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Resumo

Resumo

A producdo de framboesa em Portugal assume hoje um grande interesse
econdmico para os agricultores, especialmente no Alentejo Litoral e no Algarve. As
framboesas sdo frutos nutricionalmente densos e abundantes em compostos bioativos. A
ingestdo destes frutos tem sido associada a efeitos fisiologicos benéficos, para além dos
nutricionais. Em 2018, o INIAV, L.P. e a empresa Beira Baga iniciaram um pequeno
programa de melhoramento genético visando o fornecimento de cultivares de framboesa

para todos os produtores.

Este trabalho compreendeu uma revisdo narrativa (2011-2021) sobre efeitos
benéficos para a saude de polifenodis da framboesa com atividade antioxidante e a
determinagdo do teor em humidade, grau Brix, conteudo em fenois totais e da atividade
antioxidante in vitro (método FRAP) de 5 gendtipos de framboesa vermelha (GFV) e 1
de framboesa amarela (GFA), selecionados no ambito do programa de melhoramento

referido, e de 4 cultivares de framboesa vermelha (Cv).

Na revisdo narrativa, foram encontrados artigos sobre diversos temas ligados a
saude (sindrome metabdlica, doengas neurodegenerativas, fotoenvelhecimento), que
alegam beneficios para a mesma sobretudo resultado de polifendis da framboesa.
Alguns artigos relatam estudos de intervengdo em humanos, nomeadamente estudos

randomizados e controlados e estudos de biodisponibilidade.

Os dados obtidos para as diferentes amostras estdo dentro dos valores publicados
para a framboesa. Os resultados médios obtidos para o teor de humidade e o grau Brix,
variaram entre 87,4 - 90,7 € 6,9 - 9,8. Os conteudos em fenois totais e os valores FRAP
(mg EAG e pmoles de eq. Trolox/ 100 g framboesa fresca, respetivamente)
apresentavam-se, em média, entre 96,2 - 124,1 e 722,5 -1011,1 (para os GFV), 104,6 ¢
899,3 (para 0 GFA) e 151,4 -202,3 e 1113,6 - 1436,2 (para as Cv).

No futuro, seria desejavel que os programas de melhoramento de framboesa
incluissem parametros relativos a compostos bioativos, nomeadamente elagitaninos e

antocianinas.

Palavras-chave: Framboesa vermelha, compostos fendlicos, genotipo, atividade
antioxidante (FRAP)
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Abstract

Abstract

Raspberry production in Portugal is currently of great economic interest to
farmers, especially in the Alentejo Litoral and Algarve. Raspberries are nutritionally
dense fruits rich in bioactive compounds. The ingestion of these fruits has been
associated with beneficial physiological effects, in addition to nutritional ones. In 2018,
the INIAV, IP and the Beira Baga company started a small genetic improvement

program aimed at supplying all growers with raspberry cultivars.

This work comprised a narrative review (2011-2021) on the beneficial health
effects of raspberry polyphenols with antioxidant activity and the determination of
moisture content, Brix degree, total phenol content and in vitro antioxidant activity
(FRAP method) of 5 red raspberry (GFV) and 1 yellow raspberry (GFA) genotypes,

selected under the aforementioned breeding program, and 4 red raspberry (Cv) cultivars.

In the narrative review, articles were found on various topics related to health
(metabolic syndrome, neurodegenerative diseases, photoaging), which allege benefits to
health, especially as a result of raspberry polyphenols. Some articles report intervention
studies in humans, namely randomized and controlled studies and bioavailability

studies.

The data obtained for the different samples are within the published values for
the raspberry. The average results obtained for the moisture content and the Brix degree
ranged between 87.4 - 90.7 and 6.9 - 9.8. The total phenol contents and the FRAP
values (mg EAG and pmoles of Trolox eq./100 g fresh raspberry, respectively) were, on
average, between 96.2 - 124.1 and 722.5 -1011.1 (for GFVs, 104.6 and 899.3 (for GFA)
and 151.4 -202.3 and 1113.6 - 1436.2 (for Cv).

In the future, it would be desirable for raspberry breeding programs to include

parameters related to bioactive compounds, namely ellagitannins and anthocyanins.

Keywords: Red raspberry, phenolic compounds, antioxidant activity, genotype.
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Introducdo

I. INTRODUCAO

1. Framboesa vermelha (Rubus Idaeus L.) - generalidades

As framboesas vermelhas (Rubus Idaeus L.), t€m sido colhidas pelo Homem
desde ha milhares de anos. Hé4 registos das framboesas terem sido cultivadas pelos
romanos no século IV, tendo sido também utilizadas para fins medicinais por toda a
Europa (Pritts, 1996). Acredita-se que os romanos as tenham cultivado um pouco por
toda a Europa, tendo a sua popularidade aumentado ao longo dos séculos. Em 1823,
estavam registadas 23 espécies de framboesa no ‘History of English Gardening’

(Swanson et al., 2011).

Os frutos e folhas eram comumente utilizados para tratar varias doengas, tais
como doengas do forro gastrointestinal, cardiovascular, febre e diabetes. As folhas eram
também utilizadas como emplastros, sendo aplicadas externamente em zonas
inflamadas. Ha estudos que indicam que as folhas de framboesa podem ter propriedades

antiespasmadicas e propriedades relaxantes a nivel muscular (Hummer, 2010).

Estes pequenos frutos sdo muito apreciados como sobremesa fresca, assim como
em produtos processados, podendo ser consumidas em compotas, geleias, sumos,
enlatados ou at¢ mesmo liofilizadas (Swanson et al., 2011). Atualmente, os lideres
mundiais de producdo de framboesa vermelha sdo a Russia, Polonia, Estados Unidos da

América, Sérvia e México, respetivamente (Chepkemoi, 2017).

Em Portugal, as regides onde a produgdo de framboesa ¢ mais importante sdo o
Sudoeste Alentejano e o Sotavento Algarvio. Existe também produgdo na regido do
Fundao, Guimaraes e Braganca, apesar de ser muito expressiva (Associacao dos Jovens

Agricultores de Portugal, 2017).

Na sua grande maioria, as framboesas da produgdo nacional sdo exportadas em
fresco. Em 2018, a sua producdo foi de cerca de 26,9 mil toneladas, principalmente
destinadas a exportacdo (86%). A balanga comercial com o exterior de framboesas

frescas rondou os 160 milhdes de euros (GPP, 2011).
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2. Classificacao botanica

As framboesas vermelhas pertencem a familia Rosaceae, do género Rubus. O
género Rubus integra mais de 250 espécies heterozigotas, estando estas subdivididas em
12 subgéneros (Bobinaite et al., 2016). As framboesas do subgénero Idaeobatus
encontram-se distribuidas maioritariamente no hemisfério norte, na América do Norte,
Europa e Asia (Oliveira et al., 2007). O subgénero domesticado inclui amoras,
framboesas, framboesas do artico, framboesas em flor, sendo todas estas utilizadas em
ensaios de melhoramento de espécies. O subgénero Idaeobatus ¢ o mais importante a
nivel comercial, no entanto as framboesas mais importantes a nivel economico sdo as
framboesas vermelhas europeias (R. idaeus L. subsp. idaeus), as framboesas vermelhas
norte-americanas (R. idaeus subsp. strigosus) e as framboesas pretas (R. occidentalis L.)

(Bobinaite et al., 2016).

3. Morfologia

Morfologicamente, a Rubus Idaeus L. ¢ um arbusto com cerca de 60
centimetros. As suas raizes podem chegar aos 25 centimetros de profundidade, com um
diametro de 3 a 4 milimetros, que pode atingir 2 centimetros. A distribui¢cdo das raizes
ndo € equivalente, existindo zonas com muitas raizes e outras mais rarefeitas (Oliveira
et al., 2007). O caule ¢ geralmente denominado por langamentos, podendo ser liso ou
apresentar pelos ou aculeos (espinhos) de diferentes formatos (Santos, 2009). As folhas
sao trifoliadas, geralmente com cinco foliolos quando adultas. Na parte superior nao
apresentam estomas, mas na pagina inferior apresentam estomas em grande nimero. As
folhas acabam por cair durante o Outono. As flores sdo hermafroditas, tendo
aproximadamente 2,5 centimetros de diametro, sendo geralmente compostas por cinco
sépalas e 5 cinco pétalas, variando consoante o gendtipo da planta. Podem existir flores
solitarias, ou agrupamentos destas, sendo possivel encontrar 3 a 75 flores por
inflorescéncia (Oliveira, 2007). Estas flores segregam uma grande quantidade de néctar,
que atrai os insetos polinizadores, nomeadamente as abelhas (Associagdo dos Jovens

Agricultores de Portugal, 2017).

O fruto de Rubus idaeus L. ¢ composto por diversas estruturas, as drupéolas, que

se unem no recetaculo (carpdfero). Cada drupéola € constituida pela semente, que se

14
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encontra rodeada pelo endocarpo (figura 1). Regra geral, cada framboesa pesa entre 2,5

a 5-6 gramas, mas em certas condi¢gdes pode chegar aos 10 gramas (Jennings, 1988).

Figura 1 — Morfologia da framboesa. Corte Longitudinal do fruto.
Legenda: A: Pedunculo; B: Recetaculo; C: Drupéola; D: Semente.

Durante a sua maturacdao, a framboesa vermelha comega por apresentar uma
tonalidade branca esverdeada, evoluindo para um tom rosa e posteriormente para tons
mais escuros de vermelho (figura 2). Os frutos amadurecem em trés fases, sendo que

cada fase dura entre 10 a 12 dias (Jennings, 1988).

Figura 2 — Diferentes fases de maturag@o da framboesa

A maturagdo ¢ atingida apos o crescimento maximo do fruto, acompanhada
pelas caracteristicas de sabor, textura, cor, diminuicao da acidez e desaparecimento da
adstringéncia. E neste processo que acorre a formagdo dos agucares, sendo que as
framboesas serdo mais ou menos doces consoante as concentragdes de frutose, glucose e

sacarose (Sousa, 2007).
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4. Cultivares de framboesa

Na sua maioria, os cultivares mais importantes de framboesa vermelha sdo
provenientes de hibridizagdes de R. idaeus e R. strigosus. Nos ultimos anos, foram
também utilizadas framboesas pretas (R. occidentalis) nestes cruzamentos. As
caracteristicas mais importantes provém da R. idaeus (sabor, cor e gene dominante da
resisténcia do virus do mosaico da framboesa) (Bobinaite et al., 2016). Outras
caracteristicas, tais como resisténcia a doencas do caule e apodrecimento da raiz, sdo
procuradas na R. strigosus. A facilidade de colheita, firmeza, menor suscetibilidade a
podriddo e maturacdo tardia sdo caracteristicas encontradas na R. occidentalis

(Daubeny, 2006).

Com a domesticagao da espécie, houve uma diminui¢do da diversidade genética
e morfoldgica na framboesa vermelha, pois os seus cultivares sdo geneticamente
semelhantes. Assim, estdo a ser feitos estudos de modo a ampliar a base genética de

novos cultivares de framboesas (Fin et al., 2008).

A escolha dos atributos para os cultivares de framboesa ¢ feita através das
condi¢des necessarias do meio ambiente, assim como as preferéncias do mercado.
Algumas framboesas sdo cultivadas especialmente para fornecer o mercado de frutos
frescos e outras para produtos processados. Também existem cultivares procurados
pelas suas caracteristicas de crescimento, ou seja, que podem ser cultivadas em estufas e
tuneis, podendo assim ser colhidas durante o inverno (Fin et al., 2008). Assim, estes
cultivares vao continuar a ser desenvolvidos, em ordem a poder atender as necessidades
dos consumidores um pouco por todo o mundo. Para além de se quererem produzir
frutos de elevada qualidade, também se pretende obter espécies melhoradas, do ponto de
vista das suas raizes e resisténcia a virus que podem destruir os cultivares. Para além
destas caracteristicas, pretende-se também melhorar o fruto, bem como adaptar os seus

cultivares a cada ambiente de cultivo (Fin et al., 2008).

5. Composicao nutricional da framboesa

A framboesa vermelha ¢ um fruto de baixo valor calodrico e de elevada densidade
nutricional, fornecendo cerca de 49 kcal por cada 100 gramas de fruto fresco (tabela 1)

(INSA, 2021).
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Tabela 1 — Composicao nutricional da framboesa (adaptado do PortFIR, INSA, 2021)

Componente Teor

Macroconstituintes (g/100 g de FF)

Agua 84,3

Proteina 0,9

Gordura total 0,6

Acidos gordos monoinsaturados 0,1
Acidos gordos polinsaturados 0,3
Acido linoleico 0,2

Total de hidratos de carbono disponiveis 5,1
Mono + dissacaridos 5,1
Acidos organicos 1,9

Fibra alimentar 6,7

‘ Vitaminas
Vitamina A total (equivalentes de

retinol) (ug) 2

Caroteno (mg) 10
a-tocoferol (mg) 0,2
Tiamina (mg) 0,03
Riboflavina (mg) 0,02
Equivalentes de niacina (mg) 0,8
Niacina (mg) 0,6
Triptofano/60 (mg) 0,2
Vitamina B6 (mg) 0,05
Vitamina C (mg) 30

Folatos (ug) 33

‘ Minerais

Cinza (g) 0,54

Soédio (mg) 1
Potassio (mg) 229

Calcio (mg) 26

Fosforo (mg) 23
Magnésio (mg) 20

Ferro (mg) 0,5

Zinco (mg) 0,3

As framboesas sdo uma oOtima fonte de multiplos nutrientes, principalmente
fibra, contendo cerca de 6,7 gramas de fibra por 100 gramas de fruto fresco, e hidratos
de carbono, nomeadamente agucares (INSA, 2021) (tabela 1). Estes pequenos frutos
contém ainda acidos organicos, proteinas ¢ gordura em pequena quantidade, vitaminas,

nomeadamente vitamina C e minerais. Assim, dada a sua composi¢do nutricional, as
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framboesas sdo consideradas uma boa alternativa aos snacks, pois a frutose vai ajudar a
regular o nivel de agucar no sangue, tornando a digestdo mais lenta. As fibras vao

também contribuir para uma sensagao de saciedade (Rao & Snyder, 2010).

A gordura presente na framboesa provém quase inteiramente das sementes, que
sdo ricas em 4cidos gordos insaturados (97,8%), pelo que ¢ uma fonte de gorduras
essenciais e saudaveis. Para além destas caracteristicas, também contém vitaminas

lipossoluveis (Rao & Snyder, 2010; Bobinaite et al., 2016).

A vitamina C ¢ uma importante aliada do sistema imunitario e do sistema
nervoso e tem alegacdes de satde autorizadas na UE. Contribui também para o
funcionamento normal dos vasos sanguineos, 0ssos, cartilagens, pele, gengivas e dentes.
E também importante para o metabolismo produtor de energia. Ajuda também ao bom
funcionamento da funcdo psicologica, oxidacdes indesejaveis, aumenta a absor¢do de
ferro e diminui o cansago e a fadiga (Regulamento UE, N°432/2012). Considerando os
dados da base de dados PortFIR (Tabela 1) e que o atual valor de referéncia desta
vitamina ¢ 80 mg/dia, a framboesa pode usar a alegacao nutricional “Fonte de Vitamina
C”, ja que numa por¢do de 100 g, este pequeno fruto vermelho contém um valor
ligeiramente superior a quantidade significativa para aquela vitamina (Reg 1169/2011 e
Reg 1924/2006). Nessas condi¢des, pode igualmente usar as alegacdes de saude

autorizadas para a vitamina C (Regulamento UE, N°432/2012).

Para além da vitamina C, a framboesa também constitui uma fonte de
manganésio. Tanto o manganésio como a vitamina C s3o micronutrientes importantes
para a protecdo contra o stress oxidativo. Finalmente, as framboesas vermelhas sdo
também conhecidas por fornecerem acido folico, niacina, potassio, cobre, riboflavina e

ferro (Bobinaite et al., 2016).

6. Composicao fenolica

Os compostos fendlicos um importante grupo de fitoquimicos, estando presente
em todas as plantas, incluindo as framboesas. Os polifendis das framboesas
compreendem principalmente antocianinas e elagitaninos, para além de outros

flavonoides, de acidos fenodlicos, taninos condensados e lignanos (tabela 2).
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Tabela 2 — Composi¢ao fenolica de framboesas vermelhas (adaptado da base de dados Phenol explorer,

(2015))
Classe Subclasse Composto Teor (mg/100 g de FF)
Cianidina 0,53
Cianidina-3-glucdsido 14,89
Cianidina-3-glucosilrutinésido 7,06
o~ Cianidina-3-rutin6sido 52
s =
_-E E Cianidina-3-soforosido 37,61
=)
§ -§ Delfinidina-3-glucésdio 0,21
== Malvidina-3-glucdsido 0,62
~ <
~ Pelargodinina-3-glucésido 1,65
Pelargodinina-3-glucosilrutinésido 0,82
é Pelargodinina-3-soforosido 3,46
g Pelargodinina-3-rutindsido 0,82
>
] 2] :
= 3 (+) -Catequina 0,58
e
§ (+) —Epicatequina 5,05
[
= Procianidina B2 0,1
Canferol 2,14E-03
- Canferol-3-glucosido 1,03
E Quercetina 0,02
= Quercetina-3-glucésido 3,58
= ] .
Quercetina-3-glucoronido 0,63
Quercetina-3-rutindsido 11
§ Acido elagico 2,12
NS i
g 2 Acido elagico arabinosido 2,27
g 2 ,
4 < Z Acido galhico 21,5
2 =
) = o . . .
% = Acido p-hidroxibenzdico 1,82
=
< S Acido 5-cafeoilquinico 0,57
“2 8 <§
g E Acido p-coumarico 2,30E-04
<z
S r
.E Acido p-coumarico-4-glucosido 0,32
Lambertianina C 30,84
Taninos
@ hidrolisaveis Sanguiina H-6 76,1
=] . .
£ (Elagitaninos)
= Sanguiina H-10 28,5
= - . .
Taninos Procianidina 4,2
condensados .
(Proantocianidinas) Propelargonidina 11
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Os compostos fendlicos desempenham vérias fungdes biologicas, incluindo o
crescimento, desenvolvimento e defesa da planta. Estes fitoquimicos incluem
pigmentos, como as antocianinas, apresentam a¢do antimicrobiana e antifingica,
protegem a planta contra a radiacdo UV e tém atividade antioxidante contra radicais
livres (Bravo, 1998).

As antocianinas sdao os principais flavanoides de frutos e vegetais e
compreendem um importante grupo de pigmentos naturais soliveis em agua. Estes
polifendis sdo responsaveis por diversas cores, do laranja ao vermelho, e do roxo ao
azul, em flores, frutas e vegetais. As antocianinas sao antocianidinas conjugadas, que se
acumulam nos vacuolos das células. Aproximadamente 95% das antocianinas s3o
derivadas de seis antocianidinas: cianidina, peonidina, pelangonidina, malvidina,
delfinidina e petunidina (Bobinaité & Viskelis, 2013)

As principais antocianinas presentes nas framboesas sdo derivadas de cianidinas,
que existem em formas ndo aciladas. As framboesas vermelhas contém uma ampla
diversidade antocianinas, sendo as maioritarias a cianidina-3-sofordsido, cianidina-3-
glucésido e a cianidina-3-glucosilrutindsido (tabela 2). As restantes antocianinas que se
observam na tabela 2 sd3o encontradas em quantidades diminutas (Bobinaite et al.,
2016).

Alguns estudos demonstram que héd diferengas significativas nos teores de
antocianinas entre cultivares (Rao & Snyder, 2010). Num estudo que analisou 64
genotipos de framboesa nos Estados Unidos da América, Weber et al., (2008) concluiu
que alguns desses genotipos acumulavam teores de antocianinas totais bastante baixos,
e outros bastante altos, com uma variagao consideravel entre os 40 e os 100 mg por 100
de fruto fresco (FF). No entanto, outros estudos publicados relativos a gendtipos de
paises diversos, obtiveram resultados bastantes dispares entre si (Bobinaite et al., 2016).

Hé também evidéncia de variagdes significativas de ano para ano (Koponen et
al., 2007; Lugase et al., 2011). As condi¢des edafoclimaticas também influenciam o
conteudo destes flavonoides nos frutos de Rubus idaeus L., nomeadamente temperaturas
baixas tendem a promover a sintese de antocianinas, e as temperaturas mais elevadas a
sua diminuicao (Bobinaité et al., 2016).

A concentragdo de antocianinas presente na framboesa varia ao longo do
amadurecimento. Na framboesa ndo madura, verde, a sua concentragdo ¢ baixa,
apresentando apenas cianidina-3-glucésido e vestigios de cianidina-3-rutindsido.

Quando o fruto passa a ter uma cor rosada, quantidades pequenas de cianidina-3-
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soforosido e de cianidina-3-glucosilrutindsido comegam a ser produzidas. Finalmente,
quando as framboesas estdo completamente maduras, o teor daquelas antocianinas
aumenta muito (Beckwilder et al., 2005).

Os taninos sdo compostos soliveis em agua com peso molecular entre os 300 e
os 3000 Dalton. Este polifendis dividem-se em dois grupos, hidrolisaveis e
condensados. Os taninos estdo presentes nas plantas, sendo biossintetizados e
acumulados nestas como compostos de defesa contra a ac¢do de microrganismos e para
fazer face o stress oxidativo (Barbehenn et al., 2006). Os taninos hidrolisaveis
(elagitaninos) sdo ésteres de acido galico e elagico, glicosados, onde os grupos hidroxilo
da glucose sdo esterificados com os acidos fenolicos. Os elagitaninos sdo polifenois

maioritarios da framboesa vermelha.

Os elagitaninos sao complexos derivados do acido elagico, contendo uma ou
mais moléculas do grupo hexahidroxidifenoil (HHDP). Os elagitaninos podem ser
hidrolisados com acidos ou bases para libertar moléculas de HHDP, formando assim
espontaneamente acido eldgico (Vekiari et al., 2008). Esta reacdo pode ser utilizada para
quantificar elagitaninos em alimentos. Neste processo, o acido elagico livre e os seus
glicosideos sdo analisados sem hidrolise, sendo depois subtraidos ao valor total de 4cido
elagico, obtendo-se assim o valor real de elagitaninos (Bobinaite et al., 2016). Por serem
muito complexas, as estruturas das moléculas dos elagitaninos sdo dificeis de
quantificar nos alimentos. Sao necessarios equipamentos mais avanc¢ados, como
ressonancia magnética nuclear e espectrofotometros de massa. Existem grandes
variagdes nas quantidades, devido as condi¢des de cultivo, genotipos dos frutos e nivel
de maturagdo. As condigdes de extragdo (temperatura, solucdo extratante, assim como
procedimentos de hidrélise), podem também causar variagdes nos valores destes

importantes compostos fenolicos das framboesas (Bobinaite et al., 2016).

Os taninos condensados (proantocianidinas), sdo polimeros de flavan-3-6is
(Monteiro et al., 2005), sendo que as proantocianidinas sao semelhantes aos
elagitaninos. As proantocianidinas existem em maiores quantidades quando a framboesa
estd verde. Com a maturag¢do do fruto, a sua quantidade vai diminuindo gradualmente

(Rao & Snyder, 2010).
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7. Genotipagem

O desenvolvimento de mapas genéticos de alta densidade e marcadores, a
caracterizacdo molecular de mais variedades e genotipagem de alto rendimento sdo o
futuro para a obtencdo de cultivares melhoradas (Foster et al., 2019). A procura pelos
consumidores da melhoria da qualidade dos produtos, tempo de vida de prateleira e
aumento de cultivo tradicional, leva a necessidade de pesquisa de novas solugdes, tal
como as técnicas de melhoria das cultivares ja existentes, o desenvolvimento de
programas de melhoramento genético e sele¢do dos genotipos mais promissores (Ward

etal., 2013).

Os fatores genéticos e ambientais foram descritos como possiveis
influenciadores da variagdo da composi¢cdo da framboesa. Atualmente, hd pouca
informacao disponivel a nivel da gendmica e da genotipagem em Rubus idaeus L.. Para
além desta questdo, existe também o problema da diminuta variabilidade genética das
cultivares desta espécie. Nos ultimos anos tém sido estudos que visam o melhoramento
das cultivares existentes pelos parametros habituais, como por exemplo a capacidade de
adaptacdo a certas condigdes climdticas, a produtividade e critérios de qualidade dos
frutos, considerados ja componentes que apresentam potenciais efeitos fisioldgicos

benéficos para a saude humana (Mazur et al., 2014).

8. Objetivo

Esta dissertagdo foi concebida para uma caracterizacdo preliminar da
composi¢ao fenolica e da atividade antioxidante de gendtipos de framboesa produzidos
em Portugal, no ambito de um pequeno programa de melhoramento genético do
Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterindria, I.LP., INIAV, 1. P., e da
empresa produtora de pequenos frutos Beira Baga. Este estudo envolvia a recolha e
analise de amostras de genotipos e de cultivares, produzidos nas mesmas condigdes
edafoclimaticas e culturais no Polo de Inovagao da Fataca do INIAV, I.P., em Odemira,
estas ultimas para comparacdo, a avaliagdo de parametros da qualidade e
composicionais, a producdo de extratos ricos em polifenois e a determinagdo do teor em

fendis totais e da atividade antioxidante.
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Infelizmente, as restrigdes impostas pela pandemia Covid-19 exigiram uma
revisdo dos objetivos propostos inicialmente. Assim, o capitulo Desenvolvimento

compreende os ifens seguintes:

1 — Composic¢ao fendlica, atividade antioxidante da framboesa e beneficios para

a saude — revisdo narrativa.

2 — Avaliagdo do teor em fendis totais e da capacidade antioxidante de amostras

de Rubus ideus L., gendtipos e cultivares.

3 — Conclusdo relativa as notas finais dos estudos realizados.

9. Metodologia

Considerando os objetivos acima referidos, a metodologia adotada nos dois

estudos que constituem esta dissertagdo ¢ a seguinte:

\

1 - Revisdo narrativa relativa ao estado da arte respeitante a composi¢ao
fenolica, atividade antioxidante e efeitos benéficos para a saude humana mediante
pesquisa, selecao e analise de artigos cientifico revistos por pares na base de dados
PubMed da Medline para a ultima década (2011 — 2021), considerando os niveis de
evidéncia indicados na legislagdo vigente. Aspetos metodoldgicos particulares deste

estudo serdo descritos no item 1 do Desenvolvimento.

2 — O trabalho experimental relativo a Avaliacdo do teor em fendis totais e da
capacidade antioxidante de amostras de Rubus ideus L. foi realizado sobre amostras de
genotipos e de variedades de framboesa vermelha e amarela disponibilizadas no ambito
do projecto PDR2020 Grupo operacional Competitivity Sudberry do INIAV, L.P. e da
Beira Baga, e compreendeu a execucdo das tarefas seguintes: a) determinagdo por
métodos normalizados da humidade e do grau brix nas diferentes amostras; b)
preparagao de extratos das amostras ricos em compostos fenolicos; ¢) implementacao de
metodologias analiticas para a caracterizagdo da composi¢do fendlica e da capacidade

antioxidante in vitro das amostras; d) tratamento dos resultados (anélise descritiva).

Os dados relativos ao trabalho experimental foram publicados sob forma de
poster no 5° Congresso internacional do CiiEM, assim como no VI Coléquio Nacional

da Producao de Frutos Pequenos (ver anexos).
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II. DESENVOLVIMENTO

1. Composicao fendlica, atividade antioxidante da framboesa e beneficios para
a saude — revisiao narrativa.

1.1 Pesquisa exploratoria

Para a revisdo narrativa, efetuaram-se pesquisas na base de dados PubMed da
Medline, em julho de 2021. Inicialmente utilizou-se o descritor “red raspberry”, sem
qualquer filtro. Obtiveram-se 427 artigos, 22 revisdes e 2 livros/documentos, desde o
ano de 1937 até ao presente ano de 2021. Em seguida, aplicou-se um filtro para se obter
os artigos a partir do ano 2000, obtendo-se 396 artigos, 21 revisdes e 2

(13

livros/documentos. Observou-se assim que a maioria dos artigos referentes a “red
raspberry” foram publicados nos ultimos 21 anos. Aplicou-se também o filtro dos
ultimos 10 anos, obtendo-se 290 artigos (16 revisoes e 2 livros/documentos). Efetuou-se
ainda uma pesquisa para os ultimos 5 anos (2016-2021), observando assim 188 artigos
(11 revisdes e 2 livros/documentos). ApoOs estas pesquisas, pesquisou-se as palavras-
chave “red raspberry AND health benefits”, sem qualquer filtro, obtendo-se 25 artigos,
a partir de 2005, 3 dos quais revisdes. Aplicou-se o filtro para os tltimos 10 anos (2011-
2021), observando-se 21 artigos, dos quais 2 eram revisoes. No filtro para os ultimos 5
anos (2016-2021), obtiveram-se 14 artigos (2 revisdes). Em seguida, efetuou-se uma
pesquisa com as palavra-chave “red raspberry AND antioxidant activity”. Aplicou-se o
filtro para obter os artigos a partir de 2005, obtendo-se 94 artigos (7 revisdes). Apds
aplica¢do do filtro para os ultimos 10 anos (2011-2021) obtiveram-se 70 artigos (3
revisoes). No filtro para os ultimos 5 anos (2016-2021), obtiveram-se 40 artigos (3
revisoes). Pesquisou-se em seguida as palavras-chave “red raspberry AND antioxidant
capacity”, a partir do ano de 2005, obtendo-se 39 artigos (1 revisdo). No filtro para os
ultimos 10 anos, obtiveram-se 28 artigos (1 revisdo). Para os ultimos 5 anos (2016-

2021), obtiveram-se 14 artigos (1 revisdo) (ver tabela 3).

1.2 Resultados e discussao

Os resultados obtidos apresentam-se na tabela 3. Depois de analisados os artigos
considerados na pesquisa foram classificados nas categorias: (1) ensaios em humanos,
(2) ensaios em animais e (3) ensaios in vitro, em c¢€lulas. Optou-se por esta

classificagdo, seguindo o estabelecido no Regulamento (CE) N° 353/2008, que
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resumidamente hierarquiza os estudos cientificos para a fundamentagdo cientifica de
alegacodes de satide da seguinte forma: estudos de intervengdo no ser humano, estudos
aleatorios controlados, estudos de observagdo no ser humano. Apods estes estudos,
seguem-se os estudos efetuados em animais, e seguidamente os estudos efetuados in

Vitro.

Tabela 3 — Resumo dos resultados da pesquisa efetuada na PubMed da Medline (6/7/2021)

Descritores Periodo Artigos ‘Review* + ‘Books’ &
(Filtros) (n°) ‘Documents’
22+2
Red Racoberme: 1937-2021 427 (RS=0: MA=0)
e Raspbetry 2000-2021 396 21+2
2011-2021 290 16 +2
2016-2021 188 1142
‘Red Raspberry” AND
‘Health Benefits’ 2005-2021 2 340
‘Red Raspberry’ AND
‘Health Benefits’ 2011-2021 21 2+0
(10 years)
‘Red Raspberry” AND
‘Health Benefits’ 2016-2021 14 2+0
(5 years)
2005-2021 94 7+0
‘Red Raspberry” AND 2011-2021 70 3+0
Antioxidant Activity 2016-2021 40 340
‘Red Raspberry” AND 2005-2021 39 1+0
‘ Antioxidant Capacity’ 2011-2021 28 1+0
2016-2021 14 1+0

1.2.1 Estudos realizados em humanos

A pesquisa realizada na base de dados PubMed incluiu estudos de intervengao
em humanos (tabelas 4 e 5). Entre 2011 e 2021, foram encontrados 9 artigos com
ensaios clinicos, dos quais 5 foram selecionados. Os artigos rejeitados eram ensaios

com misturas de diversos frutos e/ou relativos a efeitos das folhas de Rubus idaeus L.

Um resumo dos aspetos relevantes dos ensaios clinicos dos artigos selecionados

encontra-se nas tabelas 4 e 5:
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Tabela 4 — Resumo dos ensaios em humanos encontrados na bibliografia pesquisada

Referéncia | Participantes | Classificacio do Estudo Desenho do estudo Duragiio Resultado
e Efeito Fisiologico
48 Ran d(]::;llsi;?i(()jlércl)lnct?ola do GC: Placebo; 0 g de F congelada
Franck et | participantes 8 semanas Modula(;z?'to dgl e;presslﬁo de alguns genes
al. (2020) (3 1261?13?12?;;: Metabolismo fosfolipido T1: 280 g de F congelada Nenhum efeito significativo a nivel metabolico
e funcdo imunoldgica
Ensaio Clinico
Randomizado GC: Placebo; 0 g de F
Duplamente Cego congelada
F, T1 e T2 vs Controlo
arti CliO antes Ingestdo de EA e T1: 200 g de F congelada em Melhoria clinicamente relevante da fungio endotelial,
Istas et al. p <au dgveis libertagdo de urolitinas sumo (AC: 164 mg; EA 30 mg; FL: 24 hor resultado da | da pressdo arterial (com potencial para uma
(biodisponibilidade) 5,7 mg) oras de 10 a 15% para uma ingestao de framboesa longo prazo)
(2018)
(homens) Melhoria da Fungdo T2: 400 g de F congelada em Nio se observaram diferengas significativas entre
Endotelial através da sumo (AC: 328 mg; EA: 60 mg; FL: tratamentos
reducdo da pressio 11 mg)
arterial, um risco de DCV
Grupo pré-DM/ID
Placebo0 g de F (grupo controlo) (T1b vs. GC)
) 3{2 | da glicémia no plasma em 30 min; | da AUC da insulina
participantes T1: 125 g de F congelada para no plasma em 2h; pico de insulina | para 30 min
11 saudaveis Ensaio Clinico participantes saudaveis (T1a) e 24 horas,
Randomizado Controlado 6-DM/ID (T1b em 3 fases (T2b vs. GC)
6 mulheres e 5 pre (T1b) o . -
Xiao et al ( Tlgngzs) © (AC: 72,8 mg; EA/AE: 33,2 mg; | da glicémia no plasma em 30 min; | da AUC da insulina
(2019) ’ Efeito da F na Resposta outros FD: 8,3 mg) (3 dias distintos no plasma e da glicémia no plasma em 2h;
21 pré- Metabolica I"(’)s—pran’dial, com intervalos pico de insulina | de 1 h para 30 min
em individuos pré- T2:’2’50 gdeF cornge'lada para | de pelo menos 3 ]
DM/ID DM/ID participantes saudaveis (T2a) e dias) Grupo saudavel
(9 mulheres ¢ pré-DM/ID (T2b) (Tlae T2a vs. GC)
12 homens) (AC: 145,6 mg; EA/AE: 66,5 mg; 1 da glicémia no plasma 2 h apds a ingestdo, pico de
outros FD: 16,5 mg) glicémia inferior ao do controlo, ndo dependente da dose
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Tabela 5 — Resumo dos ensaios em humanos encontrados na bibliografia pesquisada (continuagio)

adi¢do de 8 g de FOS (T1) ou
sem adi¢do de 8 g de FOS (T2)

4 semanas de
restri¢do de F,
4 semanas T2)

Referéncia | Participantes | Classificacio do Estudo Desenho do estudo Duragiio Resultado
e Efeito Fisiolégico
Excregdo na urina de 18 metabolitos das AC, sobretudo
9 . . acidos fenolicos hidroxibenzoicos, incluindo acido cafeico
. i 300 gde F ’ )
Ludwi participantes Ensaio Clinico g de b C Sumo (correspondendo apenas a 15% da ingestio)
Il ;V(l)glset saudaveis | o estudo de | (AC: 292 pmol300 ¢ de F; AE: 6.3 48 horas
al. ( ) ubgs de'nsalo'sb;';:'iiu do € | umol/300 gde F; EA: 251 umol/300 Excregdo na urina de metabolitos dos EA e AE, sobretudo
(5 mulheres e 1odisponibriidade gdeF) urolitinas A e B, com um C ™®*>24 h
4 homens) (correspondendo a 7% da ingestdo)
Fase1:24h Fase 1, pré-DM/ID vs GC
Fase 1: bebida de F congelada 1 da concentragdo de conjugados derivados de AC no
35 com 388,4 de polifendis (61% de plasma (correspondendo a cerca de 45% e 27% da ingestdo
L , p ° Fase 2: 12 , / dévei .
participantes Ensaio Clinico ACi '3201A())/dz EI,:Aﬁ S‘é ;edﬂillzit)lé- semanas nos pré-DM/ID e nos saudaveis, respetivamente)
; 0is, 1% de FL e 2% de
10 saudaveis Randomizado Cruzado (8 semanas de Fase 2, T1: FOS + F em pré-DM/ID vs GC
Zhang et Controlado intervencao e ~ .
al. (2020) (controlo) ) ] 4 semanas de | da concentragdo de conjugados de AC no plasma e 1 de
‘ . Fase 2: bebida de F fresca com s i derivados de EA, concretamente urolitinas A e B
25 pré- Outr(?s Ensaios, e?studo de | 129,7 mg de polifendis (60% de | restrigdo de F;
biodisponibilidade AC, 33% de EA, 4% de flavan-3-
DM/ID 0is, 1% de FL e 2% de AF), com 4 semanas T, Em conclusio, Fase 1 vs Fase 2

| valor de derivados de AC no plasma
1 de urolitinas no plasma

AC: antocianina; AE: 4cido elagico; AUC: area sob a curva; DCV: doengas cardiovasculares; EA: elagitanino; F: Framboesa; FD: flavonoides; FL: Flavonois; FOS: fruto-oligossacarideos; GC: grupo controlo; pré-

DM/ID: pré-Diabetes mellitus/Insulinodependente; T: tratamento.
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Sindrome metabolica

A sindrome metabdlica consiste num conjunto de doengas metabdlicas, que
inclui HTA (hipertensdo arterial), obesidade, diabetes mellitus e dislipidemias, estando
esta sindrome associada a um risco elevado de DCV (doencas cardiovasculares). Esta
envolve fatores genéticos e adquiridos (como alimentacdo e sedentarismo). Nos ultimos
anos, um pouco por todo o mundo, observou-se um aumento exponencial destes fatores,
em especial em paises desenvolvidos. Estudos tém vindo a relatar o beneficio de certos
compostos naturais, presentes em plantas e frutos, com potenciais efeitos benéficos no
tratamento desta sindrome (Rochlani et al., 2017). Seguidamente, descrevem-se 0s
estudos de intervencdo em humanos, com ingestdo de framboesa, relativos a sindrome

metabdlica.

Franck et al. (2020) realizaram um ensaio clinico randomizado e controlado
(RCT) com 48 participantes. O objetivo desse RCT foi de estudar o efeito da ingestdo
diaria de 280 g de framboesa congelada, durante 8 semanas, no risco de sindrome
metabolica. Neste estudo, participaram 16 homens e 32 mulheres, todos com um IMC
(indice de massa corporal) entre 25 e 40. Estes participantes tinham também um nivel
de triglicéridos (TG) e de insulina mais elevados do que o normal, mas sem lhes ter sido
diagnosticado diabetes ou hipercolesterolemia. Os participantes foram separados em
dois grupos, um dos quais o GC (grupo controlo), que ingeriu o placebo (0 g de
framboesa), e o grupo T1 (tratamento), que ingeriu 280 g de framboesa congelada.
Todos os participantes foram avaliados as 0, 4 e 8 semanas, tendo-lhe sido feitas
analises ao sangue e urina nesses trés momentos. No final das 8 semanas, conclui-se que
houve uma modelacdo da expressdo de alguns genes, no entanto, para individuos em
risco de doenca metabdlica, nao foram observadas diferengas significativas entre os dois

grupos, a nivel de marcadores metabolicos.

Istas et al. (2018), descrevem um ensaio clinico randomizado duplamente cego
realizado com 10 homens, com o objetivo de avaliarem o efeito da ingestio dos EA
(elagitaninos) da framboesa e a libertagao dos seus metabolitos, as urolitinas, durante 24
horas. Os individuos foram divididos em 3 grupos, em que um ingeriu o placebo (GC),
outro ingeriu 200 g de framboesa congelada (T1) e terceiro 400 gramas de framboesa

congelada (T2), em batido (ver tabela 4). Foram feitas trés colheitas de sangue e urina,
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as 0 h, 2 h e 24 h do estudo, de modo a quantificar a quantidade de metabolitos no
sangue e na urina. As analises efetuadas as 24 horas foram efetuadas sob um jejum
superior a 12 horas. As analises efetuadas as 2h apresentaram o C ™* de AE (4cido
elagico) (T1 e T2 vs GC), estando correlacionado com a melhoria da funcao endotelial
(diminuigdo da pressdo arterial). Nas amostras de urina, as 24 h, observou-se o C ™ de
urolitinas, metabolitos de elagitaninos. Os elagitaninos sdao metabolizados pela
microbiota do célon, sendo catabolizados em urolitina (metabolitos com beneficios
vasculares). Este composto pode ser detetado até 80 horas apds o consumo de
elagitaninos. Correlacionou-se o C ™* das urolotinas com a melhoria da fungdo
endotelial as 24 h apenas no grupo que ingeriu os 200 g de framboesa. Assim, Istas et
al. concluiu com este estudo que a ingestao didria de uma certa quantidade de framboesa

vermelha pode levar a melhoria da fun¢do endotelial até 24 horas apds a sua ingestao.

Xiao et al. (2019) descrevem um ensaio clinico randomizado controlado com 32
participantes, dos quais 6 mulheres e 5 homens metabolicamente saudaveis ¢ 9 mulheres
e 12 homens pré-DM/ID (pré-diabéticos mellitus/insulinodependentes). O estudo
dividiu os participantes em trés grupos, GC (placebo), T1 (125 g de framboesa
congelada) e o T2 (250 g de framboesa congelada) (ver Tabela 4). Os grupos T1 e T2
foram compostos por individuos saudaveis (T1a/T2a) e pré-DM/ID (T1b/T2b). Este
estudo exigiu uma dieta pobre em polifenodis, a comecar no minimo trés dias antes do
ensaio. Metade das framboesas foram consumidas em sumo, € a outra metade com
cereais. Recolheram-se amostras de sangue em jejum e ao longo das 24 horas seguintes
a ingestdo. Com este estudo, Xiao et al. (2019) observaram que no grupo T1b vs GC,
houve uma diminui¢do da glicémia no plasma em 30 minutos, diminui¢do da AUC (area
sob a curva) da insulina no plasma em 2 h, e o pico de insulina diminuiu para 30
minutos. No grupo T2b vs GC, observaram também uma diminui¢do da glicémia no
plasma em 30 minutos, diminuicdo da AUC (4rea sob a curva) da insulina no plasma e
da glicémia no plasma em 2 h, e o pico de insulina diminuiu de 1 hora para 30 minutos.
Quando compararam os resultados do Tla e T2a com o GC, observaram que o aumento
da glicémia no plasma ocorreu 2 h apds a ingestdo, € o pico da glicémia do Tla e T2b
foi inferior ao do GC (ndo dependente da dose). Assim, Xiao et al. (2019) conclui com
este estudo que a ingestdo de framboesas em certas quantidades pode levar a efeitos
benéficos para a saude, tal como a gestdo da glicose pds-prandial e insulina em

populagdes de risco, apresentado assim este estudo relevancia clinica.
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Ludwig et al. (2015) fizeram um ensaio de clinico de biodisponibilidade, com 9
individuos saudaveis, 5 mulheres ¢ 4 homens que ingeriram 300 g de framboesa
homogeneizada em sumo (ver tabela 5). Foramrealizados exames a urina e ao sangue. A
urina comegou a ser recolhida nas 12 horas anteriores ao estudo, assim como toda a que
foi excretada nas 48 horas apds a ingestao dos frutos. O sangue foi recolhido logo antes
da ingestdo de frutos, e varias vezes nas 48 horas seguintes. Os resultados obtidos
mostraram que as AC (antocianinas) excretadas na urina correspondiam a 0,007% da
quantidade ingerida. Foram excretados 18 metabolitos derivados de AC,
correspondendo a 15% da quantidade ingerida. Os EA passam do intestino delgado para
o intestino grosso, onde a microbiota medeia a sua conversao em urolitina A ou B, que
sao encontradas no plasma. O estudo de Ludwig et al. (2015) aparentou que o
metabolismo das antocianinas parece iniciar-se no trato gastrointestinal superior
(provavelmente devido ao seu pH mais elevado), com os derivados no plasma a
apresentarem um C™* 1 — 1,5h ap6s a ingestdo. Os compostos originados pela ingestdo
de elagitaninos foram principalmente metabolitos de fase II (urolitinas A e B), com um
C™¥ > 24 horas, sendo ainda excretados nas 32 a 48 horas apés a ingestio. As
quantidades e os tipos de urolitinas produzidos diferiram muito entre os individuos em
estudo, presumivelmente devido as diferencas de composicdo da microbiota intestinal
dos mesmos. Estes processos que se iniciam no trato gastrointestinal, ¢ subsequente
formagao de metabolitos de fase II, tém um papel importante na biodisponibilidade
tanto das antocianinas, como dos elagitaninos. S3o os seus metabolitos que se
encontram no sistema circulatério, que podem explicar o0 modo subjacente de acgdo
destes compostos, que t€ém efeitos protetores na satide humana.

Zhang et al. (2020) desenvolveu um estudo de intervencdo com 35 individuos,
10 dos quais saudaveis (GC) e 25 individuos pré-DM/ID. O objetivo do estudo foi de
observar o efeito da suplementacdo de framboesas vermelhas com ou sem adi¢do de
FOS (fruto-oligossacarideos) em individuos pré-DM/ID. O estudo foi dividido em duas
fases, fase 1 e fase 2 (ver tabela 5). Na fase 1, os individuos ingeriram uma bebida de
framboesa congelada concentrada, tendo esta fase a duracao de 24 h. Na segunda fase,
que teve a durag¢do de 12 semanas, os individuos foram separados em dois grupos (T1 e
T2), sendo que no T1 ingeriram uma bebida de framboesa congelada com a adigdo de
FOS, durante 4 semanas. Seguidamente, fizeram uma pausa de 4 semanas, sendo
seguida mais 4 semanas de ingestdo de framboesa, mas sem a adicao de FOS. O grupo

T2 executou o mesmo processo, mas comecgou pela ingestdo de framboesa sem adigdo
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de FOS. Ao analisarem os resultados, Zhang et al. (2020) observaram que na fase 1
(pré-DM/ID vs GC), houve um aumento da concentracdo de conjugados derivados de
AC no plasma, correspondendo a cerca de 45% e 27% da ingestdo no pré-DM/ID e no
GC, respetivamente. Na fase 2 (T em pré-DM/ID vs GC), observaram uma diminui¢ao
da concentracdo de conjugados de AC no plasma e um aumento de derivados de EA
(concretamente urolitinas A e B). Depois de compararem os resultados das duas fases,
Zhang et al. (2020), concluiram que na fase 1 houve um de valor inferior de derivados
de AC no plasma e um valor mais elevado de urolitinas no plasma. Com este estudo,
concluiram que existe um efeito benéfico na ingestdo de framboesa a longo prazo, em
individuos pré-DM/ID, no entanto, sao necessarios mais estudos para fundamentar estes

resultados.

1.2.2 Estudos realizados em animais

Da pesquisa realizada no PubMed, foram incluidos 11 artigos de estudos de
intervengdo em animais, concretamente em ratos. Pode-se observar o resumo dos dados

relevantes desses estudos nas tabelas 6, 7, 8 € 9.
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Tabela 6 — Resumo dos ensaios em animais encontrados na bibliografia pesquisada

Modelo animal

Referéncia
(estado de saude; sexo)

Desenho

Duracio

Resultado

24 ratos C57BL/6J

saudaveis (machos)
Bibi et al.

(2018) ) )

Efeito da F em colite

crénica induzida por
DSS

2 grupos com 12 ratos
T1: DC + 1% DSS
T2: DC + 5% do peso da racdo seca de Fiior
+ 1% DSS

10

semanas

DC +F + 1% DSS vs DC + 1% DSS

| da DAI e dano histologico em 38,9%, | dos mediadores da
inflamag@o em 20 — 70%
- | IL-6 e COX-2
- Melhoria da estrutura do colon e | distor¢ao da cripta
- > regeneragdo do epitélio, com o 1 da diferenciagdo celular
- | da sinalizac¢@o oncogénica pela supressdo do tumor p53

60 ratos C57BL/6
saudaveis
(machos)

Carey et al.
(2019)

Memoria e aprendizagem

4 grupos com 15 ratos
T1: DC (10% de G)
T2: DC + 4% do peso seco da DC em Fiior
T3: DRG (60% de G)
T4: DRG + 4% do peso seco da DRG em F

20

semanas

12 semanas

- Os ratos das dietas DC ¢ DRG pioraram a sua performance,
quando comparados com as dietas suplementadas com F

20 semanas

- DRG + 4% de F tinha um tempo de laténcia | para encontrar
a saida vs DRG
- IL-6 1 nos DRG
- 1 do FNDC nos ratos suplementados com F

100 ratos saudaveis

Wist:
Chen et al. 1star

(2011) Efeito do EF em ratos
com lesdes hepaticas
provocadas por DEN

5 grupos com 20 ratos
T1: Controlo
T2: DEN
T3: DEN + 0,75 g de FF/kg de peso vivo /dia
T4: DEN + 1,5 g de FF/kg de peso vivo /dia
T5: DEN + 3 g de FF/kg de peso vivo /dia

20

semanas

DEN + FF vs DEN

- Inibigdo da proliferagdo de células e da angiogénese
- Apoptose das lesdes hepaticas induzidas por DEN
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Tabela 7 — Resumo dos ensaios em animais encontrados na bibliografia pesquisada (continuacao)

Modelo animal
Referéncia Desenho Duracao Resultado
(estado de saude; sexo)
40 ratos C57BL/6
5 grupos com 8 ratos DRG + (FI/SE/PF) vs DRG
saudaveis (machos) ) ] ] o
T1: DC (10% G) - | da obesidade, inflamag@o e resisténcia a insulina
Fan et al. ) T2: DRG (45% G) 16
Mecanismo de regulacéo
(2019) T3: DRG + FI (45% G + 0,4% em Fljior) semanas DRG + (FI/PF)
da obesidade e da ) ) )
- . T4: DRG + SF (45% G + 0,1% em SFiior) - Reversdo da disfun¢do do TA mediado pela obesidade
inflamagéo CThikies P . S
T5: DRG + PF (45% G + 0,3% em PFyo) Inibigdo da ativagdo do NI:RP3 e dp m(?dlﬁcador epigenético
p/a regulagdo da adipogénese
6 ratos Lewis saudaveis
18 ratos Lewis com 4 grupos de 6 ratos
o ) DA vs Controlo
Jean-Gilles artrite induzida T1: Controlo ) o ] ]
) 30 dias - | incidéncia e severidade da doenca
etal. (2012) T2: 30 mg/kg de peso vivo de EF (DB) - Inibi¢do significativa da inflamagéo, | danos da cartilagem
Efeito anti-inflamatorio T3: 120 mg/kg de peso vivo de EF (DA) - Reabsorgdo ossea
da F na artrite induzida
4 grupos de 8 ratos
32 ratos C57BL/6J
dive n T1: DPG
Luo et al. sauddvels (machos) T2: DRG 10 DRF + CSF e DRG + CPF vs DRG
(2017) T3: DRG + CSF (2,5 % do peso da ragdo seca semanas - | do peso, | da acumula(,jio de G no figado
Suplementagdo de F nas de Fliof) - 1 da expressdo genética da Hmox 1
doencas metabdlicas
T4: DRG + CPF (2,5 % do peso da ragdo seca
de Fiiof)
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Tabela 8 — Resumo dos ensaios em animais encontrados na bibliografia pesquisada (continuacdo)

Modelo animal

Referéncia Desenho Duracao Resultado
(estado de satide; sexo)
30 ratos diabéticos
obesos
2 grupos com 15 ratos Suplementacdo vs Controlo
Noratto et 8
Estudo dos efeitos T1: Ragao (Controlo) -} de ROS
al. (2017) - _ . semanas -1 GPx
metabdlicos da T2: Ragdo +9,8% do peso seco em Fiior -1 GPx/SOD na atividade do figado/eritrécitos no sangue
suplementagdo de F e
fatores de risco de DCV
DRG vs DC
5 grupos com 8 ratos
_ 0
40 ratos CS7BL/6 T1: DC Peso 1 em 70,16%, colesterol e TG 1
Tu et al. saudaveis (machos) T2: DRG 8
(2019) T3: DRG + 100 mg de EF/kg de peso vivo semanas DRG + EF (100, 200 ¢ 300 mg/Kg) vs DRG
T . . - | tamanho dos adipdcitos
Estudo da hiperlipidémia | T4: DRG + 200 mg de EF/kg de peso vivo - | acumulagio de gordura induzida por DRG
T5: DRG + 300 mg de EF/kg de peso vivo - 1 da atividade antioxidante
- | dos TG e colesterol LDL (dose-dependente)
15 ratos saudaveis nude Exposigio UVB + 750 pL/ml de EF vs Exposicdo UVB
(fémeas) 3 grupos com 5 ratos - Prevengao das lesdes causadas por UVB através da | da morte
Wang et al. T1: Controlo celular dos queratinocitos
) : L 5 dias - | da descamacio, eritema, rugas, perda de dgua
(2019) Efeito da F na prevengdo T2: Exposi¢do UVB

de lesdes causadas por

UvVB

T3: Exposi¢do UVB + 750 pL/ml de EF

- |dos danos das fibras de colagénio
- Inibicdo da MAPK p38 cinase, c-Jun ¢ NF-kB
- Ativagao da cascada de sinalizagdo Nrf2

35




Estudo da composicdo fendlica e da capacidade antioxidante de gendtipos de Rubus Idaeus L

Tabela 9 — Resumo dos ensaios em animais encontrados na bibliografia pesquisada (continuagdo)

Modelo animal
Referéncia Desenho Duracao Resultado
(estado de satide; sexo)
12 ratos AMPKal ™/,
(macho)
DRG + 5% de FS vs DRG
12 ratos AMPKal%/f,
4 grupos de 6 ratos AMPKa1%/1
Zhao et al. (macho) 10
T1: DRG - | do armazenamento de lipidos, | da inflamacao
(2018) semanas . T . .
] T2: DRG + 5% do peso da ragdo seca de Fiior - Melhoria da sensibilidade a insulina e biogénese mitocondrial
Resposta da inflamag@o e ] )
promovida pelo musculo esquelético
RI no muisculo
esquelético
40 ratos C57BL/6J DRG + FS vs DRG
) 4 grupos de 10 ratos ) ]
saudaveis - Normalizagdo do nivel basal de glicose no sangue e da RI
T1: 10% de G (DC) ) )
Zhu et al. 12 - Melhoria dos niveis de O; e producao de CO»
T2: 10% de G + 2,4 g de Fiior (DC + FS)
(2018) Acgdo preventiva da semanas - | dos niveis de gordura no figado
T3: 60% de G (DRG) ) )
suplementagao de F nas - Supressdo da ativagdo do inflamossoma NLRP3
T4: 60% de G + 2,4 g de Fiior (DRG + ES)
doencas metabdlicas - | da producao da IL-1P e IL-18

CPF: concentrado de puré¢ de framboesa; CSF: Concentrado de sumo de framboesa; DA: dose alta; DB: dose baixa; DAI: indice da atividade da doenga; DC: dieta controlo;
DCV: doenga cardiovascular; DEN: N-nitrosodimetilamina; DRG: dieta rica em gordura; DSS: sulfato de dextrano de sddio; EF: extrato de framboesa; F: framboesa; FI: fruto
inteiro; FF: fruto fresco; FNDC: fator neurotrofico derivado do cérebro; FS: framboesa seca; G: gordura; GPx: glutationa peroxidase; HDL: lipoproteina de alta densidade;
LDL: lipoproteina de baixa densidade; PF: polpa do fruto; RI: Resisténcia a insulina; ROS: espécies reativas de O,; SF: semente do fruto; SOD: superoxido dismutase; TA:
tecido adiposo; TG: triglicéridos.
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Doengas cardiovasculares

As DCV sdo doengas que afetam o sistema circulatorio. Tém diversos fatores de
risco, como pressdao arterial elevada, colesterol e triglicéridos elevados, diabetes,
obesidade e sedentarismo. Uma dieta equilibrada e atividade fisica contribuem em
muito para a redugdo do risco destes fatores. A inflamacdo e o stress oxidativo
aumentam a probabilidade de ocorréncia de DCV, sendo necessario encontrar solugdes
para diminuir os seus fatores de risco.

A hiperlipidémia (valores elevados de colesterol no plasma) ¢ um dos fatores de
risco de DCV. Estudos demonstraram que os extratos de plantas ricos em polifenois e
flavonoides tem um efeito positivo no metabolismo dos lipidos in vivo. A longo prazo,
podem ser mais adequados do que os medicamentos, por terem uma toxicidade mais
baixa. Tu et al. (2019) desenvolveram um ensaio em ratos machos saudaveis C57BL/6,
de modo a estudarem o efeito de um EF na hiperlipidémia. Neste ensaio, utilizaram 40
ratos, divididos em cinco grupos de 8. Um grupo recebeu uma dieta controlo (DC),
outro uma dieta rica em gordura (DRG). Os outros trés grupos receberam a mesma
DRG, suplementada com 100, 200 e 300 mg de EF/kg de peso vivo, respetivamente. Ao
fim de 8 semanas, observou-se que os ratos da DRG tinham tido um aumento
significativo de peso (70,16%), assim como um valor elevado de colesterol e
triglicéridos. Nos trés grupos que tiveram a suplementagao de EF, quando comparados
com o grupo DRG, observou-se uma diminui¢do da acumulacdo de gordura induzida
pela DRG, diminui¢do do tamanho dos adipocitos, aumento da atividade antioxidante,
assim como a diminui¢do dos triglicéridos e do colesterol LDL (dose-dependente).
Estes resultados foram promissores para a diminui¢ao da hiperlipidémia induzida pela
dieta. Noutro estudo, desenvolvido por Luo et al. (2017), estudaram-se 32 ratos
saudaveis machos C57BL/6J, sendo que se dividiram em quatro grupos de oito. Cada
grupo recebeu uma dieta, DPG (dieta pobre em gordura), DRG + CSF (concentrado de
sumo de framboesa) e DRG + CPF (concentrado de puré de framboesa). Ambas as
suplementagdes (CSF e CPF) correspondiam a 2,5 % do peso da racdo seca de
framboesa liofilizada. Ao fim de 10 semanas, verificou-se uma diminuicao do peso e
acumulacdo da gordura no figado, assim como o aumento da expressdo genética da
Hmox 1 (que tem uma agdo de protecdo contra o stress oxidativo) em ambos 0s grupos
suplementados, quando comparados com o grupo DRG. Este estudo aponta para o efeito

protetor da framboesa contra o stress oxidativo.
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Noratto et al. (2017) desenvolveram um estudo com 30 ratos diabéticos obesos,
de modo a serem estudados os efeitos metabodlicos da suplementagao de framboesa e
fatores de risco de DCV. Os ratos deste estudo foram divididos em dois grupos de 15,
recebendo cada um uma dieta especifica. Um grupo ingeriu uma ragdo standard, e o
outro grupo ragdo standard suplementada com 9,8% do peso seco em framboesa
liofilizada. Ao cabo de 8 semanas, verificou-se uma diminuicao de ROS e o aumento de
GPx (glutationa peroxidase) na atividade do figado e nos eritrocitos no sangue. O GPx é
uma enzima de desintoxicacdo dos perdxidos organicos e inorganicos, atuando na
atividade antioxidante, reduzindo o stress oxidativo do organismo.

A acumulacgao de lipidos € umas das principais caracteristicas da obesidade. Esta
acumulagdo dessensibiliza no musculo esquelético a sinalizacdo de insulina, levando a
resisténcia da mesma e a diabetes tipo II. A AMPK (proteina quinase ativada por AMP)
funciona como um sensor que deteta o nivel de energia no musculo esquelético,
controlando o metabolismo dos 4cidos gordos e da glucose. A ativacdo da AMPK
previne a obesidade e as doengas metabodlicas associadas. Dietas ricas em polifenois sao
excelentes ativadores da AMPK, ajudando assim na prevengao das doengas metabolicas
(obesidade, diabetes tipo II). A AMPKo ¢ uma isoforma de AMPK. Estudos
demonstraram que ¢ possivel que esta isoforma medeie a resisténcia a insulina no
musculo esquelético. Assim, Zhao et al. (2018) estudaram 24 ratos machos, 12 dos
quais AMPKal/, e 12 AMPKol"/% com o objetivo de estudarem a resposta da
inflamacao e resisténcia a insulina no musculo esquelético. Os ratos foram divididos em
quatro grupos, com 6 elementos em cada (dois grupos AMPKal/ e dois grupos
AMPKa1%"/M), recebendo duas dietas diferentes (DRG e DRG + 5% do peso da ragdo
seca de framboesa liofilizada, com 11 mg de EAG/kg de FS), para serem estudados os
seus efeitos em ambos os tipos de rato. Os resultados apresentados mostram que os ratos
que ingeriram dieta suplementada com framboesa tiveram uma diminui¢do da
acumulacdo de lipidos, bem como uma diminui¢do da inflamag¢@o. Observou-se também
uma melhoria da sensibilidade a insulina e biogénese mitocondrial promovida pelo
musculo esquelético. Estes resultados foram apenas obtidos pelo grupo AMPKal®/™,
Segundo os autores, mais estudos com isoformas de AMPK sdo necessarios para se
poderem cimentar estes resultados.

Estudos apontam para a importancia do NLRP3 na patogénese da diabetes tipo
II, assim como da resisténcia a insulina. Zhu et al. (2018) estudaram o papel das

framboesas na supressdo do NLRP3 em ratos. O estudo compreendeu 40 ratos
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C57BL/6J saudaveis, que foram separados em 4 grupos de 10 e tratados durante 12
semanas com 4 dietas diferentes: DC (dieta controlo com 10% de gordura), DC + FS
(dieta controlo com 10% de gordura e 2,4 g de framboesa liofilizada), DRG (dieta com
60% de gordura) e DRG + FS (dieta com 60% de gordura e 2,4 g de framboesa
liofilizada). Apds as 12 semanas, observou-se que os ratos que ingeriram a DRG + FS,
quando comparados com o grupo da DRG, diminuiram os niveis de gordura no figado e
normalizaram o nivel basal de glicose no sangue e da resisténcia a insulina. Observou-se
também uma melhoria dos niveis de Oz e produgdo de CO,, assim como a diminui¢do
da produg¢do da IL-1B e IL-18. Também se verificou a supressdo da ativagdo do
inflamossoma NLRP3. Noutro estudo, dirigido por Fan et al. (2019), 40 ratos machos
saudaveis C57BL/6 foram divididos em 5 grupos de 8, recebendo cada um uma dieta
especifica. As cinco dietas foram constituidas pela DC (10% de gordura), DRG (45% de
gordura), DRG + FI (45% de gordura + 0,4% de framboesa inteira liofilizada), DRG +
SF (45% de gordura + 0,1% de sementes de framboesa) e DRG + PF (45% de gordura +
0,3% de puré de framboesa). Nas dietas suplementadas, quando comparadas com a
DRG, observou-se uma diminui¢do da obesidade, inflamagdo e resisténcia a insulina.
No entanto, na DRG + FI ¢ DRG + PF, observou-se também uma reversao da disfuncao
do tecido adiposo mediado pela obesidade, assim como a inibicdo da ativagdo do
NLRP3 e do modificador epigenético para a regulacdo da adipogénese. Estes dois
estudos (Zhu et al. e Fan et al, 2018), fundamentam os outros estudos ja existentes, que

referem a importancia do NLRP3 na diabetes tipo II.

Artrite reumatoide

A artrite reumatoide ¢ uma doenga cronica autoimune, que se caracteriza pela
inflamacdo do liquido sinovial e aumento da densidade das células, hiperplasia sinovial,
infiltragdo de células inflamatdrias, o que leva a formagdo de cartilagem e destruicao
Ossea, que por sua vez leva a perda de mobilidade e dor cronica. Para estudar o efeito de
um extrato de framboesa (EF) na artrite reumatoide, Jean-Gilles et al. (2012) estudou 24
ratos, 6 saudaveis e 18 em que se induziu a doenga. Para a indug¢do da doenca, foi
injetado na cauda dos ratos 750 ug de Mycobacterium tuberculosis. Os ratos foram
separados em 4 grupos de 6, nos quais 3 grupos receberam a inje¢do. Dos 3 grupos que
receberam a inje¢do, um deles ndo recebeu tratamento. Os outros dois receberam EF,
com duas doses diferentes, 30 e 120 mg/kg de peso vivo, respetivamente. Este EF

continha 20% de equivalentes de acido galico, e 5% de antocianinas em equivalentes de
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cianidina-3-glucdsido), assim como 9,25% de elagitaninos. Os resultados apontaram
para efeitos positivos no grupo dos 120 mg/kg, pois houve uma descida significativa da
inflamacdo, danos da cartilagem, assim como reabsor¢ao 6ssea. No geral, a incidéncia e
a severidade da doenca diminuiram. No entanto, sdo necessarios mais estudos, €
também em humanos, com consumo regular de framboesa para se poderem comparar os

efeitos benéficos.

Colite ulcerosa

A colite ulcerosa ¢ uma doenca inflamatoria intestinal, de etiologia
desconhecida. A evolucao clinica ¢ imprevisivel, alterando entre periodos de
exacerbagdo e¢ remissao. Esta doenga aumenta o risco de desenvolvimento de cancro
colorretal. As lesdes na mucosa aumentam a sinaliza¢do da inflamagdo, aumentando a
severidade da doenca, existindo um risco de hiperplasia. Bibi et al. (2018)
desenvolveram um estudo com 24 ratos C57BL/6J machos saudaveis, separando-os em
dois grupos de 24. A ambos os grupos foi administrado uma dose de DSS (sulfato de
dextrano de s6dio), de forma a induzir a colite. As doses foram administradas em ciclos
de 7 dias, sendo colocadas na dgua, seguidos de ciclos de 14 dias, em que ndo se
administrava DSS. Um dos grupos ingeriu uma DC, e o outro grupo uma DC
suplementada com 5% de peso da racdo em framboesa liofilizada (11 gramas de
EAG/kg de FS), durante 10 semanas. Ao compararem os dois grupos, Bibi et al. (2018)
observaram que o grupo que ingeriu a framboesa teve uma diminuicdo do DAI (indice
da atividade da doenca) e do dano histologico em 38,9%, assim como um decréscimo
dos mediadores da inflamacdo de cerca de 20 a 70%. Histologicamente, observaram
uma melhoria da estrutura do c6lon e uma diminuic¢do da distor¢do da cripta intestinal,
devido a uma maior regeneracdao do epitélio, com o aumento da diferenciacio celular.
Os valores da IL-6 e da COX-2 diminuiram, assim como a sinalizagdo oncogénica,
através da supressao do tumor p53. Estes efeitos demonstram o potencial da framboesa

na reducao do risco de colite.

Doengas neurodegenerativas

Estudos recentes demonstraram que fitoquimicos especificos da framboesa
aparentam ter um efeito benéfico na prevengao da disfuncao cognitiva (antocianinas e
elagitaninos). Dietas ricas em gorduras podem afetar precocemente as fungdes

cognitivas, devido ao aumento do stress oxidativo e inflamag¢do dos tecidos. De modo a
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observar estes fenémenos, Carey et al. (2019) realizaram um estudo com 60 ratos
machos C57BL/6 saudaveis. O estudo teve a duragao de 20 semanas, nas quais os ratos
foram divididos em 4 grupos diferentes, sendo-lhes dada uma dieta especifica (DC),
com 10% de gordura; dieta rica em gordura (DRG), dieta DC com 4% do peso seco em
framboesa liofilizada (DC + 4%), e dieta DRG com 4% do peso seco em framboesa
liofilizada (DRG + 4%)). Para o estudo, os ratos foram colocados em labirintos, sendo
avaliada a sua performance no tempo necessario para sairem, bem como o numero de
erros cometidos. Ao fim de 12 semanas, os ratos com as dietas DC e DRG pioraram a
sua performance, quando comparados com os ratos que tiveram a suplementagdo de
framboesa. As 20 semanas, os ratos da DRG + 4% tinham um tempo de laténcia inferior
aos ratos DRG, assim como a IL-6 com um nivel inferior. Os ratos que receberam
suplementagdo apresentaram um BDNF mais elevado, assim como um valor IL-6
diminuido, o que contribui para a conservacdo da memoria e aprendizagem. Mais
estudos sdo necessarios para comprovar a influéncia da framboesa neste tipo de

degeneracao, assim como estudos realizados no ser humano.

Lesoes hepdticas

As lesdes hepaticas podem facilmente evoluir para um cancro de figado, que ¢ a
terceira causa de morte por cancro no mundo. Estima-se que cerca de 30% dos cancros
hepaticos podem ser prevenidos através da alimentagdo. Chen et al. (2011) estudaram o
efeito de um EF em ratos com lesdes hepaticas induzidas por DEN (N-
nitrosodimetilamina). Para tal, utilizaram 100 ratos Wistar saudaveis, que foram
separados em 5 grupos de 20. Um grupo recebeu uma DC, sem DEN. Os outros 4
grupos receberam uma dose diaria de 4gua com 0,025% de DEN, durante 20 semanas.
Dentro destes 4 grupos, trés deles foram suplementados com trés doses diferentes de EF
(0,75, 1,5 e 3 g de equivalentes de FF/kg de peso vivo/dia). O estrato continha 437,62
mg EAG/100g de FF. Observou-se que o EF inibiu a proliferacdo de células, assim
como a angiogénese, induzindo também a apoptose dos tecidos com lesdes hepaticas.
Este estudo comprova que uma alimentagdo especifica pode proteger o figado de lesdes
causadas por acdo de quimicos, sendo necessarios mais estudos para se estudar o efeito

em células cancerigenas humanas.
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Fotoenvelhecimento

A radiagao UVB pode causar danos graves, através das proteinas e ADN, stress
oxidativo, inflamacdo, podendo levar a carcinogénese, nos casos mais graves e
recorrentes de exposi¢do. Estudos apontam para a importancia dos antioxidantes como
estratégia para a foto protecdo da pele. Com o objetivo de testar estes efeitos, Wang et
al. (2019) fizeram um estudo com 15 ratos nude (espécie com pele muito clara e sem
pélo), aplicando um extrato de framboesa na pele antes de os expor a luz UVB. O
extrato de framboesa era rico em acido elagico, cianidina, pelargodinina-3-soforosido,
cianidina-3- rutin6sido e conjugados de metil quercetina pentose. Separaram-se os ratos
em 3 grupos de 5. Um grupo (controlo), ndo foi exposto aos UVB nem lhe foram
aplicados extratos de framboesa. Os outros dois grupos foram expostos aos UVB, sendo
que um grupo recebeu o tratamento com o extrato. O tratamento consistiu na aplicacio
de 750 pL/ml no dorso. Os grupos expostos aos UVB receberam uma radiacao de 150
mJ/cm?, uma vez por dia, durante 5 dias. Apos a avaliagdo de resultados, observaram
que os ratos que obtiveram o tratamento com o extrato tiveram menos descamagao,
eritema, rugas e perda de agua do que o grupo que ndo foi tratado. Verificaram-se
também menos danos nas fibras de colagénio, assim como uma menor morte celular nos
queratinécitos, havendo assim menos lesdes. Assim, Wang et al. (2019) observou que o
extrato de framboesa tem um papel de protecao no fotoenvelhecimento da pele, através
da ativagdo da cascata de sinalizagdo NRF2 (regulador da resposta antioxidante).
Também se observou a inibi¢do da MAPK p38 cinase, c-Jun e NF-£B, na diminuicdo da
inflamacdo provocada pelos UVB. Com estes dados, pressupdem-se que este tipo de
extrato podera ser utilizado na prevencgao do fotoenvelhecimento da pele quando se trata
de exposi¢ao aguda aos UVB. Podera também ser utilizado em doencas inflamatérias

cronicas de pele.

1.2.3 Estudos in vitro, em células

Apo6s pesquisa no PubMed, foram encontrados 7 artigos referentes a ensaios
realizados in vitro, em diferentes tipos de linhagens de células. Nas tabelas 10 e 11,

encontra-se o resumo dos artigos encontrados.
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Tabela 10 — Resumo dos ensaios em células encontrados na bibliografia pesquisada

Referéncia Tipo de célula Objetivo Desenho Resultado
100 pg/ml de EF
) - Sérum (Controlo) - | da secrecao de MMPs induzidos por UVB
] Efeito protetor da framboesa no ) ) ]
Fibroblastos - 1 pg/ml de EF - | da ativagdo dos MAPK induzidos por UVB, fator nuclear-

Gao et al. (2018)

dérmicos humanos

fotoenvelhecimento provocado por

UVB

- 10 pg/ml de EF
- 100 ng/ml de EF

kP e a ativagdo do P1
- 1 da sintese de pro-colagénio tipo I

- 1 da expressdo citoprotetora da heme oxigenase-1

Nowak et al.
(2017)

Células Caco-2 de
adenocarcinoma do

colon humano

Estudo da atividade genotoxica e

citotoxica de elagitaninos da F

-2,5a 160 pg/ml de EF
enriquecido com EA (EF
+EA)
-9,3a378 uM de LC
- 12,8 -256 uM de SH-6

EF + EA,.LCe SH-6

- Inducao de danos no ADN, entre 7,3 e 56,8%, causando a
quebra da dupla hélice, ¢ oxidag@o das bases do ADN
EF
- Morfologia celular afetada

- Indug@o da apoptose das células Caco-2

Ma et al. (2018)

Microglia BV-2

Avaliagdo dos efeitos das
antocianinas nos radicais livres e
como neuro protetores das

microglias

- Extrato de F
enriquecido com AC

20ug/ml

- | da inflamag@o induzida por H>O» e stress oxidativo
- 1 da viabilidade das células induzidas em stress oxidativo
por H2O,
- | da atividade apoptdtica da protease (capase-3/7)
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Tabela 11 — Resumo dos ensaios em células encontrados na bibliografia pesquisada (continuag@o)

Referéncia Tipo de célula Objetivo Desenho Resultado
>50
Células - | da viabilidade e proliferagdo das células
Sousa et al microvasculares EF de diferentes -] da capacidade de migracao das células para areas lesadas
‘ endoteliais Estudo dos fenéis da framboesa na concentragdes - | de estruturas semelhantes a capilares
(2016) humanas inibigdo da angiogénese (10 a 250 pg/ml EAG) . .—l das rar.niﬁ.ca(;f)es
(HMVECs) -lda atividade de sinalizacdo da VEGF
- Rearranjo do citoesqueleto de actina filamentosa nas doses
mais 1
3h (EF e UA
| de iNOS
Toney et al. ) . Efeito dos metabolitos dos - 10 pg/mL de EF 12/24h EF
Microglia BV-2 olifendis da F na neuroinflamagéo
(2021) p ¢ - 10 uM de urolitina A - | TNF; IL-6 apenas nas 24h

induzida por LPS em 3, 12 ¢ 24h

12/24h UA
-} TNF, IL-1b, IL-6 ¢ JNK/c-Jun

Xu et al. (2018)

Microglia BV-2

Estudo dos mecanismos da
neuroinflamag8o das urolitinas

-0,3-100 pM de UA,
UB, UC, mUA e dmUC

UA e UB (30 uM)
- | dos niveis de NO
- Supressdo dos niveis de mRNA dos genes pro-inflamatorios
TNFa, IL-6, IL-1B, iNOS e COX-2

UA (30 uM)
- | dos niveis de fosforilacdo do Erk1/2, MAPK p38 e Akt,
prevengdo da degradagdo e fosforilagdo do I4B-a
- Inibi¢do da subunidade de fosforilagdo NF-kB p65

Zhou et al. (2018)

Neuroblastomas
humanos (SH-

SY5Y)

Avaliacdo dos efeitos
neuroprotetores de neolignanos
contra o stress oxidativo induzido
por H,O,

- Neolignanos
enantioméricos de F

(1a/1b-3a/3b) e (1b e 2a)

Neolignano 2a
- | da apoptose induzida pelo efeito oxidativo do H,O»

- | de ROS
- | da disfun¢do mitocondrial

AC: antocianinas; ADN: Acido desoxirribonucleico; dmUC: 8,9-dimetil-O-urolitina C; EAG: equivalentes de 4cido galico EF: extrato de framboesa; F: framboesa; FI:
framboesa inteira; LC: Lambertianina C; mUA: 8-metil-O-urolitina A; NOS: Sintase do 6xido nitrico; NO: 6xido nitrico; ROS: espécies reativas de oxigénio; SH-6: Sanguiina

H-6.
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Doengas neurodegenerativas

A microglia desempenha um papel fundamental na resposta a lesdes e infe¢des
no cérebro. Por vezes, a hiperativacdo da microglia pode levar a libertagao de citoquinas
pré-inflamatdrias em quantidades elevadas, que incluem o TNF-q, IL-6 ¢ IL-1p, assim
como fatores neurotoxicos (ROS, NO e PGE», que aceleram a neuroinflamagao. Estudos
apontam cada vez mais para a influéncia da neuroinflamag¢do, quando mediada pela
microglia, no aumento significativo da patogénese de doengas neurodegenerativas,
como a Doenga de Parkinson, Doenca de Alzheimer e Esclerose Multipla. Assim, a
prevencao e o tratamento deste tipo de doengas podem passar pela supressdo da
hiperativacao da microglia (Xu et al., 2018). No SNC (Sistema Nervoso Central), o LPS
(lipopolissacarideo) ¢ utilizado para ativar os fatores de inflamagdo, ativando a
microglia. O LPS ¢ reconhecido pelo TLR4, que se encontra na superficie da microglia,
o que leva a ativacdo das vias de sinalizacio MAPK, PI3K/Akt e NF-(B. Estas
ativagdes levam a transdugdo de mRNA, bem como a expressio de enzimas pro-
inflamatorias (iNOS, COX-2). Ao se intervir nas vias de sinalizacdo, existe a
possibilidade de prevenir/atenuar a doenca (Xu et al., 2018).

As urolitinas tém vindo a ser estudadas em diversas linhagens de células pelo
seu efeito anti-inflamatorio, incluindo a diminui¢do dos sintomas de neuroinflamacgao.
No entanto, os estudos ainda sdo limitados. Assim, Xu et al. (2018) estudaram o
mecanismo das células de microglia BV-2, adicionando-lhes 0,3 a 100 uM de UA
(urolitina A), UB (urolitina B), UC (urolitina C), mUA (8-metil-O-urolitina A) e dmUC
(8,9-dimetil-O-urolitina C), induzindo-lhes a inflamacao através de LPS. Observaram
que as UA, UB e UC inibiram o NO em concentragdes de 30 pM. Nas concentragdes de
3 a 30 uM, as UA e UB diminuiram os valores das citocinas TNF-a, IL-6, IL-1P e
COX-2. Na UA, observou-se uma maior diminui¢do dos niveis de fosforilacdo do
Erk1/2, MAPK p38 e Akt, assim como a prevengao da degradacdo e fosforilacdo do
[kB-a. Observou-se também a inibicao da subunidade de fosforilagdo NF-AB p65. Com
este estudo, Xu et al. (2018) concluiram que as urolitinas tém potencial para serem
utilizadas como supressor de neuroinflamacao.

Noutro estudo, desenvolvido por Toney et al. (2021), estudou-se também a
inflamacao induzida por LPS em células de microglia BV-2. O estudo comparou o
efeito de 10 pg/ml de EF e de 10 uM de UA, ap6s 3, 12 e 24 horas de inducdo. Nas 3

horas de indu¢do, ambos os tratamentos diminuiram a expressdo de iNOS. No EF, as 12
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horas, observou-se uma diminui¢io da expressdo de TNF. As 24 horas, observou-se
uma diminui¢ao dos valores de IL-6. Ja no tratamento com UA, tanto as 12 como as 24
horas observou-se uma diminuicdo da expressdo de TNF, IL-6, IL-1B e da via de
sinalizagao JNK/c-Jun.

Os neolignanos sdo polifendis dietéticos, sendo encontrados em frutos e
vegetais, incluindo a framboesa vermelha. Estudos tém vindo a demonstrar o seu
potencial na prevencao e tratamento de doencgas neurodegenerativas. Zhou et al. (2018),
estudaram o efeito de varios neolignanos provenientes de framboesas ((1a/1b-3a/3b) e
1b e 2a) em neuroblastomas humanos (SH-SY5Y) induzidos em stress através de H>O.
Observaram que o neolignano 2a foi o que obteve resultados mais promissores, atraveés
de uma maior redugdo de ROS, diminui¢cdo da disfungdo mitocondrial, e consequente
reducdo da apoptose induzida por H>O,. Este estudo demonstra assim o potencial da
framboesa como neuro protetor, sendo necessarios mais estudos para fundamentar este
ensaio.

A doenga de Alzheimer ¢ uma doenca neurodegenerativa, na qual se observa um
aumento dos niveis de AGEs (produtos finais de glicagdo avangada), tanto nos
neur6nios como no liquido cefalorraquidiano. Os AGEs podem aumentar a produgao de
ROS, levando a inflamagdo dos tecidos e apoptose. Ma et al. (2018), estudaram os
efeitos de um EF enriquecido em antocianinas em células de Microglia BV-2, de modo
a observarem os efeitos de anti glicacdo, anti fibrilagdo AP e as propriedades anti neuro
inflamatorias na doenga de Alzheimer. O EF continha 5,8% de EAG (% m/m) e 5,6% de
antocianinas em equivalentes de cianidina-3-O-glucésido (% m/m). Os resultados
demonstraram uma diminuicdo da inflamagdo induzido pelo H»O, e pelo stress
oxidativo, e consequentemente um aumento da viabilidade das células. Verificou-se
também uma diminui¢do da atividade apoptotica da protéase (capase-3/7). Apesar dos
resultados promissores, ¢ necessario efetuarem-se estudos in vivo de modo a serem

confirmadas estas conclusoes.

Fotoenvelhecimento
A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano, sendo que uma das suas principais
funcdes ¢ de proteger o corpo das agressoes externas. A radiagdo UV ¢ das maiores
agressoes sofridas pela pele, sobretudo pelos raios UVA e UVB. A energia deste tipo de
radiacdo ¢ absorvida pelos cromoéforos celulares, que reagem com o oxigénio molecular,

formando-se assim ROS. O nivel aumentado destas espécies altera a capacidade das
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fibras elasticas e de colagénio da pele, podendo serem observadas rugas e a diminui¢ao
da elasticidade da pele (fotoenvelhecimento). Gao et al. (2018) estudaram o efeito de
um EF em fibroblastos dérmicos humanos, com o objetivo de observarem os efeitos do
fotoenvelhecimento neste tipo de célula. Aplicaram radiagio UV (144 ml/cm?) nas
células, que seguidamente foram tratadas com 3 concentracdes de EF diferentes, 1, 10 e
100 pg/ml. O EF continha uma concentragao de 2,33 g de EAG/100g de FS. Apos esta
aplicacdo, observaram a diminui¢do da secrecdo de MMPs e da ativagdo dos MAPK
induzidos por UVB, fator nuclear-kf3, assim como a ativa¢do do P1. Os MMPs fazem
parte do processo de fotoenvelhecimento, através da clivagem do colagénio. Os MAPKs
sdo vias de sinalizagdo que sao sensiveis a ROS. Gao et al. (2018) observaram também
o aumento da sintese de pro-colagénio tipo I, bem como o aumento da expressdao
citoprotetora da heme oxigenase-1. Assim, este estudo comprova que o EF tem efeitos

positivos no fotoenvelhecimento.

Efeitos anticancerigenos

Os fitoquimicos apresentam atividade biologica com diferentes mecanismos de
acdo. Estes podem ser encontrados em frutas e legumes, incluindo as framboesas. De
entre as suas caracteristicas, os fitoquimicos podem ter propriedades antioxidantes,
estimular o sistema imunitario, entre outros. Varios estudos associam a ingestdo de
frutas e legumes com uma diminui¢do do risco de alguns tipos de cancro. Nowak et al.
(2017) desenvolveram um estudo com células Caco-2 de adenocarcinoma do coélon
humano, investigando a atividade genotoxica e citotoxica de um EF enriquecido em EA,
com concentragdes entre 2,5 a 160 pg/ml, assim como dois EA diferentes: SH-6
(Sanguiina H-6) (concentragdes entre 12,8 e¢ 256 uM) e LC (Lambertianina C)
(concentracgdes entre 9,3 e 378 uM). Observaram que estes trés tratamentos causaram
uma induc¢do de danos no ADN, entre 7,3 e 56,8%, causando a quebra da dupla hélice, e
oxidacao das bases do ADN. O EF afetou a morfologia das células, causando também a
inducdo da apoptose das células Caco-2. O EF foi o que apresentou um maior grau de
genotoxicidade, tendo este potencial para ser utilizado como complemento alimenticio
para a reducado do risco de desenvolvimento de cancro.

A angiogénese caracteriza-se pela formagdo de novos vasos sanguineos, a partir
de vasos ja existentes. Nos tumores, a angiogénese comeg¢a logo no inicio, sendo um
fator limitante do crescimento e metastizacdo. As células cancerigenas agem como

estimuladores de angiogénse (VEGF-A), que medeiam a sua proliferacdo, migragdo e
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consequente formagdo de metastases, assegurando a sobrevivéncia do tumor. Sousa et
al. (2016) estudaram o efeito de um EF em células endoteliais humanas. Utilizaram
concentragdes entre os 10 e os 250 pg/ml de EAG. Observaram uma diminui¢do da
viabilidade e proliferacdo das células, assim como uma menor capacidade de migragdo
para as areas afetadas. Também verificaram uma diminui¢do da formacao de estruturas
semelhantes a capilares, bem como as suas ramificagdes. Observaram uma diminui¢ao
da atividade da via de sinalizagcdo VEGF. Nas concentracdes mais elevadas de EF,
observou-se um rearranjo do citoesqueleto da actina filamentosa. Estes resultados
comprovam a hipdtese do EF ter o poder de diminuir a angiogénese, sendo necessarios

estudos mais especificos em diferentes tecidos, bem como ensaios in vivo.

2. Avaliacao do teor em fendis totais e da capacidade antioxidante de gendtipos de
Rubus idaeus L.

Este estudo tem como objetivo avaliar alguns indicadores da qualidade
comercial, composi¢do fendlica e capacidade antioxidante de amostras de genotipos e
de cultivares de Rubus idaeus L., produzidas no ambito de um programa de
melhoramento genético do Instituto Nacional de Investigacdo Agréaria e Veterinaria,
INIAV, 1. P, e da empresa produtora de pequenos frutos Beira Baga que visa o
desenvolvimento de uma variedade nacional. Assim, o presente estudo pretendeu
contribuir para esse projecto, com dados relativos a composicao fendlica e a capacidade
antioxidante dessas amostras. Concretamente, avaliou-se a percentagem de humidade,
grau Brix (solidos soluveis totais), o teor em fendis totais e a capacidade antioxidante,
tanto dos gendtipos em estudo, assim como em varias cultivares comercializadas, de

modo a se compararem os resultados.

1. Material e Métodos

Foram analisadas oito amostras de genétipos de framboesa (cinco de framboesa
vermelha e trés de framboesa amarela), assim como quatro cultivares de framboesa
vermelha. Efetuou-se o ensaio de humidade, assim como o grau Brix. Posteriormente,

foram também realizadas extragcdes em triplicado de cada amostra, com o objetivo de se
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obterem extratos ricos em compostos fenolicos para, a partir destes se quantificar o teor
de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau e a capacidade antioxidante pelo teste
FRAP. Todos os testes foram efetuados em triplicado. No entanto no final, resultado de
selec¢Oes realizadas no ambito do programa de melhoramento referido, apenas se
considerou um dos gendtipos de framboesa amarela, em vez das trés utilizadas no

ensaio da humidade e do grau Brix.

1.1 Amostras de Rubus idaeus L.

As amostras utilizadas neste estudo referem-se a producdo de 2019. Todas as
operagdes culturais na planta, até a colheita das framboesas e o transporte das mesmas
para Oeiras foram realizadas por agronomos do INIAV, I.P. As plantas da framboesa
foram instaladas em maio de 2019, no Polo da Inovagao de Fataca, em Odemira, no
litoral alentejano. A plantagdo foi feita em contentores de esferovite de 36 litros, com 3
plantas, numa densidade de 3 plantas por metro linear, sobre tlineis cobertos de plastico
de polietileno. Todos os gendtipos frutificaram no langamento do primeiro ano, no
outono. Registou-se a producdo e o levantamento empirico e expedito de algumas
caracteristicas mais relevantes de qualidade do fruto, como o calibre, cor, brilho e
textura, tendo sido estes pardmetros avaliados em fresco e apos sete dias de conservagao
a 4° C. Apos este periodo, foram selecionados os genotipos mais promissores, alguns
dos quais constituiram as amostras estudadas neste trabalho. Os frutos foram colhidos
inteiros ¢ maduros, tendo sido transportados para o laboratério do ITUEM e
imediatamente congelados a -18 °C, até se proceder aos ensaios. No laboratorio do
IUEM foram estudados 8 genoétipos, sendo estes 5 gendtipos de framboesa vermelha e 3
genotipos de framboesa amarela, € como de 4 cultivares de Rubus idaeus L., para
comparag¢do. No avancar da investigagao, nao se justificou o estudo dos 3 genoétipos de
framboesa amarela. As amostras foram todas codificadas. Os gendtipos de framboesa
vermelha designaram-se de GFV1, GFV2, GFV3, GFV4 e GV5, e os de framboesa
amarela foram codificados em GFAl, GFA2 e¢ GFA3. Os cultivares de framboesa

(Automn Treasure, Erika, Kweli e Joan J), mantiveram o mesmo nome.

Todas as amostras foram analisadas para o teor de humidade e para o grau Brix,
em triplicado. Seguidamente, foram efetuados extratos ricos em compostos fenolicos

(metanol: agua: &cido formico, 79,9: 20: 0,01% V/V), em triplicado. Nestes extratos,
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determinou-se o teor de fenois totais (FT) pelo método Folin-Ciocalteau, e mediu-se a

capacidade antioxidante in vitro pelo método FRAP, também em triplicado.

2. Reagentes, padroes e equipamentos
2.1 Reagentes e padroes

Da Panreac, obtiveram-se os reagentes Folin-Ciocalteau, carbonato de sddio
anidro (99,5%) e o padrao de 4cido galico 1-hidrato (> 99%).

Da Sigma-Aldrich usaram-se os reagentes seguintes: metanol (= 99%), acido
formico (= 98%), acido cloridrico (= 98%), 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina 10mM (TPTZ)
(>97%), 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Trolox) (97%).

2.2 Equipamentos

Para a realizagdo do trabalho de laboratorio, utilizaram-se varios equipamentos.
As pesagens foram efetuadas numa balanga analitica Sartorius TE214S, de precisdo +
0,Img. A secagem, para o ensaio da humidade, foi executada numa estufa (conveccao e
circulacao forcada a pressdo atmosférica). A determinagdo dos sélidos soluveis totais
(grau Brix) foi medida num refratdmetro otico portatil Zuzi série 300. Para se efetuarem
os extratos ricos em fendis, foi necessario fazer-se centrifugagdes. Para tal, utilizou-se
uma centrifuga Eppendorf 5810R. Finalmente, a absorvancia das amostras respeitantes
aos ensaios da determinacdo do teor em compostos fenolicos totais e da capacidade
antioxidante (método FRAP), foi medida num espectrofotometro Perkin Elmer Lambda

25 de duplo feixe.

2.3 Determinacao do extrato seco e calculo da humidade

A determinacdo do teor em humidade das amostras de framboesas analisadas foi
realizada segundo o procedimento da norma da OCDE (Organizagdo para a Cooperacao
e Desenvolvimento Econdmico), descrita por Correia (Correia, 2016).

Para este ensaio, pesaram-se cerca de 9 gramas de framboesa congelada. As
amostras foram colocadas em céapsulas de porcelana (previamente secas na estufa a 100
°C até peso constante, arrefecidas num exsicador e pesadas), devidamente taradas, para
se registar a massa inicial depois de concluido o esmagamento das framboesas (com a
ajuda de uma espatula, para se separarem completamente as drupéolas) (figura 3). Em

seguida, foram colocadas na estufa a 100 °C durante 72 horas. Ao terminar este periodo,
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foram arrefecidas num exsicador, arrefecidas e realizada a sua pesagem na balanca
analitica. Seguidamente, foram novamente submetidas a secagem por periodos de 1
hora, seguida de arrefecimento em exsicador, até peso constante. O céalculo percentagem

da humidade foi efetuado através da seguinte formula:

. (Peso da amostra+capsula)—(peso da amotra seca+capsula)
Humidade (%) = L P P x 100

(Peso da amostra+capsula)-Tara da capsula

Os resultados foram expressos em percentagem (g de humidade/100g de

framboesa), arredondados as décimas.

Figura 3 — Preparagdo da amostra para a determinagio do teor em humidade.
Cépsula de porcelana com uma amostra de framboesa esmagada

2.4 Grau Brix

A determinag@o dos solidos soluveis totais, grau Brix, foi efetuada pelo método
refratométrico descrito na norma portuguesa NP EN 12143 (1999). Trata-se de uma
determinagdo rapida da concentragdo de agucar no fruto, através da refratometria. O
indice de refracdo consiste no quociente do seno do angulo de incidéncia e do seno do
angulo de refracdo (da luz) e o angulo de refra¢do, obtido com a passagem da luz
através das gotas de sumo de framboesa. Este método ¢ de grande importancia, pois este
¢ um parametro de qualidade relevante para o consumidor pois ¢ uma medida do teor
em acgucares dos frutos.

Neste ensaio, tomaram-se varias framboesas congeladas escolhidas
aleatoriamente. Estas framboesas foram esmagadas até se extrair o sumo das mesmas,

medindo-se sempre a temperatura do sumo com um termdémetro. De modo a proceder a
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esta técnica, utilizou-se um refratdmetro Otico portatil. Para calibrar o equipamento,
recorreu-se a agua destilada (indice de refracdo 0) e a uma solucdo de sacarose a 10%
(m/m) (indice de refragdo de 10). Calibrou-se o mesmo, colocando duas a trés gotas de
solucdo no prisma (o suficiente para o cobrir totalmente, sem bolhas de ar), com uma
pipeta descartavel. Procedeu-se a leitura das amostras, colocando-se 2 a 3 gotas de
sumo, sempre em triplicado, medindo-se sempre a sua temperatura. Entre cada leitura,
limpou-se o prisma com a ajuda de um toalhete embebido em alcool a 70%, calibrando-
se o refratdmetro sempre que necessario. Os valores obtidos foram corrigidos, através

da tabela 12.

Tabela 12 — Corregdo da Leitura refratométrica em fungao da temperatura

o Teor de sacarose (g/100g)
Temperatura (° C) 5 10 T ‘ 20 ‘ 30
Subtrair
15 0,25 0,27 0,31 0,31 0,34
16 0,21 0,23 0,27 0,27 0,29
17 0,16 0,18 0,2 0,2 0,22
18 0,11 0,12 0,14 0,15 0,16
19 0,06 0,07 0,08 0,08 0,08
Adicionar
21 0,06 0,07 0,07 0,07 0,07
22 0,12 0,14 0,14 0,14 0,14
23 0,18 0,2 0,2 0,21 0,21
24 0,24 0,26 0,26 0,27 0,28
25 0,3 0,32 0,32 0,34 0,36

2.5 Preparacio dos extratos de framboesa

Os compostos fenolicos presentes na framboesa sdo fitoquimicos que existem
numa concentragao diminuta, pelo que o estudo dos mesmos exige a obtengdo prévia de
um extrato dos frutos rico naqueles compostos. No presente trabalho, o procedimento de
extragdo adotado foi o descrito por Correia (Correia, 2016). Resumidamente, preparou-
se uma solug¢do extratante com 79,9% de metanol, 20% de agua e 0,1% de acido
férmico (V/V/V). Numa balanca analitica, pesaram-se 40 gramas de framboesa, que
foram transferidas para um homogenizador, juntamente com 90 ml de solugdo extratante

acima referida. Procedeu-se a homogeneizacdo da mistura durante 1 minuto (etapa 1).
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Seguidamente, distribuiu-se a mistura em tubos falcon de 50 ml, que foram
posteriormente centrifugados na centrifuga a (4 °C, 7000 rpm, 20 minutos) (etapa 2)
(figura 4). Concluida esta operacdo, retirou-se o sobrenadante cuidadosamente, este
filtrado com papel de filtro para uma proveta de 200 ml (etapa 3) (figura 5). Os residuos
solidos dos diferentes tubos foram combinados no homogenizador, e adicionados de 50
ml de solucdo extratante. Repetiram-se novamente todas as etapas. Este processo foi

efetuado em triplicado.

Figura 4 — Extrato de framboesa vermelha (2 esquerda) e amarela (a direita), apos a primeira
centrifugagdo

Figura 5 — Extrato final de framboesa vermelha e amarela

Concluido o processo de extracdo, o extrato foi acondicionado em tubos falcon
de 50 mL, tendo sido congelados de imediato a -80 °C, até ao momento dos ensaios
descritos em seguida. Os extratos foram efetuados em fevereiro de 2020, ¢ devido a
pandemia Covid-19 sé foi possivel executar os restantes ensaios em outubro de 2020, o

que significa que estiveram armazenados durante 8 meses.
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2.6 Determinacio do teor em compostos fendlicos totais

Determinou-se o teor em compostos fendlicos totais através do método Folin-
Ciocalteau, adaptado do método descrito por Singleton & Rossi (1965). O método de
Folin-Ciocalteau ¢ um método colorimétrico, sendo necessario fazer uma reta de
calibracdo para se obter os resultados. Neste ensaio, foi utilizado o &cido galico como
padrdo. Este método mede a concentragdo total de fendis presentes no extrato através do
seu grupo hidroxilo. Os fendis do extrato reagem com o reagente redox (reagente Folin-
Ciocalteau), formando um cromoéforo de tom azul, que pode ser quantificado através da
leitura da absorvancia do espectrofotometro a 725 nm. Quanto mais escura a cor, maior

¢ o teor em compostos fenolicos no extrato.

Para esta técnica, diluiram-se 300 puL de extrato de framboesa num baldo de 50
ml, perfazendo o mesmo com dgua desionizada tipo II. Preparou-se também uma
solucdo de carbonato de sddio anidro a 35%. Seguidamente pipetaram-se 3,5 ml de
extrato diluido de framboesa para um tubo de ensaio. Adicionou-se 100 puL de reagente
de Folin-Ciocalteau, assim como 400 pL da solugdo de carbonato de s6dio. Agitaram-se
os tubos num vortex, tendo sido colocados logo de seguida no escuro durante uma hora.
Apos a reagdo ocorrer (figura 6), procedeu-se a leitura da absorvancia das amostras no

espectrofotometro, a 725 nm. Este procedimento foi efetuado em triplicado.

Figura 6 — Reagdo de Folin-Ciocalteau nos extratos de framboesa
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A quantificacdo de compostos fendlicos totais foi obtida com uma reta de
calibracao efetuado com o padrio de acido galico. A quantificagdo de compostos
fendlicos totais foi obtida a partir de uma reta de calibragdo tendo sido usado como
padrdo o acido galico. Preparou-se uma solucdo-mae de 4cido galico em metanol:dgua
(80:20 v/v) de 100 pg/mL, tendo-se preparado a partir desta solu¢do 6 solugdes com as
concentragdes compreendidas entre 1 e 6 mg/ml. As leituras do branco (agua destilada)
e dos padrdes foram feitas em triplicado. Os resultados foram apresentados em mg
equivalentes de 4cido galico (EAG)/100 g de FF (fruto fresco) e em mg equivalentes de
acido galico/100 g de FS (fruto seco). Apos a leitura dos padrdes, tragou-se a reta de
calibracdao, com a absorvancia em fungdo da concentragdao. Aplicou-se a regressao linear

ao grafico (figura 7), obtendo-se a equacao y = 0,0911x - 0,0063 ¢ um R2= 0,9995.

Reta de calibragdo com acido galico

o
o)}

y =0,0911x - 0,0063..®
R = 0,9295--"

o
w

o
>

..

® Acido gélico

Abs (765 nm)
o o
N w

o
il

o
4

0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracio de acido galico (mg/L)

Figura 7 — Reta de calibragdo com acido galico

Realizados os calculos, obtiveram-se os teores em compostos fenolicos totais,
expressos respetivamente em mg EAG/100 mg Fruto Fresco (FF) e em mg EAG/100
mg Fruto Seco (FS).

2.7 Determinacio da capacidade antioxidante, método FRAP

O teste do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP) foi realizado segundo o
método de Thaipong et al. (2006). Este ensaio baseia-se numa reagdo redox, em que o

Fe*" é reduzido a Fe?*, na presenca de TPTZ, formando um intenso complexo azul cujo
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Amax=593 nm, num pH &cido de 3,6. E um método colorimétrico, sendo os seus

resultados lidos com um espectrofotdémetro de luz visivel.

Comegou-se por preparar a solu¢do stock, composta por 100 ml de tampao
acetato 300 mM, juntamente com 10 ml de TPTZ 10 mM em 4acido cloridrico a 40 mM
e 10 ml de ferro hexa-hidratado a 20 mM, que foi mantida a 37 °C com a ajuda de um
banho-maria até ser utilizada. Diluiram-se os extratos de framboesa, colocando 400 pL
de extrato num baldao de 10 ml, perfazendo este com metanol. Seguidamente, num tubo
de ensaio, juntou-se 2850 pL de solugdo stock a 150 pL de extrato diluido.
Homogeneizou-se o tubo, sendo este posteriormente colocado no escuro durante 30
minutos, até a reagdo ocorrer (figura 8). Apos este tempo, procedeu-se a leitura das
absorvancias no espectrofotometro, a 593 nm. Os resultados foram expressos em

pumoles de Trolox/g de FF e em pmoles de Trolox/g de FS.

Figura 8 — Rea¢do FRAP num Branco (a esquerda) e num extrato de framboesa (a direita)

A quantifica¢do da capacidade redutora FRAP exigiu a elaboragdo de uma reta
de calibra¢ao com o padrao de Trolox (figura 9). Para tal, preparou-se uma solucdo mae
com o padrao de Trolox (300ug/ml), a partir da qual se fizeram sete padrdes, com as
concentragdoes de 25 puM, 50 puM, 100 uM, 200 pM, 400 uM, 600 uM e 800 puM,

respetivamente, assim como um branco sem Trolox.
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Figura 9 — Padroes ap6s o desenvolvimento da reagcdo FRAP, apds o desenvolvimento do cromoéfero, do
menos concentrado (a esquerda), para o mais concentrado (direita).

Apos a leitura dos padrdes, construiu-se a reta de calibragdo com Trolox para a
determina¢do da capacidade antioxidante pelo método FRAP (figura 10). Apos a

regressao linear, obteve-se a equagdo y = 0,0023x - 0,0025 e um R>= 0,9995.

Reta de calibracao com Trolox
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Figura 10 — Determinagdo da capacidade antioxidante pelo método FRAP. Reta de calibragdo com
Trolox
Os resultados foram expressos em pmoles de Trolox/100g de FF e pmoles de

Trolox/100g de FS.

3. Resultados e discussao
3.1 Teor de humidade

O teor de humidade das diferentes amostras analisadas, genotipos de framboesa

vermelha e amarela e cultivares de framboesa vermelha, apresentam-se na tabela 13.
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Tabela 13 — Teor de humidade das amostras de framboesa (%)

Amostra Média + Desvio-padrio
GFV1 88,6 +£0,82
GFV2 88,9 +£1,02
GFV3 89,3 £0,29
GFV4 88,7 £0,48
GFV5 89,6 £ 0,46

cv Kweli 89,6 0,46

cv Erika 87,4 £ 0,45

cv Automn Treasure 88,5 +0,58
cv Joan J 88,8 £0,11
GFAl 90,7 £0,36

GFA2 88,3 £ 1,87

GFA3 89,5 +0,55

O teor de humidade dos frutos de Rubus idaeus L. estudados variou entre os
87,4% e 90,7%. Os gendtipos de framboesa vermelha, foram muito préximos, variando
apenas entre 88,6% (GFV1) e 89,6% (GFVS5). Os valores das cultivares ndo diferem
muito dos valores dos genotipos, variando entre os 88,5% (cv Automn Treasure) e
89,6% (cv Kweli). Nos genotipos de framboesa amarela, as variacdes foram maiores,
entre 88,3% (GFA2) e 90,7% (GFA1), tendo correspondido aos valores mais baixos e
mais altos deste estudo. Assim, no geral, o teor em humidade mais elevado ¢ o do
GFA1, e o mais baixo ¢ o do GFA2 (entre 88,3% ¢ 90,7%). Considerados os dados
obtidos e o publicado na bibliografia podemos afirmar que esses valores estao dentro do
intervalo de variagdo reportado para framboesas vermelhas. Importa notar que nao
foram encontrados dados relativos ao teor de humidade de framboesas amarelas.
Concretamente, Correia (Correia, 2016), refere um teor de humidade para amostras de
cultivares de framboesas vermelhas produzidas em Portugal entre 79,2 a 89,6%. O valor
de humidade que consta da base de dados PortFIR do INSA relativa a composi¢ao dos
alimentos para framboesa vermelha (embora tal ndo esteja especificado) ¢ 84,3%
(Tabela 1)(INSA, 2010). Finalmente, num estudo efetuado na Turquia, com 14 amostras
de framboesas selvagens e duas cultivares, cv Tulameen e cv Heritage, os resultados

obtidos ficaram compreendidos entre 76,7 — 83,4% (Ceki¢ & Ozgen, 2010).

3.2 Grau Brix

O teor médio em soélidos soluveis das amostras (grau Brix) das amostras de

Rubus idaeus L. analisadas, gendtipos e cultivares, apresentam-se na tabela 14.
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Tabela 14 — Grau Brix (°) das amostras de framboesa

Amostra Média + Desvio-padrio
GFV1 9,3+0,1
GFV2 8,3+0,1
GFV3 7,4+0,1
GFV4 9,0+ 0,1
GFV5 74+0

cv Kweli 9,8 +0,1

cv Erika 7,8+0
cv Automn Treasure 8,3+0,2
cv JoanJ 90+0
GFAl 6,9 +0,1
GFA2 5,5+0,1
GFA3 7,5+0

O grau Brix dos frutos de Rubus idaeus L. estudados variou entre os 5,5 € 9,8.
Estes resultados encontram-se todos dentro da gama dos valores esperados (tabela 15).
Os genotipos de framboesa vermelha, variaram entre os 7,4 (GFV3) e os 9,3 (GFV1).
Os valores das cultivares encontram-se entre os 7,8 (cv Erika) e os 9,8 (cv Kweli). Os
genotipos de framboesa amarela eram os menos doces, aos quais corresponderam o0s

valores mais baixos, variando entre os 5,5 (GFA2) e os 7,5 (GFA3).

Apos pesquisa bibliografica, reuniram-se os valores encontrados na tabela 15.

Tabela 15 — Valores de ° Brix pesquisados na bibliografia

° Brix Referéncia
11,6 —11,9 Anjos et al. (2020)
10,33 Rios de Souza et al. (2014)
4,1 Gomes et al. (2017)
10,87 — 13,60 Tosun et al. (2009)
12,0 Ozarda et al. (2015)
8,1-11,0 Mazur et al. (2014)

Através da tabela 15, observa-se que os valores se encontram compreendidos
entre os 4,1 (Gomes et al., 2017) e os 13,60 (Tosun et al., 2009). Esta discrepancia de
valores deve-se as diferentes localizagdes geograficas dos diferentes estudos, sendo a

sua maior influéncia o clima dos locais de recolha das amostras, assim como das
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cultivares de Rubus idaeus L. em estudo. Assim, observa-se que todos os valores
obtidos neste estudo se encontram dentro da gama de valores encontrados na
bibliografia. Anjos et al. (2020) estudou duas cultivares de framboesa (cv Tulameen e
cv Kweli), colhidas em Braga, Portugal. O objetivo do estudo foi a comparagdao de
varios parametros de qualidade entre duas cultivares, com agricultura organica vs
convencional. Para a agricultura convencional, obteve uma gama de valores entre os
11,6 e 0s 11,9, sendo que os 11,6 correspondem aos valores obtidos pela cv Kweli. Este
valor esta acima do obtido neste estudo, observando-se assim a existéncia de cultivares

com um ° Brix ainda mais elevado (cv Tulameen).

Rios de Souza et al. (2014) refere um valor de grau Brix de 10,33, em
framboesas cultivadas em Minas Gerais, Brasil, que foram colhidas aquando maduras.
Estes valores estdo acima de todos os resultados obtidos neste projeto, no entanto, este
valor mais elevado pode ser devido ao clima. Em contrapartida, Gomes et al. (2017),
obteve resultados bastante inferiores neste ensaio, obtendo o valor de 4,1 + 0,1, em

framboesas colhidas maduras no Algarve.

Ozarda et al. (2015) refere o valor de 12,0, em framboesas de cultivar
desconhecida, adquiridas num mercado na Turquia. O clima mais quente desse pais

pode justificar um valor mais elevado de ° Brix.

Tosun et al. (2009), menciona valores entre 10,87 — 13,60 em framboesas
colhidas na regido de Erzurum, na Turquia. Este estudo comparou a cv Heritage com
genotipos de framboesa vermelha pré-selecionados (rendimento alto e livres de pragas e
doengas). Todos os resultados obtidos foram acima do valor da cv Heritage (que obteve
um valor de 11,4) para todos os genotipos, exceto um, que teve o valor mais baixo do

estudo (10,87). Estes valores estao todos acima dos obtidos neste estudo.

Mazur et al. (2014), obteve um ° Brix entre 8,1 — 11,0 em framboesas colhidas
na Oeste da Noruega. Este estudou comparou cultivares com gendtipos de framboesas
vermelhas. O valor mais baixo deste estudo (8,1) foi obtido pela cv Veten, e o mais
elevado (11,0), por um dos gendtipos de framboesa em estudo. Estes resultados vao de
encontro aos obtidos neste estudo, pois houve diversos genotipos (G1, G2 e G4), que

obtiveram valores mais elevados que a cv Erika.
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3.3 Teor em compostos fendlicos totais

Os valores obtidos para o conteudo em fenois totais das amostras estudadas,
apo6s realizagdo dos calculos através da equacdo referida em 2.3.4, apresentam-se na

tabela 16.

Tabela 16 — Teor médio em compostos fenolicos totais das amostras

Amostra Média + Desvio-padrao Média + Desvio-padrio
(mg EAG/100 g FF) (mg EAG/100 g FS)
GFV1 110,6 £ 12,14 970,4 £ 106,50
GFV2 124,1 = 5,99 11183 £53.97
GFV3 1013 +5,59 946.7 £ 52.27
GFV4 105,4 +9,53 932,7 + 84,34
GFV5 96,2 = 7,95 924.5 + 76,43
cv Kweli 151,4+ 11,39 1456,1 + 109,54
cv Erika 154,9 £ 11,53 1229,7+91,49
cv Automn Treasure 202,3 + 13,78 1759,3 + 119,87
cv JoanJ 184,0 + 13,33 1643,2 £ 118,98
GFA1 104,6 + 4,44 1125,3 +47,79

O teor em compostos fendlicos dos frutos de Rubus idaeus L. estudados variou
entre os 96,2 + 7,95 (GFV5) e 0s 202,3 + 13,78 em mg EAG/100 g de FF (cv Automn
Treasure), e entre os 924,5 £ 76,43 (GFV5) e 0s 1759,3 £ 119,87 em mg EAG/100 g de

FS (cv Automn Treasure).

Em fruto fresco (FF) os gendtipos de framboesa vermelha variaram entre os 96,2
+ 7,95 (GFVS5) e os 124,1 £+ 5,99 mg EAG/100 g (GFV2). As cultivares de framboesa
vermelha variaram entre os 151,4 £ 11,39 (cv Kweli) e 0s 202,3 £+ 13,78 mg EAG/100 g
(cv Automn Treasure). O GFA1 obteve o valor de 104,6 + 4,44, coincidindo este valor
com os dos genotipos de framboesa vermelha. Em fruto seco (FS), os genotipos de
framboesa vermelha variaram entre os 924,5 + 76,4 (GFVS5) e os 1118,3 £+ 53,97 mg
EAG/100 g (GFV2). As cultivares de framboesa vermelha variaram entre os 1229,7 +
91,49 (cv Erika) e 0s 1759,3 + 119,87 mg EAG/100 g (cv Automn Treasure). O GFA1
apresentou o valor de 1125,3 = 47,79 mg EAG/100 g, estando este valor acima de todos
os valores dos genétipos de framboesa vermelha. Isto deve-se ao facto do GFAl
apresentar um valor de percentagem de humidade superior aos dos genétipos de

framboesa vermelha.
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O teor em fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau ¢ frequentemente
realizado em estudos relativos a composigao fenolica deste pequeno fruto. Alguns dados

da bibliografia consultada foram reunidos na tabela 17.

Tabela 17 — Teor em compostos fendlicos totais da bibliografia

Teor em compostos fendlicos Referéncia
357,83 mg EAG/100 g de FF Rios de Souza et al. (2014)
57,96 — 185,74 mg EAG/100 g de FF Giuffré et al. (2019)
146,3 — 218,0 mg EAG/100 g de FF Kljusuri¢ et al. (2016)
152 mg EAG/100 g de FF * Subbiah et al. (2021)
129,04 — 184,6 mg EAG/100 g de FF Dobson et al. (2012)
1,24 — 1,34 mg EAG/ g de FF Verde et al. (2013)
114,5 - 203,1 mg EAG/100 g de FF * Tosun et al. (2009)
2169,24 — 2498,44 mg EAG/Kg de FF * Bradish et al. (2012)
183,1 —297,7 mg EAG/100 g de FF Mazur et al., (2014)
864 — 1161 mg EAG/Kg de FF * Anjos et al. (2020)
97,5 -301,1 mg EAG/100 g de FF Santos (2020)
1358 mg EAG/100 g de FS Grabek-Lejko & Wojtowicz (2014)

(*o valor repostado no estudo foi convertido para mg/100 g de FF)

Os dados para o conteudo em fenois totais publicados variaram entre 57,96 mg
EAG/100g de FF (Giuffre et al., 2019) e os 357,83 mg EAG/100g de FF (Rios de Souza
et al., 2014) (tabela 17). Esta gama de valores deve-se a localizagdo geografica de cada
estudo (clima, tipo de solo), assim como ao tipo de extracdo efetuada (reagentes,

temperatura, nimero de extragdes e duragdo), entre outros fatores.

O estudo desenvolvido por Rios de Souza et al. (2014), em framboesas colhidas
em Minas Gerais, Brasil, obteve o resultado de 357,8 + 7,06 mg EAG/100g de FF. Este
estudo obteve um valor acima do obtido neste estudo. Estes resultados podem ser
devido ao clima, solo, assim como a solugdo extratante utilizada, temperatura e duracao

da mesma.

Giuffre et al. (2019) estudou os compostos fendlicos totais em extrato
framboesas congeladas da cv Erika, ao longo de 12 meses. Ao longo dos 12 meses, os
valores foram variando, diminuindo no 2°, 4°, 6°, 7° e 8°. Os valores variaram entre os

57,96 + 12,08 e os 185,74 £ 21,81 mg EAG/100g de FF. O 8° més obteve o valor de
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71.14 + 18.44 mg EAG/100g de FF, que equivale ao tempo em que os extratos deste
estudo estiveram congelados a — 18 °C. Observa-se que o valor deste estudo ¢ superior

ao obtido por Giuffre et al. (2019).

Kljusuri¢ et al. (2016) fez um estudo de comparacdo, com framboesas
congeladas da Croacia e da Bulgéria, avaliando os seus teores em compostos fenolicos a
fresco e apds 30 dias a — 5 °C. As framboesas provenientes da Croécia obtiveram o
valor de 299,0 + 14,6 mg EAG/100g de FF (extrato fresco) e 218,0 + 8,3 mg EAG/100g
de FF (extrato armazenado). As amostras da Bulgaria, apresentaram 207,4 + 9,4 mg
EAG/100g de FF (extrato fresco) e 146,3 + 11,0 mg EAG/100g de FF (extrato
armazenado). Observa-se que a quantidade fenodis diminuiu em ambos os extratos ao
cabo dos 30 dias. Os valores apds os 30 dias estdo em conformidade com os resultados

obtidos no presente estudo.

Subbiah et al. (2021) fez um estudo sobre framboesas recolhidas na Australia.
As framboesas em estudo foram colhidas frescas € maduras. As amostras apresentaram

o valor de 1,52 mg EAG/g de FF, o que equivale a 152 mg EAG/100g de FF.

Dobson et al. (2012) estudou o cruzamento de uma cultivar europeia (cv Glen
Moy) com uma cultivar norte-americana (cv Latham). O estudo foi feito ao longo de 6
anos, na Escocia. As framboesas foram recolhidas todos os anos, em dois locais
diferentes, na mesma data. Os resultados deste estudo ficaram compreendidos entre

129,04 + 49,8 — 184,6 + 47,0 mg EAG/100g de FF.

Verde et al. (2013) procedeu a analise dos compostos fendlicos totais, através de
25 g de framboesa da cv Amira. Os resultados obtidos compreenderam 1,24 a 1,34 mg
EAG/g de FF, o que equivale a 124 — 134 mg EAG/g de FF. Estes valores apresentam-

se mais baixos do que os obtidos neste tudo (valores das cultivares).

Tosun et al. (2009) comparou a cv Heritage com 11 gendtipos de framboesa
vermelha. Os seus resultados ficaram compreendidos entre 114,5 — 203,1 mg EAG/100
g de FF. A cv Heritage obteve um valor de 121,4 mg EAG/100 g de FF. Observa-se que
nesse estudo, os gendtipos obtiveram maioritariamente valores superiores a da cultivar,

exceto dois.

63



Estudo da composicdo fendlica e da capacidade antioxidante de gendtipos de Rubus Idaeus L.

Bradish et al. (2012) efetuaram pesquisas em cultivares de framboesa vermelha
no norte da Califérnia, Estados Unidos da América. Os valores do teor de compostos
fenolicos obtidos ficaram compreendidos entre os 2169,24 — 2498,44 mg EAG/Kg de
FF (equivalente a 216,9 — 249,8 mg EAG/100g FF. Estes valores estdo todos acima dos

valores obtidos. Isto podera ser devido as condigdes climaticas mais quentes do local.

Mazur et al. (2014) obteve valores entre 183,1 — 297,7 mg EAG/100 g de FF, no
seu estudo efetuado na noruega. O valor mais baixo foi obtido por um genotipo em
estudo, e o mais elevado pela cv Malling Hestia. Estes valores sdo referentes a uma
média de 3 anos do estudo. Observaram uma variagcao entre 0s anos, assim como um
valor mais elevado de compostos fenolicos amostras que amadurecem mais tarde. Os

valores deste estudo ficaram quase todos abaixo destes valores, exceto o das cultivares.

Num estudo realizado em Braga, Portugal, Anjos et al. (2020), resultou num
valor de compostos fendlicos de 864 — 1161 mg EAG/Kg de FF (equivalente a 86,4 —
116,1 mg EAG/100 g de FF), em cultivares de framboesa vermelha. Comparando com
este estudo, as cultivares ficaram todas acima destes valores, assim como todos os

gendtipos (incluindo o de framboesa amarela), exceto um.

Santos (2020) utilizou amostras recolhidas em Portugal, tendo efetuado o extrato
exatamente da mesma forma que neste estudo. Obteve resultados compreendidos entre
os 97,5 — 301,1 mg EAG/100 g de FF. Apenas um genotipo deste presente estudo se
encontra fora destes valores (GFVS), estando abaixo dos 97,5 mg EAG/100 g de FF.

Grabek-Lejko & Wojtowicz (2014) juntaram amostras silvestres de diversos
arbustos de Rubus idaeus L. em diferentes regides do sudeste da Polonia. Liofilizaram
as amostras, realizando a partir do p6 dessas amostras um extrato rico em compostos
fendlicos. Apds analise, obtiveram 1358 mg EAG/100 g de FS valor nao surpreendente

uma vez que se trata de frutos silvestres.

3.4 Atividade antioxidante

Ap6s se efetuarem os calculos através da equagdo referida em 2.3.5, obtiveram-

se os resultados apresentados na tabela 18.
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Tabela 18 — Capacidade antioxidante das amostras pelo método FRAP

Amostra Média + Desvio-padrio Média + Desvio-padrio
(umoles de Trolox/100 g de FF) (umoles de Trolox/100 g de FS)
GFV1 9996 + 59,2 8768,8 + 519,22
GFV2 1011,1 +59,9 9109,4 + 539,19
GFV3 722,5 + 38,3 6752,3 + 358,41
GFV4 761,0 + 64,0 6734,1 + 566,02
GFV5 770,2 + 67,8 7406,1 + 652,33
cv Kweli 1079 + 105,6 8996,7 + 362,34
cv Erika 1113,6 +45,7 10377,1 + 1015,78
cv Automn Treasure 1436,2 £ 231,1 12488,3 £2009,28
cv Joan J 1263 + 125 11277,7 + 1116,17
GFAl 8993 + 8.8 9670,0 + 94,94

Analisando a tabela 18, observa-se que a capacidade antioxidante dos frutos de
Rubus idaeus L. variou entre os 722,5 + 38,3 e os 1436,2 = 231,1 umoles de Trolox/100
g de FF, e entre os 6734,1 £ 566,02 e os 12488,3 £+ 2009,28 umoles de Trolox/100 g de
FS.

Em FF, os gendtipos de framboesa vermelha variaram entre os 770,2 + 67,8
(G5) e os 1011,1 £ 59,9 em pmoles de Trolox/100 g (GFV2). As cultivares de
framboesa variaram entre os 1079 = 105,6 (cv Kweli) e os 1436,2 + 231,1 em umoles
de Trolox/100 g (cv Automn Treasure). O GFA1 obteve o valor de 899,3 + 8,8 umoles
de Trolox/100 g, estando este valor dentro dos valores dos gendtipos de framboesa
vermelha. Em FS, os gendtipos de framboesa vermelha variaram entre os 6734,1 +
566,02 (GFV4) e os 8768,8 £ 519,22 umoles de Trolox/100 g (GFV1). As cultivares de
framboesa variaram entre os 8996,7 £ 362,34 (cv Kweli) e os 12488,3 + 2009,28
umoles de Trolox/100 g (cv Automn Treasure). O GFA1 apresentou o valor de 9670,0 +
94,94 umoles de Trolox/100 g, estando acima de todos os gendtipos, assim como da cv
Kweli. Como ja referido anteriormente, isto deve-se ao seu valor mais elevado de

percentagem de humidade.

Apds pesquisa bibliografica, construiu-se a tabela 19, com os valores

encontrados.
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Tabela 19 — Valores da capacidade antioxidante dos artigos da bibliografia

Capacidade antioxidante Referéncia
1197,3 — 1376,6 umoles de Trolox/100 g de FF Bradish et al. (2012)

916 — 3430 umoles de Trolox/100 g de FF Santos (2020)

813 — 1243 pumoles de Trolox/100 g de FF * Tosun et al. (2009)

1120 — 1980 umoles de Trolox/100 g de FF * Ceki¢ & Ozgen (2010)

582 — 4405 umoles de Trolox/100 g de FF * Kostecka-Gugata et al. (2015)

16594 pumoles de Trolox/100 g de FS * Grabek-Lejko & Wojtowicz (2014)

743—-1083 pmoles de Trolox/100 g de FF Garcia et al. (2020)

(*artigos em que o valor foi convertido para pmoles de Trolox /100 g de FF)

Na tabela 19, observa-se que os valores encontrados na pesquisa bibliografica se
encontram entre os 582 umoles de Trolox/100 g de FF (Kostecka-Gugata et al. 2015) e
os 4405 umoles de Trolox/100 g de FF (Kostecka-Gugata et al. 2015). Apenas se
encontrou um artigo com o valor em FS, e como o artigo ndo referencia a percentagem

de 4gua das framboesas em estudo, nao foi possivel fazer a conversao.

Bradish et al. (2012), descreve um valor entre 1197,3 e 1376,6 umoles de
Trolox/100 g de FF, num estudo efetuado apenas com trés cultivares. Apenas duas
cultivares deste estudo se encontram dentro deste intervalo de valores. As cultivares em
estudo sdo diferentes das de Bradish et al. (2012). Isto cimenta as variagdes que se

obtém entre cultivares, que podem ter valores muito distintos entre si.

Santos (2020), refere valores entre os 916 — 3430 umoles de Trolox/100 g de FF,
num estudo feito da mesma forma que este (peso de amostra e tipo de extrato). Apenas
as cultivares e dois gendtipos (GFV1 e GFV2) se encontram dentro desta gama de

valores.

Tosun et al. (2009), obteve valores entre os 813 e os 1243 pumoles de Trolox/100
g de FF. Neste estudo, que compara gen6tipos com a cv Heritage, apenas dois genotipos
apresentaram um valor inferior a cv Heritage, sendo que esta obteve o valor de 837

umoles de Trolox/100 g de FF.

Cekic & Ozgen (2010) apresentam um estudo de comparacdo entre duas
cultivares (cv Tulameen e cv Heritage) e 14 amostras de framboesas vermelhas
selvagens colhidas nas montanhas da Turquia. Obtiveram resultados entre 1120 —1980

umoles de Trolox/100 g de FF. O valor mais alto e mais baixo foi obtido por duas das
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amostras de framboesa selvagem. As cultivares apresentaram 1440 pmoles de
Trolox/100 g de FF (cv Tulameen) e 1810 pumoles de Trolox/100 g de FF (cv Heritage).
Sete amostras de framboesa selvagem estiveram abaixo da cv Tulameen, e duas

amostras de framboesa selvagem estiveram acima de ambas as cultivares.

Kostecka-Gugata et al. (2015) recolheram amostras de 11 cultivares de Rubus
idaeus L. no sul da Polonia. Os resultados obtidos encontram-se entre 582 — 4405
umoles de Trolox/100 g de FF. Estes valores encontram-se dentro da gama do obtido
neste estudo. A discrepancia destes valores demonstra que entre cultivares pode haver
uma grande diferenca de capacidade antioxidante. Garcia et al. (2020) também efetuou
um estudo de comparagdo de cultivares, em Huelva (Espanha), assim como em Kenitra
(Marrocos). Obteve valores entre os 743—1083 pumoles de Trolox/100 g de FF. Todas as
cultivares deste estudo se encontram dentro desta gama de valores, sendo que apenas
um gendtipo de framboesa vermelha (GFV3) se encontra fora destes parametros. Este
estudo (Garcia et al., 2020), refere uma temperatura média de 17 ° C no decorrer deste
estudo. Esta temperatura mais temperada deve ser tida em conta para estes resultados

mais baixos.

Grabek-Lejko & Wojtowicz (2014) (com um estudo também feito com amostras
provenientes da Polonia), apresentam o valor de 16594 umoles de Trolox/100 g de FS.
Este valor encontra-se acima dos valores obtidos neste estudo. Como Grabek-Lejko &
Wojtowicz (2014) ndo referem o teor de humidade das suas amostras, ndo ¢ possivel
indicar se este valor ¢ discrepante ou nao, pois se as suas amostras tiverem mais
humidade que as deste estudo, o valor podera ser equivalente (amostras com mais

humidade ficam mais concentradas depois de secas).
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Conclusdo

III. CONCLUSAO

Esta dissertagdo visou contribuir para uma caracterizagdo preliminar da
composi¢ao fenolica e da atividade antioxidante de genotipos de framboesa
produzidos em Portugal, no ambito de um pequeno programa de melhoramento
genético do INIAV, 1. P. e da empresa Beira Baga e, dados os constrangimentos da
pandemia Covid-19 realizar uma revisdo narrativa para ‘Composi¢do fendlica,

atividade antioxidante da framboesa e beneficios para a saude’.

Na revisdo narrativa foram encontradas evidéncias cientificas de que a
framboesa vermelha possui alegadamente efeitos benéficos para a satde, anti-
inflamatorios e anticancerigenos, entre outros. Os efeitos benéficos relatados nos
diversos estudos, seja em ensaios em humanos, ensaios in vivo (animais) ou em
ensaios in vitro (células), referem-se a sua composi¢ao fenolica, nomeadamente aos
seus polifendis maioritarios, elagitaninos e antocianinas. As evidéncias
apresentadas, nomeadamente nos estudos in vitro e in vivo em animais, sao
optimistas mas carecem de comprovagdo, tanto na manutencao da satide como na
prevencdo. Os estudos de intervencdo em humanos realizados, ainda que

insuficientes, constituem um passo importante nesse sentido.

Os resultados da caracterizagdo preliminar da composi¢do fenolica e da
atividade antioxidante de genétipos de framboesa produzidos no ambito do
programa de melhoramento supracitado encontram-se todos dentro da gama de

valores referida na bibliografia.

No respeitante ao teor em fendis totais e, por consequéncia, aos valores da
capacidade antioxidante pelo método FRAP, observou-se que as cultivares
analisadas para efeito de comparagdo apresentaram os valores mais elevados. O
genotipo de framboesa amarela apresentou valores naqueles parametros superiores

aos de alguns dos genoétipos de framboesa vermelha..

Infelizmente, devido ao que ja foi explicado, ndo foi possivel realizar os
restantes ensaios propostos para este estudo, ficando a faltar resultados de diversos
indicadores importantes para a selecdo de um genoétipo. Futuramente, podera ser

desenvolvido um novo projeto para se poder dar continuidade a este trabalho, de
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modo a dar-se um contributo para a selecio de um genétipo abundante em

compostos fendlicos que satisfaz os critérios agronomicos e de qualidade exigidos.
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INTRODUCTION

Raspberry production in Portugal is currently of great economic interest, offering sustenance for small and large farmers, especially in Alentejo coast and Algarve. In 2018, around
26.9 thousand tons of raspberries were produced, mainly for export {86%) [1]. In this year, INIAY, L.P. in close partnership with Beira Baga, an enterprise that produces and
commercialize small fruits, started a small breeding program with the ebjective of making raspberry cultivars available to all producers. This is particularly important in a moment
when all raspberry cultivars are only released for exclusive or club growers. This study aims to investigate if the Rubus idoeus L. genctypes selected within the program by their
agronomic and commercial quality parameters are alsec more abundant in phenclic compounds and had higher antioxidant capacity.

MATERIAL AND METHODS
The plants were installed in May 2019, at the Fataca Innovation Pole, in Odemira (planted in 36 |
styrofoam containers, with 3 plants, at a density of 3 plants per linear meter, over tunnels covered in
pelyethylene plastic) (Figure 14). All genotypes were fruitful in the first year of release in the fall.
Production was recorded and an empirical and expeditious survey of some of the most relevant quality
characteristics of the fruit fresh and after 7 days stored at 4 ° C, such as size, color / brightness and
texture (Figure 1B). After this period, the genotypes best positioned in the hierarchy were selected. The
laboratory work was carried out on samples of 12 genotypes, 9 red and 3 yellow raspberries (RRG and
YRG), and 4 cultivars (Cv) of Rubus idoeus L. All samples were analyzed for their brix degree (NP EN . .

s o . FIGURE 1 - |4] aspects af the plants installatian at Fataca Innavation Pale, in Odemira, Portugal;
12143) and humidity content {Organization for Cooperation and Development method) [2]. 18] quality evaluation aspects of resh Rubus daeus L., in the fiekd, for selection

An raspberry extract rich in phenolic compounds (extract solution composition - methanol: water: formic acid, 79.9:20:0.1 %v/v) [2] was made for 6 selected genotypes, 5 red and 1
yellow raspberries (RRG and YRG), and 4 cultivars (Cv} of Rubus idoeus L.. in triplicate. Then, the extract content of total phenols {TP) was determined by the Folin-Ciocalteau [2],
and their /n vitro antioxidant capacity was measured by the Ferric Reducing Anticxidant Power (FRAP) method [3].

RESULTS AnD DISCUTION

This preliminary study evaluated aspects of quality and composition and phytochemical

activity of fruits of selected genotypes and cultivars, the latter for comparison purposes.

Genetrally, breeding programs aim to optimize plants and fruits for

_— certain production systems, mainly based on parameters such as
- " s w5t W - e - yield, capacity to resist pests and diseases, quality attributes such as
. 011 i) the taste and texture of fruits or their ability to maintain guality in
' the post- harvest, among others [4].
B. i o
- i The phytochemical composition of raspberries is not currently a
5 ” : s 5
Bkt gy = 2 7 b 2 = selection parameter. However, that composition depends on the
- genotype, among others factors.
.
>
. : . %
R3GL RG2 RRG3 RRB4 RRG3 ke cvfrla  cvsctomn ovloer) G The results of all samples were within the values published for
frosh weight frensere raspberry [2, 5-6].

Fiure 2 — (&) Moisture content, expressed in % (g/100 g FW), and {B) Brix degree, of red raspberry (RRG 1-5) and yellow (YRG)
genatypes and red raspberry cultivars (ev)

A. i h
i wonr The moisture content and the Brix degree {(average + standard

deviation) ranged between 87.4 + (.45 - 90.7 £ 0.36% and 6.9 £ 0.1 -
9.8 £ 0.1°% respectively {Figure 2, A and BJ.

|
|

cwtoan crlonn)

e rrcos [T~ .o e | Y - The TF contents and FRAP values {mean * standard deviation) (mg
'—” [— T gallic acid eq. and Trolox eg. pmoles/100 g fresh weight,
ru Frikio g o tika
-

respectively) were between 96.2 + 7.95-124.1+ 5.99 mg and 722.5

5a e | (Y - 38.3 -1011.1 + 59.9 {for RRG) 104.6 + 4.44 and 899.3 + 8.80 (for YRG)

and 151.4 + 11.39 -202.3 + 13.78 and 1113.6 + 45.7 - 1436.2 + 231.1
R ) ktia J 2 {for Cv)

1 The findings obtained here seem to support the investigation
e [ P s : : :
b ’ L question as the 4 RRG selected in 2020 had higher TP content then

s e P the rejected one. However, all Cv had higher TP and FRAP values,
a2 ez 2
i Yoo s J ssoc

0 0 o 150 2 20
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FIGURE 3 — (A} Total phenals (TF) content , as mg of GAE/LDD g FW and (B] FRAP walue, winoles of Tralox eq /100 g FW of red rspherry (RRG 1-5) and yellow
raspherry (YRG) genatype s and red raspherry cultivars fov)

FinaL NOTE

| The INAV, |.P. breeding program, as others breeding programs, does not take into consideration the phytochemical composition of raspberries. However, according to our
| preliminary results, it’s interesting to note that the selection made seems also taking in consideration raspberry phenolics. These constituents are largely responsible for their
| antioxidant capacity and, according to scientific evidences could also contribute to others beneficial health effects.
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INTRODUGAO MATERIAL E METODOS

A produgio de framboesa em Portugal assume hoje grande interesse As plantas foram instaladas em maio de 2019, no Pélo de Inovagio da Fataca, em Odemira
econdmico para pequenos e grandes agricultores, especialmente no Alentejo (plantagdo em contentores de esferovite de 36 L, com 3 plantas, nhuma densidade de 3
Litoral e no Algarve. Em 2018, foram produzidas cerca de 26,9 mil toneladas de plantas por metro linear, sobre tineis cobertos de plastico polietileno). Todos os genétipos
framboesas, principalmente destinadas & exportagdo (86%)'. A balanca frutificaram no langamento de primeiro ano, no outono. Fez-se o registo da producdo e o
comercial com o exterior de framboesas frescas foi de cerca de 160 milhdes de levantamento empirico e expedito de algumas das caracteristicas de qualidade do fruto mais
euros’. Neste mesmo ano, o INIAV, I.P. em estreita parceria com a Beira Baga relevantes como o calibre, a cor/brilho e textura, em fresco e depois de 7 dias conservados a
iniciou um pequeno programa de melhoramento com o objetivo de 4°C. Ap6s este periodo selecionaram-se os genétipos melhor posicionados na hierarquizagdo
disponibilizar cultivares de framboesa para todos os produtores. Este estudo foi realizada. O trabalho laboratorial compreendeu a analise de amostras de 5 gendtipos da
realizado com genétipos de Rubus ideus L. considerados no programa de selecgdo 2020, 4 de framboesas vermelhas (GFV) e 1 de framboesas amarelas (GFA), e 4
melhoramento e teve como objetivo investigar se os genétipos selecionados em cultivares (Cv) de Rubus idaeus L .. Todas as amostras foram analisadas para o grau brix (NP
2020, com base em parametros agronomicos e de qualidade comercial, eram EN 12143) e teor de humidade (método OCDE)? Seguidamente foram produzidos extratos
mais abundantes em compostos fendlicos e apresentavam maior capacidade ricos em compostos fendlicos (metanol: &gua: &cido férmico, 79,9: 20: 0,1% v/v) em
antioxidante, triplicado. Nos extratos, determinou-se o teor de fendis totais (FT) pelo método Folin-

Ciocalteau? e mediu-se a capacidade antioxidante in vitro pelo métado FRAP?, em triplicado.

RESULTADOS
Os resultados médios (+ desvio padréo) obtidos para o teor de humidade e o grau Brix, variaram  As imagens da figura 1 referem-se a aspetos da avaliagdo da qualidade das
entre 87,41 0,45-90,7+0,36%e 69%0,1-9,810,1° respetivamente (Figura 2,A e B). framboesas colhidas e das plantas no Pélo Inovagdo da Fataca
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. | FiGURA1 - (A) avaliagio de caracteristicas da qualidade dos frutas frescos de Rubus idaeus | visando 1
a selecio dos mesmos, e (B) aspetos da instalacio das plantas que produziram as amostras !
1 . analisadas no Pélo de Inovagio da Fataca, em Odemira . g
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Legenda: (FF) fruto fresco
FisuRa 2 - (A) Teor em humidads , exprasso em % (g/100 g FF), & (8] grau Brix, de genctipos de framboesa vermelha (GFY 1-5) & amarela Os programas de melhoramento visam optimizar plantas e
(GFA) e de cultivares de framboesa vermelha frutos para determinados sistemas produtivos sabretudo com
base em pardmetros como rendimento, capacidade de
Os contetidos em FT e os valores FRAP (média * desvio padréo)(mg EAG e umoles de eq. Trolox/ 100 g resisténcia a pragas e doencas, atributos da qualidade como o
framboesa fresca, respetivamente) apresentavam-se entre 96,2 + 7,95 -124,1+ 5,99 mg e 722,51 38,3 sabor e a textura dos frutos ou a capacidade de manutengio
-1011,1+ 59,9 (para os GFV) 104,6 + 4,44 ¢ 899,3 + 8,80 (para o GFA) e 151,4 + 11,39 -202,3 + 13,78 e da qualidade no pés-colheita, entre outros’. A composicio
1113,6 + 45,7 - 1436,2 + 231,1 (para as Cv) (Figura 3,A e B). fitoguimica das framboesas ndo constitui atualmente um

pardmetro de sele¢do. No entanto essa composigdo depende

A = B.
sobretudo do genétipo.

Os dados obtidos para as diferentes amostras estdo dentro dos

A . '¢°c° Publicados para framboesa®® .

Dos 5 GFV estudados, os 4 selecionados no programa para

. A - 2020 tinham um contetdo de fendis totais e um valor FRAP
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O superior (GFV1-GFV4). No entanto, todas as cultivares
e | I - analisadas apresentaram valores superiores.
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O GFA apresentou um contetdo em fendis totais ligeiramente
. ES e mais baixo que o de frutos dos GFV mas tinha uma atividade
) antioxidante relativamente elevada, em comparagdo com os
& s valores apresentados pelo GFV4. De realcar que as framboesas
e B | amarelas sdo abundantes em carotendides e tocofersist. Estes
fitoquimicos exibem igualmente atividade antioxidante. Para
&F1 s B além disso, embora praticamente desprovidas de antocianinas
’ % 100 200 250 o B w o “ x < as framboesas amarelas poderdo conter proantocianidinas®.
T (mg o D FRAP (e de og, de T Ainda que ndo tenham o mesmo valor comercial que as

Legenda: (FAG) equivalentes de deido gélhico; (FF) Truto fresco; (20 atividade antios

vermelhas, estas framboesas podem apresentar, dada a sua
composicdo particular, efeitos fisiolégicos benéficos similares

ou superiores aos das vermelhas®.

FiGURA 3 (1) Teor em Fendis Totais (FT), expresso em mg FAG/100 g FF, e (B) valor FRAR expresso pmoles de eq. de Trolox/ 100 g FF de genotipas de framboesa
vermelha (GFY 1.5) ¢ amarela (GFA] ¢ de cultivares de framboesa vermelha

Conclusio

Este estudo preliminar avaliou aspetos da qualidade e da composicio e atividade fitoquimica de frutos de genétipos selecionados e de cultivares, estes ultimos para efeitos de
comparacdo. Todas as amostras assumiram valores na gama dos referidos na bibliografia para os pardmetros estudados. Os resultados aqui apresentados parecem sugerir que
o programa de melhoramento poderd estar a selecionar de modo ndo deliberado os fendlicos da framboesa. A verificar-se, este fato assumiria particular interesse pois muitos
dos compostos fendlicos dos frutos de Rubus idoeus L. apresentam potenciais beneficios para a saiide humana. O mesmo se podera verificar para outros fitoquimicos bioativos
como carotendides e tocoferdis. Essa poderd ser uma questdo de investigacdo a explorar em trabalho futuros.
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