes no extrato, tornaram este produto potencialmente adequado para peles afetadas
por problemas mais sérios, tais como, por exemplo, aqueles associados a psoriase e a rosacea
(Tito et al., 2015). Isto mostra que ha efeitos benéficos em extratos lipossoluveis de folhas de

framboesa vermelha.

3.4.7.2. Uso cosmético

Além de seu alto teor de compostos fendlicos, as plantas Rubus sao ricas em compostos
sollveis em 6leo, que também sao componentes primarios do filme hidrolipidico, a barreira
da pele. Como as culturas de células vegetais representam um sistema valioso para produzir
compostos interessantes e ingredientes para aplicagdes cosméticas, foram desenvolvidas
culturas em suspensao liquida de folhas de Rubus idaeus e, entao, utilizadas para obter um
ingrediente ativo destinado a melhorar a hidratacao e a capacidade de hidratacao da pele. As
células de Rubus idaeus, cultivadas em laboratério sob condi¢oes estéreis e controladas como
culturas em suspensao liquida, foram processadas para obter um extrato sollvel em oleo
(lipossoluvel), contendo compostos fendlicos e uma ampla gama de acidos gordos. O extrato
foi testado em queratindcitos e fibroblastos cultivados e depois em pele in vivo, para avaliar as

suas atividades cosméticas.

Usando culturas de suspensao de células de Rubus idaeus, foi desenvolvido um extrato soluvel
em Oleo (lipossoluvel) particularmente rico em acidos gordos essenciais, que induziu a
expressao dos genes mais importantes envolvidos na hidratagao da pele quando testado em

cultura queratinocitos e fibroblastos.

Tito et al. (Tito et al, 2015) descobriu que o extrato lipossolivel derivado das células de
cultura, de framboesa foi capaz de nao s6 estimular a expressio da aquaporina nos
queratindcitos, mas também induzir outros genes importantes responsaveis por manter a

integridade da pele e evitar a evaporagao em massa da agua das camadas superiores da
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epiderme. A supra regulagao das sintases do acido hialuronico e das proteinas envolvidas na
formacao da matriz extracelular da pele induzida pelo extrato lipossoluvel pode contribuir
para um aumento na capacidade de retengao de agua da pele. Ao validar os dados obtidos do
estudo in vitro com os testes in vivo, Tito et al. demonstrou que o extrato lipidico de folhas de
framboesas Rubus idaeus foi capaz de exercer a sua atividade hidratante na pele real; assim,
seria particularmente indicado para combater o processo de envelhecimento e para restaurar

as propriedades de aparéncia jovem de uma pele envelhecida.

Extratos de folhas, frutas e sementes de framboesa tém sido amplamente utilizados como
ingredientes para produtos cosméticos, mas esses extratos tém sido variaveis em termos de
qualidade e quantidade de compostos bioativos contidos nas diferentes preparagoes de
extratos. As quantidades relativas de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas podem
mudar de acordo com o 6rgao especifico da planta onde sao sintetizados, e sao principalmente
dependentes da época em que as plantas ou frutos sao colhidos. Para superar essas
dificuldades, as culturas de células vegetais em suspensao tornaram-se uma alternativa valida
para a producao de compostos comercialmente interessantes para aplicagoes cosméticas (Tito
et al, 2015), como apresentam varias vantagens em comparagao com as plantas cultivadas no

campo: padronizagao, versatilidade, segurancga e bio-sustentabilidade (Mulabagal e Tsay, 2004).

Quando testado em culturas de células da pele, o extrato induziu os genes responsaveis pela
hidratacao da pele, como aquaporina 3, filagrina, involucrina e acido hialuronico sintase, e
estimulado a expressao e a atividade da enzima glucocerebrosidase, envolvidos na produgao
de ceramida. Além disso, o extrato lipossoliuvel aumentou a sintese dos componentes da
matriz extracelular em fibroblastos cultivados e mostraram uma notavel hidratagao da pele

capacidade quando testado em pele humana in vivo.

Gragas a essas atividades, o extrato lipossolivel de Rubus idaeus tem varias aplicagoes
potenciais em cosméticos para a pele, podendo ser usado como hidratante em logdes faciais
e corporais e como produto antienvelhecimento em cremes faciais projetados especificamente

para combater a formagao de rugas.

3.5.Infusoes de folhas de framboesas

O espectro de bioatividade dos compostos fendlicos é determinado pela sua estrutura
quimica, concentragao e interagao com outros compostos. Receitas tradicionais foram

estudadas para pesquisar compostos bioativos vegetais. Folhas de arbustos e arvores frutiferas
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eram usadas na medicina popular como uma panaceia para muitas doengas e foram esquecidas

com o tempo, mas os seus efeitos benéficos estao agora a ser redescobertos (Materska, 2020).

Na medicina popular tradicional, as infusoes das folhas dos arbustos de frutos vermelhos eram
usadas para muitos fins terapéuticos. Infusdes de folhas de groselha preta foram usadas para
acelerar o processo de excregao de toxinas do corpo e para regular a fungao renal (Declume,
1989). Esses extratos foram usados como diaforéticos e agentes diuréticos, bem como para o
tratamento de doencas inflamatdrias, como doengas reumaticas (Nour, Trandafir e
Cosmulescu, 2014; Tabart et al.,, 2006). O cha de folhas de R. idaeus L. (framboesa) tem sido
usado ha séculos na medicina popular como uma panaceia para diarreia e cdlica. A infusao de
folhas de framboesa foi usada em compressas e cataplasmas para pele doengas (Costea et al.,

2016; Ferlemi e Lamari, 2016).

Folhas de framboesa vermelha sio uma fonte de carotenoides e polifendis, incluindo acido
elagico e acido salicilico. Os resultados da pesquisa cientifica de Ponder et. al. (Ponder e
Hallmann, 2019) sugerem que as folhas tém propriedades potenciais pro-saude que
contribuem para a saude humana. Este estudo determinou o teor polifendlico e perfis de

carotenodides em folhas de cultivares de framboesa selecionadas e a sua atividade in vitro.

Normalmente, o teor de compostos fendlicos é maior nas folhas do que nos frutos da planta.
Tabart et al. (Tabart et al., 2006) encontraram este padrao para folhas de groselha negra e
observaram que as folhas tinham um perfil diferente de compostos bioativos do perfil de
compostos ativos do fruto. Esses resultados também foram confirmados pela Teleszko e
Wojdyto (Teleszko e Wojdyto, 2015) em plantas de framboesa e aronia. Cvetanovi¢ et al.
(Cvetanovic et al., 2018) comparou o potencial biologico e composi¢cao quimica dos extratos
dos caules, folhas e frutos de Aronia melanocarpa, e mostrou que a maior concentragao de
compostos fendlicos totais e flavonoides estava presente nas folhas, seguido por caules e

frutos.

Paunovic et al. (Paunovi¢ et al., 2017) mostrou que os sistemas de manipulagao do solo tiveram
efeitos positivos sobre a sintese e acumular de flavonois e flavonoides 3-ols em frutos e folhas
de groselha preta e uma influéncia positiva no acumular de antocianinas nas folhas, mas nao
nos frutos. Nour et al. (Nour, Trandafir e Cosmulescu, 2014) examinaram as mudangas no
contelldo de compostos fendlicos em folhas de groselha preta recolhidas em varias datas do
periodo de crescimento e observou um maior conteudo fendlico total e capacidade

antioxidante em folhas de seis cultivares de groselha-preta coletadas em meados de junho.
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Além disso, Cvetkovic et al. (Cvetkovic et al., 2018) investigou a possibilidade de utilizagao de
folhas de aronia quando siao consideradas um residuo agricola, na fase vegetativa de
senescéncia, como uma fonte potencial de compostos bioativos. Foi descoberto que nas folhas
de aronia colhidas em novembro, o valor do teor total de compostos fenolicos era inferior
aos valores do teor total das folhas de aronia colhidas em junho, no entanto significativos.
Esses resultados comprovam que a sintese de compostos fenodlicos ocorre ao longo de todo
o crescimento da planta estagao, e o tempo de acumulagao varia entre as espécies de plantas.
Frutos de groselha preta e alguns de diferentes variedades de framboesa, geralmente sao
colhidos na primeira quinzena de julho. Esta data também pode ser considerada como um
momento conveniente para a colheita de folhas. Porém, no caso de colheita em escala
industrial (colheita total, incluindo a folha), deve-se levar em conta que este tratamento tera

um efeito significativo sobre a planta e no seu rendimento no préximo ano.

Extratos de folhas de framboesa inibem o crescimento bacteriano, reduzem a glicose no
sangue e os niveis de lipidos, e mostram atividade anticoagulante (Han et al.,, 2012). Extratos
de folhas de framboesa secas preparados com diferentes solventes (n-hexano, acetato de etilo,
cloroformio e metanol) foram testados in vitro para a produgao de um efeito relaxante no ileo
estimulado de uma cobaia. A maior atividade foi encontrada para extratos de metanol, o que
demonstrou a natureza polar dos compostos bioativos (Rojas-Vera, Patel e Dacke, 2002).
Investigagoes conduzidas por Han et al. (Han et al.,, 2012) sobre a atividade anti trombotica de
compostos derivados de extratos de folhas de framboesa, confirmaram a atividade
anticoagulante dos extratos em testes in vitro e in vivo. Outros estudos revelaram que os
ingredientes ativos dos extratos de folhas de framboesa eram quercetina e tilirosideo (Han et

al, 2012).

As substancias contidas nas folhas dos arbustos de frutos vermelhos, principalmente os
compostos polifendlicos, tém propriedades que sao benéficas para a saude. Essas substancias
tém um potencial uso na prevengao doengas modernas. Os efeitos bioldgicos dos extratos
das folhas de groselha preta, framboesa e ardnia sao associados a sua alta atividade
antioxidante, que foi confirmada em muitas analises in vitro e in vivo. Portanto, as folhas dos
arbustos de frutos vermelhos sao uma fonte promissora de substancias bioativas que pode ser
usado como substituto de agentes sintéticos no tratamento e prevengao de doengas
relacionadas com o estilo de vida. Estes frutos vermelhos podem, também, ser usados como

aditivos alimentares valiosos, aumentando assim as qualidades funcionais dos alimentos

(Materska, 2020).
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4. Capitulo Il — Fendis totais e capacidade antioxidante da
framboesa

4.1.Introducao

A ingestao diaria deste fruto rico em antioxidantes pela sua composi¢ao nao s6 em compostos
fendlicos como também vitamina C, demonstrou alteracoes benéficas em voluntarios

saudaveis apos o consumo de uma dieta rica em gordura e agucares (Correia, 2016).

As framboesas sao frutos ricos em vitamina C e compostos fendlicos, como ja foi referido

anteriormente.

Assim preparamos extrato fendlico de framboesa e determinamos o teor de fenois totais bem

como a capacidade antioxidante do extrato.

O trabalho desenvolvido no ambito desta tese pretende comparar os valores de fenois totais

e da atividade antioxidante com a bibliografia disponivel.

Como foi referido na nota introdutéria, nao foi possivel concluir o trabalho, no entanto foram

feitas algumas analises apresentadas abaixo.

4.2.Materiais e Métodos

4.2.1. Amostras

Os frutos de Rubus idaeus L. utilizados neste trabalho foram produzidos no Algarve, em Mar
e Guerra- Faro, e apresentavam-se saos, inteiros e maduros. Foram congelados apos a sua
colheita. Os frutos foram colhidos em janeiro de 2020 eram de uma cultivar cuja variedade
nao foi revelada pelo produtor, foram produzidos no Inverno e cedidos por um produtor

local, Joao Bento.

4.2.2. Reagentes e Padroes

Preparagdo de extratos de framboesa: metanol absoluto da Honeywell | Riedel-de Haén™

(Franga), agua destilada e acido formico 98-100% da ACS MERCK (Darmstadt, Alemanha).

Doseamento do teor em Fenodis Totais: reagente de Folin-Ciocalteu, carbonato de sédio
anidro da PanReac AppliChem (Barcelona, Espanha); acido galico a 98% da Fluka - SigmaAldrich
(St. Louis, MO, US).
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Determinagao da capacidade antioxidante: Catequina da Fluka - SigmaAldrich (St. Louis, MO,
US), etanol (70%), DPPH da PanReac AppliChem (Barcelona, Espanha), solugao extratante e

agua destilada.

4.2.3. Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos ensaios de caracterizagao quimica das amostras foram os

seguintes:

Preparagio de Extratos de Rubus idaeus L.: Homogeneizador Ultra-Turrax T25 Janke &

Kunkel (IKA Labortechnik, DE); centrifuga 2K15 Sigma Laborzentrifugen.

Determinagido dos teores em Fendis Totais: Evaporador rotativo Centrivap® (Labconco
Corporation, Kansas, US), ultrassons, espectrofotometro HITACHI U-2000 e células de vidro

com um percurso otico de |cm.

4.2.4. Preparagao dos extratos de Rubus ldaeus L.

Tendo em conta estes objetivos, foi preparado um extrato de framboesa rico em compostos
fendlicos. O trabalho comegou pela preparagao do extrato da framboesa vermelha (Rubus
Idaeus sp.), estas foram adquiridas numa produgao algarvia. No procedimento pesou-se 40 g
de framboesa ao qual se adicionou 90 mL de solugao extratante. Nos extratos acidificados de
metanol e agua CH;OH:H,0:CH,0,, (79,9:20:0,1 v/v/v) homogeneizou-se a mistura durante
| minuto, a 9500 rpm/min, e procedeu-se a sua centrifugagao, 20 minutos a 7000 r.p.m., a

temperatura de 4°C.

De seguida, iniciou-se a separacao e filtragao do sobrenadante. As massas residuais foram
sujeitas a uma nova extragao com 70 mL de solugao extratante e os dois extratos foram
misturados. Finalmente, todos os extratos foram acondicionados em tubos falcon de |5 mL,

congelados a temperatura de -20°C até ao momento da realizacido dos ensaios.

4.2.5. Determinagao do Teor em Fendis Totais

Posteriormente a extragao, procedeu-se a determinagao dos fenois totais. Uma aliquota de |
pl da amostra (diluido em agua 1:100), foi adicionada a 200 pl de reagente de Folin-Ciocalteau
(diluido em agua 1:10). Apds 3 min, foram adicionados | mL de carbonato de sédio (15% p/v)
e 2 mL de agua. Apds | hora de incubagao no escuro, mediu-se a absorvéncia das amostras

no espectrofotédmetro UV-visivel a um comprimento de onda de 765 nm em células de vidro

43



com um percurso oOtico. A amostra foi analisada em triplicado, pelo que o resultado é
apresentado como média + desvio padrao em mg de equivalente de acido galico /100g de fruto
fresco (mg EAG/100g FF). O acido galico foi utilizado como padrao externo. Todas as amostras

e solugoes-padrao foram preparadas e analisadas em triplicado.

Para o tratamento de dados, foi utilizado o método da reta de calibracao. A reta de calibracao
do acido galico foi obtida através do método de regressao linear dos dados obtidos
experimentalmente dos padroes externos. Este ensaio possibilitou uma estimativa do teor dos
fenois totais da framboesa em estudo. Esta metodologia baseia-se na capacidade redutora dos
fenois, no entanto, como é inespecifica, apresenta varios interferentes como compostos
antioxidantes e compostos redutores nomeadamente acido ascérbico, agucares e sulfito.
Considerando a abundancia da framboesa em vitamina C, o teor em compostos fendlicos
totais obtidos por este método constitui uma sobrestimagao do seu conteudo em compostos

fendlicos real.

4.2.6. Determinacao da atividade antioxidante

O uso do ensaio DPPH fornece uma hipotese facil e rapida de avaliar antioxidantes por

espectrofotometria, portanto, pode ser util para avaliar varios produtos ao mesmo tempo.

Resumidamente, aliquotas de |0 microlitros de cada amostra foram misturadas com 990
microlitros de solugao de DPPH (0,002% em metanol). A mistura de reagao foi incubada a
temperatura ambiente por 30 min no escuro. O controlo positivo foi quercetina a |0 mg/ml

e diluido a 1:10 (concentragao final: | mg/ ml).

4.3.Resultados e discussao

A quantificagao dos fendis totais foi estimada pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteau
(Singleton, V. L., Orthofer, R., & Lamuela-Raventos, 1999) com algumas modificagoes. O ensaio
Folin-Ciocalteu (Singleton, V. L., Orthofer, R., & Lamuela-Raventés, 1999) é um dos mais
antigos métodos de quantificagao de fendis presentes numa amostra, e € também conhecido
como ensaio de fendis totais. A quimica do Folin-Ciocalteu ainda nao esta bem definida, no
entanto os ensaios de fendis totais por esse método tém uma grande popularidade. Sao ensaios
convenientes, simples e reprodutiveis. Como resultado, esta se a tornar num ensaio rotineiro
no estudo de antioxidantes fendlicos, uma vez que se estabeleceu uma correlagao entre o

conteudo fendlico e a capacidade antioxidante de produtos naturais (Chemistry, 2009; Duralija
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e Ercisli, 2012).

A comprimento de onda de 765 nm, foram medidos os valores de absorvancia. Obteve-se a

Tabela XI (Anexo), em que relaciona a concentragao, variavel independente, com a

absorvancia, variavel dependente. Foi, entao, construida a reta de calibragao, abaixo

apresentada.

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

Abs (76 5 nm)

0,1

-0,1

Reta de calibracdo acido galico

20

40

Concentragdo (ppm)

0,229

60

Grafico |- Curva de calibragiao do acido gilico.

0,588

y =0,006x - 0,025
R%=0,9888

80 100

120

Para a obtengao dos valores de concentracao de fendis totais nas amostras, foi substituido o

valor de absorvancia obtido experimentalmente, na equagao da reta de calibragao. E

obtiveram-se, os resultados apresentados na Tabela lll.

Tabela Il - Relacao entre os valores obtidos na absorvancia, através da curva de calibracio.
Abs [] mg EAG/L | mg [] mg EAGI/g [] mg
(y) [1 () *100 EAG/mL FF EAG/100g FF
A100 0,496 [86,833 |8683,33 8,683 1,737 173,67
A'l00 (0,503 (88 8800 8,8 1,76 176
A"I00 |0,496 |86,833 |8683,33 8,683 1,737 173,67

As amostras foram analisadas em triplicado e os resultados sao apresentados como média *

desvio-padrao. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico/100g de

fruto fresco (mg EAG/100g FF).
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Tabela IV - Média e desvio padrao.

Mg EAG/mL [1 mg EAG/g FF |[] mg EAG/100g FF
Média (mg EAGI/L) 8722,2 1,744 174,44
Desvio Padrao 0,0673 0,0134 1,347 |

A mistura metanol acidificado com acido formico (79,9:20:0,1 v/v/v), foi a que possibilitou um
extrato mais abundante em compostos fendlicos maioritarios da framboesa (Correia, 2016).
Sendo assim, o método de extragao escolhido foi Metanol/agua/acido Formico (79,9:20:0,1).
Para diferentes métodos de extragao, foram obtidos diferentes valores de fendis totais. O
valor obtido foi de 174,4 * 1,34 mg EAG/100g FF. Em comparagao com a bibliografia

apresentada na Tabela V, a amostra apresenta um valor mais baixo.

Tabela V - teores fendis totais (média £ DP) de frutos de Rubus idaeus L.

Metanol/agualac. Férmico (79,9:20:0,1) 174,4 £ 1,34 mg EAG/100g FF

Dados da Bibliografia

Metanol/agua/ac. Férmico (79,9:20:0,1) 234,2 + 1,14 mg EAG/100g FF )
Metanol/agua/ac. Férmico (60:39:1) 216,9 - 233,9 mg EAG/100g FF @
Acetona (80%) 227.35 £ 21.62 mg EAG/100g FF @)

M Correia, M. M., CARACTERIZAGAO QUIMICA E AVALIAGAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DA FRAMBOESA (Rubus idaeus L.).

CONTRIBUICAO PARA O DESENVOLVIMENTO DE UMA ALEGAGAO DE SAUDE. Tese (grau de Doutor em FARMACIA, especialidade
Bromatologia) - Faculdade Farmacia da Universidade de Lisboa. Lisboa, p.276, 2016; @ Bradish, C. M., Perkins-Veazie, P., Fernandez, G. E,,
Xie, G., & Jia, W. (201 1). Comparison of Flavonoid Composition of Red Raspberries (Rubus idaeus L.) Grown in the Southern United States.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 60(23), 5779-5786. doi:10.1021/jf203474e; © B. Song, B. Zheng, T. Li and R. Liu, Food Funct,,
2020, DOI: 10.1039/C9FO02845E.

Na Tabela V podemos ver a negrito o valor obtido. E de notar que comparado com a
bibliografia o resultado obtido é mais baixo. A variabilidade nos resultados descritos na
bibliografia, pode ser atribuida ao genétipo, condigdes edafo-climaticas, praticas culturais,

condicoes de conservacao e de armazenamento dos frutos frescos, entre outros fatores.

O método de extragao pode, também, fazer variar o conteldo em compostos fendlicos

presentes em extratos de frutos de Rubus Idaeus L., como podemos ver na Tabela V.
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Capacidade antioxidante

A atividade antioxidante dos compostos antioxidantes foi medida pela capacidade de doar um
hidrogénio ou eliminar radicais livres, usando um radical estavel, DPPH. DPPH é uma
abreviatura comum para o composto quimico organico 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, I,I-
diphenyl-2-picryl-hydrazil. O método do radical livre com DPPH é um ensaio antioxidante
baseado na transferéncia de eletroes que apresenta uma solugao violeta em etanol. Esse radical
livre, estavel a temperatura ambiente, é reduzido na presenga de uma molécula antioxidante,

dando origem a uma solugao de etanol incolor.

Quanto maior a descoloragao; maior € a capacidade de reducao. Ou seja, € uma caracteristica

que permite o monitoramento visual da reagao.

A Capacidade antioxidante foi medida através de analises espectrofotométricas. E calculado

através da seguinte equagao:

(% AA) = ((Abs | - [Abs2;3 ou 4 -5]) /Abs 1) x100 2> Equacio do ensaio de DPPH

Na Tabela VI estao descritos os resultados obtidos da medi¢ao em triplicado tanto da amostra

como do padrao (Quercetina).

Tabela VI - Relagio entre a concentragao e a absorvancia.

Concentragao Absorvancia (517nm)

10ul SE + 990 ul DPPH 0,811
10ul SE + 990 ul DPPH 0,696
10ul SE + 990 ul DPPH 0,71

10ul EXT + 990 ul DPPH 0,48

10ul EXT + 990 ul DPPH 0,453
10ul EXT + 990 ul DPPH 0,469
10ul EXT + 990 ul Etanol 70% 0,317
10ul EXT + 990 ul Etanol 70% 0,312
10ul EXT + 990 ul Etanol 70% 0,327
10l Quercetina + 990 ul DPPH 0,322
10l Quercetina + 990 ul DPPH 0,35

10l Quercetina + 990 ul DPPH 0,357
10l Quercetina + 990 ul Etanol 70% 0,177
10l Quercetina + 990 ul Etanol 70% 0,183
10l Quercetina + 990 ul Etanol 70% 0,196
10ul DPPH + 990 pl H,O 0,777
10ul DPPH + 990 pl H,O 0,707
10ul DPPH + 990 pl H,O 0,88

(SE — Solugao extratante; EXT — Extrato-amostra)
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Este trabalho divide-se em duas partes. A |* é a obtengao da percentagem da capacidade
antioxidante da amostra, e a 2* a obtengao da percentagem da capacidade antioxidante do

padrao, neste caso a quercetina.

Para facilitar o entendimento dos calculos efetuados denominou-se de Solugao | é a média
das solugoes H,O + DPPH, Solugao 2,3 e 4 as solugoes EXT (amostra) + DPPH e por fim,
Solugao 5 as solugoes do EXT (amostra) + etanol 70%. Na Tabela VI, estao apresentados na
coluna “ABS” os valores da média de absorvancia das solugoes | e 5, e os valores de
absorvancia das solugoes 2,3, e 4. Na coluna seguinte, "AA” estao representados os valores

da Atividade Antioxidante, estes valores foram obtidos através da equagao do ensaio de DPPH.

Tabela VIl - Médias obtidas Absorvancia (ABS) da solucaol e solugdo 5; valores de Atividade
antioxidante (AA) das solugodes 2, 3 e 4.

EXTRACTO ABS AA
ABS| 0,777
ABS2 0,556 0,64
ABS3 0,442 0,79
ABS4 0,38 0,87
ABS5 0,277

O resultado foi expresso em média e + desvio padrao de aproximadamente de 79,00 = 0,1 |

% (Tabela VIII).

Tabela VII - Resultado obtido da percentagem da atividade antioxidante da amostra.
Média SD Média %
0,79 0,11 78,76

No Padrao, para facilitar o entendimento dos calculos efetuados denominou-se de Solugao |
as solugoes H,O + DPPH, Solucao 6,7 e 8 as solugoes Quercetina (padrao) + DPPH e por fim,

Solugao 5 as solugoes Quercetina (padrao) + etanol 70%.

Na Tabela IX, estio apresentados na coluna “ABS” os valores da média de absorvancia das
solugdes | e 5, e os valores de absorvancia das solugoes 6,7, e 8. Na coluna seguinte, "AA”
estao representados os valores da Atividade Antioxidante, estes valores foram obtidos através

da equagao do ensaio de DPPH.

Tabela IX - Médias obtidas Absorvancia (ABS) da solugdol e solugao 5; valores de Atividade
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antioxidante (AA) das solugdes 6, 7 e 8.

QUERCETINA ABS AA
ABSI 0,78
ABS6 0,32 0,82
ABS7 0,35 0,79
ABS8 0,36 0,78
ABS5 0,185

O resultado foi expresso em média e + desvio padrao de aproximadamente 80 + 0,02%.

Tabela X - Resultado obtido da percentagem da atividade antioxidante do padrao.

Média SD Média %
0,80 0,02 79.62

A % da atividade antioxidante em diferentes concentragoes foi determinada e o valor ICs, dos

extratos foi comparado com o da quercetina que foi usada como padrao. IC significa

concentragao de inibicao e ICs, € a metade da concentracio de inibicao, significa a

concentragao de antioxidante que inibe o radical livre.

O valor de IC50 é inversamente proporcional a capacidade antioxidante da amostra.
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5. Conclusao

Na base da prevencao e controlo de doengas cronicas e degenerativas, existem padroes de
estilo de vida a seguir, incluindo perder peso (tanto sobrepeso como obesidade), praticar
atividade fisica regular e adotar uma dieta que permita controlar a hiperglicemia e reduzir os
fatores de risco de DCV, como niveis elevados de tensao arterial e dislipidemia (Gonzalez-
campoy et al, 2013). Uma recomendagao dietética importante da American Association of
Clinical Endocrinologists é consumir uma dieta baseada em vegetais rica em fibras, poucas
calorias e hidratos de carbono e rica em fitoquimicos/antioxidantes (Gonzalez-campoy et al.,

2013).

O diagnostico precoce dos sintomas de doenga cardiaca € fulcral para combater as DCV
associadas a obesidade e diabetes e para a adogao de planos nutricionais. A capacidade
potencial de certos alimentos e seus compostos bioativos para reverter ou impedir a

progressao de mecanismos subjacentes a essas doengas tem sido o centro de varios estudos.

Neste estudo foram reportadas as evidéncias descritas na bibliografia de que a framboesa
vermelha possui efeitos anticancerigenos, efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes. Os
resultados obtidos na literatura disponivel revelaram que as framboesas vermelhas, tém efeitos
neuro protetores, podem ser U(teis na prevencao e intervencao da urolitiase, efeitos

protetores contra os efeitos nocivos da radiagao UV.

Os ensaios clinicos com alimentos geralmente sao realizados para avaliar o efeito dos produtos
alimenticios na prevencao ou mitigagao dos sintomas, e nao no tratamento ou cura de uma
doenga, o que se entende facilmente pelo fato de alimentos e alimentagoes adequadas
poderem ser preventivas do desenvolvimento precoce de algumas doengas e manutengao de

um bom estado de saude e os alimentos nao poderem ser entendidos como medicamentos.

Os estudos nem sempre foram conclusivos e ha também que referir a nao existéncia de muitos
estudos em humanos. Assim, a pesquisa nesta area deve continuar para que se possa constatar,
a relagdo entre a composicao em compostos fendlicos, quantidades ingeridas, absorgao,
metabolismo e cinética dos compostos fendlicos de framboesas vermelhas, com a saude e na

prevengao de doengas.

Relativamente aos resultados do trabalho realizado no laboratério, permitem-nos concluir que

o extrato fendlico da framboesa tem uma quantidade elevada de fendis totais embora
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ligeiramente mais baixos do que alguns descritos na literatura, mas pode dever-se a varios
fatores como genotipo, condigoes edafo-climaticas, praticas culturais, condicoes de

conservacao e de armazenamento dos frutos frescos.
A capacidade antioxidante do extrato medida por DPPH ¢ elevada.

Gostariamos de ter determinado a capacidade antioxidante do extrato por outros métodos e

caracterizar e quantificar os compostos fendlicos no fruto por HPLC.

Isto nao foi possivel pelas razoes ja anteriormente referidas como também nao foi possivel

realizar o ensaio clinico programado.

Quando possivel e como trabalho futuro pensamos poder completar o trabalho como que
estava programado para esta tese, cujos resultados, esperamos que possam ser mais uma
pequena contribuicao para o entendimento do poder antioxidante e anti-inflamatorio da

framboesa in vivo, em humanos.
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7. Anexo

Tabela XI - Valores obtidos por espetroscopia, dos extratos+acido gilico.

Concentracdo em ppm (x) Absorvancia (y)

0 0

0

0
0,004
0,002
0,003
0,006
0,005
0,007
0,01
0,013
0,014
0,017
0,015
0,016
0,02
0,019
0,018
0,028
0,0267
0,032
0,229
0,224
0,232
100 0,588
100 0,609
100 0,589
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