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RESUMO

LOPES, Layla de Oliveira, Universidade Vila Velha — ES, fevereiro de 2025. Atividade
antioxidante, anti-inflamatoéria e estudo de estabilidade de Rubus idaeus e

Rubus fruticosus em monodroga e combinadas. Orientadora: Prof. Dra. Denise
Coutinho Endringer.

Rubus fruticosus e Rubus idaeus s&o espécies cujos frutos, amora-preta e a
framboesa, respectivamente, possuem notaveis propriedades bioativas. Essas frutas
sao amplamente consumidas na forma de chas, frequentemente comercializados
como “cha de frutas vermelhas” e promovidos com alegacbes de alto potencial
antioxidante. No entanto, a maioria dos estudos que comprovam suas atividades
bioativas se baseiam no uso das folhas como monodrogas. Este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antioxidante, anti-inflamatoria e quimiopreventiva de
cancer de infusbes de R. idaeus e R. fruticosus, tanto isoladamente (monodrogas)
guanto em combinagdes, bem como a equalidade quimica e bioldgica das infusdes ao
submeter suas drogas vegetais a estabilidade acelerada, a fim de avaliar o tempo
seguro de armazenamento e validade das drogas secas para o preparo dos chas.
Trata-se de um estudo pioneiro na analise de infusdes de espécies combinadas. Os
frutos foram adquiridos de fornecedor qualificado e realizadas analises de umidade,
antioxidante (DPPH) e teor de antocianinas para definir o tempo de secagem ideal
para os experimentos (24, 48 e 96h). Apds essa etapa, foi determinada a composigao
centesimal dos frutos secos e entdo preparadas as infusdes na concentragao de 13,33
mg/mL com tempo de infusdo de 5 minutos. Foram testadas infusdes individuais de
R. ideaus e R. fruticosus como monodrogas e trés combinacgdes dessas. As analises
quimicas incluiram a determinacao total de antocianinas, flavonoides, polifendis e
taninos por métodos espectrofotométricos. A determinagao de compostos fendlicos e
flavonoides também foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
A capacidade antioxidante foi avaliada por ensaios quimicos pelos métodos ABTS,
DPPH e FRAP. Além disso, a atividade biolégica foi investigada in vitro por meio de
ensaios de citotoxicidade, redugdo de 6xido nitrico e anion superoxido, reducao de
citocinas inflamatérias, efeito protetor contra perdxido de hidrogénio e indugédo de
quinona redutase. Para o estudo de estabilidade, as monodrogas foram mantidas em
camara climatica (40° C; 70% UR) durante seis meses e, a cada 45 dias, foram
submetidas a analise do aspecto, teor de umidade e qualidade microbiologica. Neste
mesmo periodo, as infusdes foram submetidas a atividade antioxidante total por DPPH
e o teor de compostos fendlicos por HPLC. Os dados obtidos indicaram que todas as
infusdes apresentaram atividades antioxidante e anti-inflamatoria, com resultados
mais expressivos para as monodrogas em determinados paréametros, como a R.
ideaus, que apresentou maior inibicdo do anion superéxido, enquanto R. fruticosus foi
a unica amostra a apresentar efeito protetivo contra perdxido de hidrogénio. Foi
observado maiores atividades anti-inflamatérias também para as infusdes de espécies
isoladas, a saber, Rubus fruticosus sendo capaz de reduzir a expressao de citocinas
IL-1 em 43% e R. ideaus como a amostra que mais reduziu 6xido nitrico. Em relacao
ao estudo de estabilidade, foi possivel observar diferentes comportamentos dos
compostos fendlicos ao longo do estudo de estabilidade, enquanto o acido galico e
acido tanico aumentou com ao final da estabilidade, o acido clorogénico foi degradado,
inferindo na atividade antioxidante encontrada, que aumentou para todas as amostras.
Em relagdo a seguranga microbioldgica, os resultados foram satisfatérios e no que
tange ao exame sensorial, apesar de apresentar alteragdes ao longo do estudo, foi
considerado como viavel para consumo. O estudo de estabilidade foi conclusivo como
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satisfatorio, o que indica que as drogas vegetais secas dos frutos de amora e
framboesa, pelos métodos utilizados, podem ser armazenadas em temperatura
ambiente por até um ano, desde que vedadas e ao abrigo da luz, elevada temperatura
e umidade, para a finalidade de realizar infusbes com beneficio antioxidante. Os
achados deste estudo reforcam o potencial bioativo das infusbes de R. idaeus e R.
fruticosus, especialmente na modulagao do estresse oxidativo e da inflamacgéao, sendo
mais ativas as suas infusdes como monodrogas, desmistificando crengas populares
que induzem os consumidores que “misturas potencializam efeitos terapéuticos”. A
relevancia dos dados observados alerta possiveis interagdes entre espécies vegetais
no que tange a reducgao de efeitos terapéuticos e efeitos tdéxicos, bem como sugere a
necessidade de estudos adicionais para explorar a aplicabilidade terapéutica das
monodrogas estudadas, incluindo investigagbes em modelos in vivo e ensaios
clinicos. Além disso, considerando o uso popular dessas infusdes e seu potencial
funcional, pesquisas futuras poderiam avaliar a inclusao destas espécies na Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, bem como avaliar biodisponibilidade
dos compostos bioativos e a estabilidade dessas substancias a longo prazo e durante
0 processamento industrial.

PALAVRAS-CHAVES: Rubus ideaus, Rubus fruticosus, antioxidante, anti-

inflamatorio, estabilidade.
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ABSTRACT

LOPES, Layla de Oliveira, Vila Velha University — ES, February 2025. Antioxidant,
anti-inflammatory activity and stability study of Rubus idaeus and Rubus
fruticosus as single and combined infusions. Advisor: Prof. Dr. Denise Coutinho
Endringer.

Rubus fruticosus and Rubus idaeus are species whose fruits, blackberry and
raspberry, respectively, have remarkable bioactive properties. These fruits are widely
consumed in the form of infusions, often marketed in Brazil as “red fruit tea” and
promoted with claims of high antioxidant potential. However, most studies that prove
their bioactive activities are based on the use of the leaves as monodrugs. This study
aimed to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory and cancer chemopreventive
activity of infusions of R. idaeus and R. fruticosus, both alone (monodrugs) and in
combinations, as well as the chemical and biological equality of the infusions when
subjecting their plant drugs to accelerated stability, to evaluate the shelf life of the dried
drugs for the preparation of the infusions. This is a pioneering study in the analysis of
infusions of combined species.The samples were purchased from a qualified supplier
and moisture, antioxidant (DPPH) and anthocyanin content analyses were performed
to define the ideal drying time for the experiments (24, 48 and 96h). After this step, the
centesimal composition of the dried fruits was determined and then infusions were
prepared at a concentration of 13.33 mg/mL with an infusion time of 5 minutes.
Individual infusions of R. ideaus and R. fruticosus were tested as monodrugs and three
combinations of these. Chemical analyses included the determination of total
anthocynins, flavonoids, polyphenols and tannins by spectrophotometric methods. The
determination of phenolic compounds and flavonoids was also performed by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC). The antioxidant capacity was evaluated
by chemical assays using the ABTS, DPPH and FRAP methods. In addition, biological
activity was investigated in vitro by means of cytotoxicity, reduction of nitric oxide and
superoxide anion, reduction of inflammatory cytokines, protective effect against
hydrogen peroxide and induction of quinone reductase. For the stability study, the
herbal drugs were incubated at 40°C and 70% of humidity for six months, with analyses
being performed every 45 days, both herbal drugs and their infusions. The analyses
that covered the scope of the stability study were the determination of moisture,
antioxidant evaluation (DPPH), determination of phenolic compounds and flavonoids
(HPLC), microbiological safety and sensory examination. The results indicated that all
infusions presented antioxidant and anti-inflammatory activities, with more expressive
effects for the monodrugs in certain parameters, such as R. ideaus, which presented
greater inhibition of superoxide anion, while R. fruticosus was the only sample to
present a protective effect against hydrogen peroxide. Greater anti-inflammatory
activities were also observed for the infusions of isolated species, namely, Rubus
fruticosus being able to reduce the expression of IL-1 cytokines by 43% and R. ideaus
as the sample that most reduced nitric oxide. Regarding the stability study, it was
possible to observe different behaviors of the phenolic compounds throughout the
stability study, while gallic acid and tannic acid increased at the end of the stability
study, chlorogenic acid was degraded, inferring in the antioxidant activity found, which
increased for all samples. Regarding microbiological safety, the results were
satisfactory and regarding the sensory examination, despite presenting changes
throughout the study, it was considered viable for consumption. The stability study was
conclusive as satisfactory, which indicates that the dried plant drugs of blackberry and
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raspberry fruits, by the methods used, can be stored at room temperature for up to one
year, as long as they are sealed and protected from sunlight, for the purpose of making
infusions with antioxidant benefits. The findings of this study reinforce the bioactive
potential of infusions of R. idaeus and R. fruticosus, especially in the modulation of
oxidative stress and inflammation, with their infusions being more active as
monodrugs. The relevance of the observed effects, particularly for monodrugs,
suggests the need for further studies to explore their therapeutic applicability, including
investigations in vivo models and clinical trials. Furthermore, considering the popular
use of these infusions and their functional potential, future research could evaluate the
inclusion of these species in the National Policy for Medicinal Plants and
Phytotherapeutics, as well as assess the bioavailability of bioactive compounds and
the stability of these substances in the long term and during industrial processing.

KEYWORDS: Rubus ideaus, Rubus fruticosus, antioxidant, anti-inflammatory,

stability.
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1. INTRODUGAO GERAL

O emprego da natureza como recurso terapéutico data de épocas remotas, em
que o ser humano se empenhava, em prol da sua sobrevivéncia e disseminagao da
especie, a inibir as crescentes manifestagdes anormais que o acometiam com os
meios vigentes (TAYLOR, WERNEKE, 2018). Dentre os métodos naturais utilizados,
encontram-se as espécies vegetais, compreendendo um notavel arsenal de
propriedades terapéuticas (TAYLOR, WERNEKE, 2018).

A importancia das plantas medicinais para a saude humana foi reconhecida
pela Organizagdo Mundial da Saude desde 1978, na Conferéncia Internacional sobre
Atencao Primaria em Saude em Alma-Ata, expondo a importancia e necessidade de
politicas e regulamentag¢des nacionais relativas a utilizacdo de recursos terapéuticos
tradicionais com comprovada eficacia (WHO, 1978).

Em decorréncia, em 2006, sob o decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, foi
aprovada no Brasil a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF),
visando garantir o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, bem como o
acesso seguro por meio da disponibilizagado de fitoterapicos pela Atencédo Basica a
Saude (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b).

Os recursos terapéuticos tradicionais brasileiros se revelam distintos com o
passar dos anos, sendo considerados parte de um patrimdnio cultural inapreciavel.
Reconhecendo tal mérito, o poder legislativo brasileiro, em 2015, promulgou a lei n°
13.123, de 20 de maio de 2015, que dispde sobre a protecédo e acesso ao patrimdnio
genético, imputando a devida importancia ao conhecimento tradicional brasileiro, uma
incontestavel fonte a génese de novos principios ativos (BRASIL, 2015).

Apesar de ndo serem nativas do Brasil, as espécies vegetais estudadas neste
trabalho sao participes da cultura brasileira e fazem parte do conhecimento tradicional
brasileiro, tendo seu uso descrito em literatura nacional desde o século XIX, utilizadas
no preparo de xaropes, geleias e doces pelos seus sabores caracteristicos
(MARTIUS, 2023).

Dois 6rgaos federais atuantes no setor regulatério de chas, a Agéncia Nacional
da Vigilancia Sanitaria (ANVISA), advinda do Ministério da Saude (MS), e o Ministério
de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), primando pela seguranga e
eficiéncia dos chas disponibilizados a populacao, publicam listas positivas de espécies

vegetais autorizadas para a fabricagdo e comercializagdo de chas a ambito nacional.
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Dentre elas, tem-se a amora, Rubus fruticosus e a framboesa, Rubus idaeus (BRASIL,
2021; BRASIL, 2022).

A R. fruticosus é originada em uma regiao de alta biodiversidade, encontrada
nos maquis do Mediterraneo (MONTANARI et al., 2023). Também conhecida pela
denominagdo “amora-preta”, € vastamente aplicada na medicina tradicional pelas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas de suas folhas, derivadas dos seus
constituintes quimicos, a saber, acidos fendlicos, antocianinas, flavonoides, taninos,
carotenoides e acidos organicos (Montanari et al., 2023).

A framboesa, R. idaeus, foi objeto de estudo em um ensaio clinico randomizado
buscando atividades antienvelhecimento e clareadora, sendo causadora de efeitos
positivos por meio do sinergismo com outras substancias presentes no sérum, a
saber, 0,0005% de extrato das folhas de R. idaeus, 20% de vitamina C e 1% de
vitamina E (RATTANAWIWATPONG et al., 2020).

Em razao do seu alto teor de polifendis, como antocianinas e cetonas, essa
especie também é estudada para reduzir os niveis glicémicos plasmaticos e estabilizar
o perfil lipidico do sangue, obtendo como resultado efeito hipoglicemiante e
estabilizacdo de lipoproteinas de baixa densidade (PINA-CONTRERAS et al., 2022).

R. fruticosus e R. idaeus compreendem espécies portadoras de frutos com
notaveis propriedades bioativas, sendo difundidas comercialmente com a
denominagao de “frutas vermelhas” sob diferentes formas alimenticias, em especial
sob a forma de chas, comercializado como “cha de frutas vermelhas” e acompanhado,
em sua maioria, por estratégias de marketing apelativas no que tange ao seu potencial
antioxidante.

Contudo, a maior parte dos estudos comprovando as atividades bioativas se
dao a partir das suas folhas como monodroga (MONTANARI et al., 2023; PINA-
CONTRERAS et al., 2022; SOBEH et al., 2020), sendo em minoria os estudos com
frutos e escassos 0s que exploram seus efeitos combinados.

Também nao ha evidéncias para quimioprevengcao de cancer a partir dos seus
frutos. A atividade quimiopreventiva de cancer visa reverter, inibir ou prevenir a
progressdo do cancer a partir do uso de um agente natural ou sintético
(WATTEENBERG, 1985). Tal atividade ja foi comprovada para os frutos de banana,
uva e jucara (FREIRE et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2020; BARROSO et al., 2019).

Em vista da tamanha exposi¢éo social as propagandas apelativas no que tange a
atividades bioativas de produtos naturais, em especial pela industria de alimentos na

tentativa de tornar terapéutico um produto alimenticio, € primordial estudos buscando
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desmistificar conceitos propagados. O presente estudo, de carater pioneiro, busca
elucidar o potencial antioxidante do cha de duas espécies de frutas vermelhas e a
influéncia das suas combinagdes sobre seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios.
Além disso, a estabilidade analisada neste estudo, avaliando a influéncia do tempo e
temperatura sobre as drogas vegetais de frutos para o preparo de infusdes também
tem carater pioneiro.

Portanto, a hipétese do presente estudo foi que as infusdes das combinacdes de
R. ideaus e R. fruticosus demonstrariam maiores atividades bioativas, em detrimento
de suas infusbes como monodrogas, confirmando assim o conhecimento popular.

Os experimentos in vitro realizados nesta dissertagao investigaram diferentes
mecanismos e possibilidades pelos quais as infusdes com os frutos de R. ideaus e R.
fruticosus podem exercer efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios. A redugdo da
producdo de oOxido nitrico (NO) e do anion superdxido (O2™) visam sugerir uma
modulagdo do estresse oxidativo, um processo chave em diversas doengas
inflamatorias. O efeito protetivo contra o peréxido de hidrogénio (H,O,) reforga o
potencial citoprotetor, prevenindo danos celulares induzidos por espécies reativas de
oxigénio (EROs).

Além disso, a diminuicdo da producgao de citocinas inflamatérias pode indicar
uma acao imunomoduladora relevante no controle da resposta inflamatoéria. Por fim, a
inducao da quinona redutase aponta para um possivel envolvimento das infusdes na
ativacado de mecanismos de defesa celular, favorecendo a detoxificagao de compostos
oxidantes e eletrofilicos.

A presente dissertacdo segue o modelo de capitulos, sendo divididos e intitulados
com os exatos conteudos de submissbes dos artigos cientificos por ela gerados.
Portanto, no capitulo I, intitulado “Atividade antioxidante e anti-inflamatdria da infusédo
de Rubus idaeus e Rubus fruticosus em monodroga e combinadas”, tem-se a
avaliacdo bioldogica feita em cultura de células das atividades antioxidante, anti-
inflamatoéria e quimiopreventiva de cancer das infusbes, bem como a caracterizagao
quimica das infusdes e composi¢ao centesimal das drogas vegetais.

No capitulo I, intitulado “Estabilidade acelerada de Rubus idaeus e Rubus
fruticosus em monodroga e combinadas”, encontra-se a avaliagdo da equalidade
quimica e bioldgica das infusdes ao submeter suas drogas vegetais a estabilidade
acelerada, em condigbes criticas de 40°C e 70% de umidade relativa do ar por seis
meses, sendo os parametros avaliados a cada 45 dias, a fim de avaliar o tempo seguro

de armazenamento e validade das drogas secas para o preparo dos chas.
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2. FUNDAMENTA(;/T\O TEORICA
2.1. Rubus fruticosus e Rubus idaeus

Rubus L. € um dos géneros mais ricos em espécies da familia Rosaceae. A
espécie vegetal R. fruticosus, conhecida como amoreira, da origem ao seu fruto,
amora-preta (Figura 1), uma baga, que compreende em um agregado de goticulas de
1 a 3 centimetros de didmetro, que possuem sua coloracédo afetada pelas etapas de
maturagao, determinada pela presencga de antocianinas, glicosideos e antocianidinas,
sendo a principio verde, vermelho e preto, respectivamente. Trata-se de um fruto
comumente consumido ao redor do mundo em virtude da sua palatabilidade (GIL-
MARTINEZ et al., 2023; WU et al., 2023)

Black fruit

Figura 1. Rubus fruticosus (amora). Fonte: (Wu et al., 2023)

Essa espécie consiste em um arbusto perene frutifero nativo da Europa,
comumente encontrado nos cinco continentes, em florestas temperadas e planaltos
tropicais. O periodo de floragdo se concentra de maio a outubro, sendo produzido o
fruto maduro do final do verao até o outono, tendo sua polinizacdo maior no periodo
noturno. Trata-se de uma espécie dentre 300 micro espécies de arbustos de
demasiada importancia a manutengao da biodiversidade do seu habitat natural uma
vez que desempenha a conservacido de taxons ameacgados e em declinio
(ANDERSON, ROTHERAY E MATHEWS, 2023).

Devido ao longo periodo de floragdo dessa espécie, tornou-se importante fonte de

polen e néctar para abelhas, borboletas e demais invertebrados diurnos. Ademais,
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assiste como local de nidificacdo e refugio para aves e mamiferos. E conhecida por
ser apomitica e parcialmente pseudogémica, podendo reproduzir-se assexuadamente
e eventualmente na auséncia de podlen, o que garante a reprodugao de plantas
isoladas, obtendo um clone geneticamente idéntico como consequéncia
(MACGREGOR E SCOTT-BROWN, 2020).

Apesar de comprovada a frutificagdo da R. fruticosus independente da presenca
ou auséncia de insetos polinizadores, a presenca destes é diretamente proporcional
a incidéncia de diversidade genética, gerada a partir de polinizagdo cruzada. Ha
diferengca no tamanho médio e massa dos frutos desenvolvidos a partir de flores
polinizadas por insetos, sendo estes maiores. A importancia da polinizagao por insetos
para o tamanho e a qualidade dos frutos foi demonstrada para as espécies de R.
fruticosus e R. idaeus (COATES, BROWN E CUNNINGHAM, 2022;
ANDRIKOPOULOS E CANE, 2018).

Dentre os metabdlitos secundarios encontrados no fruto dessa espécie (Tabela 1),
a amora apresenta principalmente compostos fendlicos, a saber, antocianinas,
flavonais, elagitaninos e acidos fendlicos, tendo sua bioatividade relacionada com o
teor de compostos fendlicos. Em vista do seu arsenal de moléculas bioativas, como
retinol, acido ascoérbico, carotenodides, esterdis, terpendides e compostos fendlicos,
nas ultimas décadas, a amora tem sido proposta por autores como um “superalimento”
(D’ANGELO et al., 2020).

Tabela 1. Compostos identificados no fruto de Rubus fruticosus (amora)

COMPOSTOS IDENTIFICADOS METODO REFERENCIA

47 Compostos fenolicos, dentre eles: Ac citrico; Ac. clorogénico; UPLC- D’Angelo et al.,
Ac. cumarico; Ac. hidroxibenzodico; Ac. malico; Catequina QToF-MS 2020.

Antocianidinas: cianidina-3-glicosideo; cianidina-3-rutinosideo. UPLC- D’Angelo et al.,
QToF-MS 2020.

31 terpenoides, dentre eles: Iridoide ebulosideo; Cinamosideo, HPLC-MS  Gil-Martinez et al.,
rpdosideo A, Scrutalpin F, Tropeosideo B1; Ac. hidroxitorménico; 2023.
Ac. dihidroxiurs-12-eno-23,28-didico.

Os constituintes quimicos do extrato hidroalcodlicos do fruto da amoreira foi
determinado por meio de cromatografia liquida de ultra performance (UPLC) acoplado
a um analisador hibrido QToF-MS, espectrébmetro de massa conectado por meio de
interface de ionizacdo por eletrospray. Os resultados obtidos demonstraram 47
compostos fendlicos, sendo derivados principalmente dos acidos hidroxibenzodicos e

hidroxicindmicos (D’ANGELO et al., 2020).
25



Os beneficios da amora para a saude humana sao inumeros, como a prevencao e
tratamento da sindrome metabdlica, atuagdo no sistema digestivo e imunoldgico,
prevencdo de doencas inflamatérias e cardiovasculares e protetora de canceres
gastrointestinais, devido a suas propriedades antioxidante e anti-inflamatoria (Tabela
2). Todavia, os fatores agrogeoclimatologicos, como gendtipo, condigdes ambientais,
praticas agrondmicas, época da colheita, armazenamento e técnicas de
processamento inferem decisivamente em sua composi¢cdo e, consequentemente,
nas atividades bioativas (ALBERT et al., 2022).

Tabela 2. Atividades bioativas do fruto de Rubus fruticosus (amora)

ATIVIDADE TIPO DE

BIOATIVA ESTUDO RESULTADO REFERENCIA
Antioxidante DPPH e FRAP Inibigao de radicais livres D’Angelo et al.,
2020.
Antimicrobiana In vitro por Cepas de E. faecalis, B. cereus, E. Gil-Martinez et
difusdo em meio  coli, L. monocytogenes, L. innocua, S. al., 2023.
sélido aureus, C. sake, S. sonneu, Z. bailii
foram sensiveis.
Anti-inflamatério In vitro com Inibicdo de IL-8 Gil-Martinez et
células HT-29 e al., 2023.
T-84
Prevencéao de In vivo com Efeitos do extrato de amora foram Melo et al.,
déficit de memoria camundongos semelhantes ao donepezil 2023.

Em estudo realizado com o extrato hidroalcodlico de amora a 20%, foi
demonstrado atividade anti-inflamatdria significativa pela inibicdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Essa atividade bioativa foi gerada nao apenas aos compostos fendlicos,
mas também aos terpendides, obtendo um efeito combinado de varios fitoquimicos
presentes no extrato (GIL-MARTINEZ et al, 2023).

A atividade antioxidante do extrato metandlico do fruto de R. fruticosus a 20%
obteve resultado positivo significante, a estrutura quimica dos compostos fendlicos,
presentes em demasia, sdo capazes de interagir com enzimas e agir como
antioxidante ao sequestrar radicais livres em processos oxidativos sob diferentes
mecanismos, como transferéncia de atomo de hidrogénio, transferéncia de elétron
unico, poder redutor ou quelar metais, tendo o potencial de modular inumeros
processos bioldgicos (ALBERT et al, 2022).

Em um estudo para avaliar o efeito do extrato da amora sob a prevencido da

memoria realizado por Mello et al (2023), encontrou-se resultado similar para a agao
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do extrato de amora de 100 a 200mg/kg comparado a donepezila 5mg/kg em modelos
de camundongos com amnésia induzida por escopolamina 1mg/kg. A avaliagao foi
realizada mediante a analise comportamental de reconhecimento de objetos. Além de
impedir o comprometimento da memoaria, o extrato de amora foi capaz de prevenir o
aumento da atividade da acetilcolinesterase (LOPEZ-CORONA et al., 2022).

Outra espécie vegetal do género Rubus L. e familia Rosaceae amplamente
utilizada pela populagdo como planta medicinal é a R. idaeus. Esta é presente em seis
continentes, sendo a sua utilizagdo mais remota a partir das folhas como adstringente
para diarréia e cicatrizacdo de feridas, bem como para dificuldades no decorrer do
parto. O seu fruto também é utilizado terapeuticamente desde a antiguidade, em
especial na medicina tradicional chinesa para tonificar e estabilizar os rins, preservar
a energia e tratar insuficiéncia hepatica e renal (TAO et al., 2023).

Botanicamente, R. idaeus (Figura 2) € um arbusto frutifero que se assemelha a
uma trepadeira de um a dois metros de altura com ramos castanhos ou castanhos-
avermelhados, espinhos esparsos e glabros. O fruto, conhecido como framboesa, é
parcialmente esférico com diametro de 1 a 1,4cm, vermelho e suculento. Trata-se de
um fruto com alto teor de vitaminas, minerais, acidos graxos, proteinas, carboidratos
e fibras alimentares (TAO et al., 2023).
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Figura 2. Rubus idaeus (framboesa). Fonte: (Tao et al., 2023).

Os metabdlitos secundarios (Tabela 3) presentes na R. idaeus compreende
polifendis, a saber, acido elagico, acido salicilico, acido clorogénico, p-cumarico,
quercitrina, catequina e luteolina. Ademais, terpenoides, alcalbdides, esterdides e
acidos graxos também se fazem presentes, conferindo-a propriedades antioxidante,
hipoglicemiante, hipolipidémico, anti-Alzheimer, anti-osteoporose, hepatoprotetor,
anticancerigeno, neuroprotetor, antibacteriano e para cuidados com a pele (SONG et
al., 2020).
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Tabela 3. Compostos identificados no fruto de Rubus idaeus (framboesa)

COMPOSTOS IDENTIFICADOS METODO REFERENCIA
Compostos fendlicos, dentre eles: Ac elagico; Ac. salicilico, Ac. HPLC- Song et al., 2020.
clorogénico; Ac. cumarico Quercetina; Catequina; Luteolina PAD
Antocianidinas: cianidina-3-glicosideo; cianidina-3-soforosideo. HPLC Lopez-Corona et

al., 2022.

As antocianinas sdo uma classe de extrema importancia para essa espécie
vegetal, sendo encontradas nos vacuolos das células vegetais. Nas framboesas, as
antocianinas mais importantes sdo, a saber, cianidina-3-O-soforosideo, cianidina-3-
O-glicosilrutinosideo. Sao absorvidas e em sua maioria metabolizadas no célon.
Assim que é encaminhada para o intestino, ao entrar em contato com a microbiota
intestinal tem-se primeiro a separagao das agliconas das antocianinas; a segunda fase
ocorre com a clivagem do heterociclo das antocianidinas e a terceira etapa é a
metabolizacdo em derivados de sulfato, glicina, glicuronideo e metilato (LOPEZ-
CORONA et al., 2022).

Os compostos fendlicos sdo os mais abundantes em vista do papel biolégico que
desempenham, ainda assim, ndo sdo padronizados e podem variar a depender das
condi¢cbes as quais a espécie vegetal esta submetida, como estagio de crescimento,
condi¢bes climaticas e variedade de framboesa. Os polifendis desempenham papel
de protecédo das plantas contra possiveis injurias, ou seja, a concentragcdo desses
compostos pode se elevar a medida que a planta necessite de maior protecido em
resposta a estresses bidticos e abidticos, pragas, bactérias, doengas, luz, ultravioleta,
temperatura, seca (LOPEZ-CORONA et al., 2022).

Um dos constituintes responsaveis pelas atividades bioativas da framboesa € a
sua cetona, possuindo propriedades lipoliticas, anti-obesidade e de perda de peso
(Tabela 4). A biossintese da cetona tem génese na Cumaroil-CoA, que é transformada
em p-hidroxibenzalacetona por catalise da enzima benzalacetona-sintase. A p-
hidroxibenzalacetona é reduzida pela benzalacetona-redutase com a participacao do
NADPH, resultando na sintese da cetona da framboesa, que quando produzida de

forma natural possui alto valor de compra agregado (LI et al., 2021).
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Tabela 4. Atividades bioativas do fruto de Rubus idaeus (framboesa)

ATIVIDADE
BIOATIVA

TIPO DE
ESTUDO

RESULTADO

REFERENCIA

Anti-obesidade

In vivo com ratos

Reducao de triglicerideos e gordura a
nivel hepatico, ganho de peso e tecido
adiposo.

Attia et al., 2019.

Anti- In vitro com Suprimiu o acumulo de lipideos durante  Uramaru et al.,
- células 3T3-L1 de a diferenciacado de pré-adipocitos. 2023.
adpogénico
camundongos

In vitro por difusdo

Cepas de S. aureus, E. coli foram

Rippin, Sharma e

Antimicrobiano em pogo de meio  sensiveis. Beniwal, 2023.
Agar
. Melhoria estresse oxidativo; Redugéo da Song et al.,
Estresse In vivo com C. ~ . :
o expressdo de espécies reativas a 2020.
oxidativo elegans e
oxigénio.
Aumentou a liberacdo da citocina anti- Bibi, Du e Zhu.,,
In vitro por inflamatéria  IL-10. Marcadores e 2018.
Anti- microglia mediadores pro-inflamatérios atenuados
inflamatorio estimulada por CD40, NO, TNF-a e superéxido
LPS intracelular pelas vias NF-kB, MAPK e
NFAT.
Antioxidante ABTS, FRAP e Inibigado dos radicais livres. D’Angelo et al.,
DPPH 2020.

A suplementacgéao de extrato cetdnico de fruto framboesa, na concentragao de 98%,
em camundongos com dose de 55mg/kg, reduziu o ganho de peso, conteudo de
triglicerideos a nivel hepatico e peso de tecido adiposo, bem como atuou na prevengao
da obesidade e melhorou quadro de esteatose hepatica por meio de alteragdo no
metabolismo lipidico, especialmente no aumento de norepinefrina, induzindo lipdlise
dos adipdcitos brancos (ATTIA et al., 2019).

Um estudo demonstrou que o extrato cetdnico da framboesa suprimiu a
diferenciacao induzida pelo acumulo de lipideos de pré-adipocitos 3T3-L1 de maneira
dose-dependente de 100uM, melhorando o metabolismo lipidico e reduzindo a
inflamacado do tecido adiposo. Ademais, a cetona reduzida para rododendrol em
microssomas hepaticos suprimiu o acumulo de lipideos durante a diferenciacdo de
pré-adipocitos (URAMARU et al., 2023).

Em estudo in vitro de difusdo em meio Agar para avaliacdo da atividade
antimicrobiana do extrato do fruto da R. idaeus, com concentragcdo de 250ug de

taninos hidrolisaveis, foi observado que apds a hidrélise enzimatica do extrato pela
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enzima tanino acil-hidrolase, a atividade antimicrobiana aumentou em demasia o halo
de inibicdo, crescendo de 12mm para 35mm, o0 que prediz atividade antibidtica
significativa (RIPPIN, SHARMA e BENIWAL, 2023).

Utilizando estimulac&o de microglia de camundongos, avaliou-se a suplementagao
de framboesa enriquecido em elagitaninos e derivados do acido elagico, na dose
equivalente a dose humana de 0,48g/kg de framboesa liofilizada consistindo em 5%
do peso total da ragao. Resultou no aumento da liberagao da citocina anti-inflamatéria
IL-10, marcadores e mediadores proé-inflamatérios atenuados CD40, NO, TNF-a e
superoxido intracelular pelas vias NF-kB, MAPK e NFAT (BIBI, DU e ZHU, 2018).

Garcia e colaboradores (2020) realizaram um estudo de atividade antioxidante de
extratos de framboesa obtidos com mistura de metanol/agua deionizada/HCI (70:29:1)
de acordo com as metodologias de captura dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), poder antioxidante de reducgao férrica (FRAP) e sal diamdnico de 2,2-azinobis
(ABTS). Foi obtido como resultado uma maior capacidade antioxidante para os
ensaios ABTS e FRAP uma vez comparado ao DPPH. A média de resultados do
método FRAP foi 20% superior & média dos resultados do ensaio com DPPH (GARCIA
et al., 2020).

2.2. Estresse oxidativo e inflamagao

No processo de respiragao celular, que ocorre no metabolismo mitocondrial das
células animais, sdo produzidas as espécies reativas de oxigénio (EROS) e peréxidos
organicos de forma natural. As EROS sao importantes a nivel de homeostase celular,
desempenhando func¢des de transdugao, expressao génica e ativagao de receptores.
Quando o sistema antioxidante ndo é capaz de neutraliza-las, gera-se um excesso de
EROS, podendo acarretar danos celulares a nivel de material genético, proteinas e
lipideos, podendo induzir mutacbes somaticas e transformacgdes pré-neoplasicas e
neoplasicas (HUSSAIN et al., 2016).

O estresse oxidativo tem uma importante performance nas doencas
inflamatdrias cronicas. Proteinas oxidadas, peroxidagao lipidica, produtos glicados e
demais danos do estresse oxidativo podem resultar em degeneragdes neuronais,
principalmente em disturbios cerebrais, neuroinflamagao e morte celular e até perda
de memoaria (POPA-WAGNER, 2013).

Durante o desenvolvimento de diversas doencas cronicas degenerativas, as

espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) tém um papel crucial na
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indugao do estresse oxidativo celular. Esse fenbmeno ocorre quando ha um aumento
anormal na producdo dessas moléculas, superando a capacidade das defesas
antioxidantes de neutraliza-las, resultando no acumulo de radicais livres. Diferentes
tipos de ROS, como anion superoéxido (O;7), oxigénio singlete ('O,), radical hidroxila
(HO™) e peroxido de hidrogénio (H,0,), podem ser gerados em plantas devido a
desequilibrios na cadeia transportadora de elétrons ou nas reag¢des de Calvin. Ja os
RNS, derivados do éxido nitrico, incluem espécies como nitrito (NO; "), nitrato (NO5™)
e peroxinitrito (ONOQ™), sendo altamente reativos (LOPEZ-CORONA, 2022).

A produgdo de ROS e RNS pode ser intensificada por fatores internos,
relacionados as vias enzimaticas e bioquimicas, e externos, como poluigdo, uso de
alcool, farmacos, exposi¢cao a radiacdo e habitos alimentares. O acumulo excessivo
dessas espécies esta associado ao envelhecimento e a diversas doengas cronicas,
incluindo cancer e diabetes. Compostos antioxidantes sdo fundamentais para mitigar
o estresse oxidativo, ao estabilizar os radicais livres e reduzir seus efeitos deletérios
no organismo (LOPEZ-CORONA, 2022).

Durante o processo infamatorio, a ativagao dos macréofagos € intermediada por
mediadores e sinalizadores da inflamacao, dentre eles, NO, O2", IL-6, TNF-a (MAN et
al., 2022). O ¢éxido nitrico (NO) desempenha diferentes fun¢des na regulacéo celular,
dependendo de sua concentragdo. Em niveis fisiolégicos, € essencial para o
funcionamento normal das células. No entanto, quando produzido em excesso, pode
prejudicar diversas fungdes celulares. Por exemplo, quantidades reduzidas de NO
podem favorecer o aumento do débito cardiaco, enquanto concentragdes elevadas
podem comprometer a fungao cardiaca (MASSION et al., 2003).

O NO ¢ sintetizado por trés isoformas da enzima NO sintase (NOS): nNOS
(NOS1), INOS (NOS2) e eNOS (NOS3). Essas enzimas estao presentes em diversos
tipos celulares e tecidos, onde convertem a arginina em citrulina, liberando NO no
processo. Para sua atividade, as NOS utilizam cofatores como mononucleotideo de
flavina, dinucleotideo de flavina adenina, fosfato de dinucleotideo de nicotinamida
adenina e (6R-)5,6,7,8-tetra-hidro-L-biopterina. Apesar de estarem amplamente
distribuidas, cada isoforma apresenta uma expressao predominante em determinados
tecidos (MATTILA, THOMAS, 2014).

A nNOS é majoritariamente encontrada em neurénios e no cérebro, enquanto
a eNOS é mais abundante em células endoteliais, embora ambas sejam expressas
de forma constitutiva em diferentes tecidos. Ja a iNOS, em condicdes normais,

apresenta baixos niveis de expressdo na maioria dos tecidos. Nos queratindcitos,
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todas as trés isoformas estdo presentes, e células do sistema imune, como
macrofagos, neutrofilos, células T e fibroblastos, também expressam diferentes
formas de NOS (MATTILA, THOMAS, 2014).

O o6xido nitrico (NO) esta diretamente envolvido na inflamagao extracutanea,
com niveis elevados associados a doencas inflamatorias intestinais, como doencga de
Crohn e colite ulcerativa. A inibicao da iINOS demonstrou reduzir edema, infiltracdo de
neutroéfilos e a producgao de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-6), enquanto aumentou
citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10). Estudos também mostraram que a inibigdo da
NOS impacta a inflamag¢do em diferentes tecidos, incluindo pulmdes e articulagdes,

além de regular a resposta inflamatoéria na pele in vitro e in vivo (MAN et al., 2022).

2.3. Quimioprevengao de cancer

O cancer compreende um grupo de doengas gerada pelo crescimento
desordenado e incontrolavel de células anormais, podendo invadir tecidos e 6rgaos e
comprometer a homeostase organica (KELLOFF et al., 1994). O atraso no diagnéstico
e tratamento favorece o aumento da mortalidade desta doenga, o que ocorreu na
pandemia ocasionada pelo SARS-CoV-19 em razdo do fechamento de
estabelecimentos de saude preventiva e interrupgées de emprego (SIEGEL et al.,
2023).

Segundo a Organizagcao Mundial da Saude, o cancer abrange a segunda
principal causa de morte no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhdes de mortes no
ano de 2018. A nivel mundial, uma em cada seis mortes estéo relacionadas ao cancer,
sendo que 70% das mortes tém incidéncia em paises de baixa e média renda. As
estatisticas apontam que a incidéncia de cancer aumentara em aproximadamente
60% nas préximas duas décadas, com previsdo de 30 milhdes de novos casos até
2040 (WHO, 2023).

As estratégias de prevengao de cancer corroboram para redugao da sua
mortalidade, sendo existentes duas estratégias promissoras, a primaria e a
secundaria. A prevencdo primaria se baseia em evitar o contato com agentes
carcinogénicos exdgenos, a saber, radiagcado e substancias quimicas carcinogénicas,
entre outros (WATTEENBERG, 1985).

A carcinogénese compreende na etapa inicial do cancer, bem como em sua
progressao em pré-cancer e cancer, caracterizada por alteracbes moleculares

especificas, acarretando uma destruicdo genotipica, associada a alteragdes
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fenotipicas. A estratégia de prevengao de cancer secundaria € baseada no uso de um
agente natural ou sintético para reverter, inibir ou prevenir a progresséo do cancer ou
processo da carcinogénese, sendo denominada quimioprevengao (WATTEENBERG,
1985, KELLOFF et al., 1994).

A fim de serem considerados agentes quimiopreventivos, estas substancias
devem nao apenas reverter, inibir ou prevenir a progressdo do cancer, mas também
demonstrar reduzidos efeitos colaterais, baixa toxicidade e serem capazes de
neutralizar as células carcinogénicas (KELLOFF et al., 1994) Esses agentes
terapéuticos sao classificados de acordo com estagio da carcinogénese em que
atuam, sendo, de forma geral, classificados como agentes bloqueadores ou
supressores (WATTEENBERG, 1985).

Os agentes bloqueadores e supressores agem, respectivamente, nos estagios
de promogao e progressao por meio dos mecanismos de inibigdo do metabolismo do
acido araquidonico, a saber, inibicdo da ornitina carboxilase, indu¢ao da diferenciacao
celular, entre outros; prevenindo a iniciagao por meio de varios mecanismos, tais como
a inibicdo da iniciagdo carcinogénica ou a indugdo de enzimas de destoxificagao.
(WATTEENBERG, 1985).

Baseando-se no estagio da carcinogénese sao empregados ensaios bioldgicos
na pesquisa de produtos naturais com potencial quimiopreventivo de cancer com a
funcdo de monitorar a inibicdo da carcinogénese em seus diferentes estagios
(KINGHORN et al., 2004; PEZZUTO et al., 2005). Para o estagio de iniciagcédo podem
ser empregados ensaios, em cultura de células, para avaliar a atividade indutora da
enzima NAD(P)H, a quinona redutase (QR) e indugdo dos elementos de resposta
antioxidante, os quais participam do processo de destoxificagdo (KINGHORN et al.,
2004; PEZZUTO et al., 2005).

Para o estagio de promogao da carcinogénese podem ser empregados ensaios
in vitro de inibicdo das enzimas ciclooxigenase-1 e -2 e ensaios em cultura de células,
a saber, inibigcao de atividade das enzimas ornitina descarboxilase e de NF-kB. Para
o estagio de progressao podem ser empregados 0s ensaios in vitro de inibicdo da
aromatase e, em cultura de células, de inibicdo de NF-kB, citado anteriormente
(KINGHORN et al., 2004; PEZZUTO et al., 2005).

A avaliagédo do potencial quimiopreventivo também engloba os ensaios de
citotoxicidade em cultura de células tumorais, os quais os resultados sdo analisados
em conjunto com os ensaios de quimiopreveng¢ao supracitados (KINGHORN et al.,

2003). Isto em razado de que os agentes quimiopreventivos de cancer devem ser
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capazes de atuar de forma especifica na inibicdo ou inducdo das vias/enzimas alvo
dos ensaios, sem, no entanto, inibir o crescimento das linhagens tumorais de forma
inespecifica (SPORN, 1991; KELLOFF et al., 1994; SPORN; SUH, 2000).

De acordo com Newman e Cragg (2020), de todas as drogas aprovadas como
medicamentos de 1981 a 2019, 18,9% sao derivados de produtos naturais, 11,5% sao
imitagdes de produtos naturais e 3,8% sao produtos naturais inalterados. Em relagéo
aos medicamentos anticancerigenos, 81% compreendem medicamentos de imitagao
a produtos naturais, 43% dos medicamentos sao derivados de produtos naturais, 18%

produtos naturais inalterados.

2.4. Estudo de estabilidade acelerado

O objetivo de um estudo de estabilidade acelerado é sujeitar o produto a
condi¢bes de armazenamento mais criticas, de modo a induzir potenciais reagdes e
interacbes em um menor intervalo de tempo. Para tanto, o armazenamento do produto
€ realizado em temperaturas mais elevadas do que o armazenamento esperado no
mercado (BRASIL, 2024).

Os estudos de estabilidade acelerados sao realizados para determinar a taxa
de degradacao obtida com o aumento da temperatura. Em geral, a taxa de uma reagao
quimica dobra com o aumento de aproximadamente 10°C de temperatura. No entanto,
em alguns casos, a degradacédo pode triplicar ou mesmo ser menor que o dobro
(BRASIL, 2024).

Partindo de um pressuposto de média de temperatura ambiente de 30°C, o
armazenamento das amostras neste estudo acelerado foi de 40°C e umidade relativa
do ar de 75%.

Segundo o Guia de Validade de alimentos da ANVISA, ao obter resultados
satisfatérios no estudo de estabilidade acelerado, isto €, que o produto cumpra o que
Ihe é determinado com segurancga e qualidade asseguradas, é possivel pleitear a
validade com o dobro do tempo do estudo realizado, visto que sera armazenado em
temperatura ambiente, até que o estudo de estabilidade completo do produto —

durante todo o prazo de validade pré-determinado seja apresentado (BRASIL, 2024).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante, anti-inflamatdria e quimiopreventiva de cancer
de infusbes dos frutos de Rubus idaeus e Rubus fruticosus combinados e em
monodroga, bem como a equalidade quimica e bioldgica das infusdes ao submeter
suas drogas vegetais a estabilidade acelerada, a fim de avaliar o tempo seguro de

armazenamento e validade das drogas secas para o preparo dos chas.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a composigao centesimal dos frutos secos;

e Prepararasinfusdes de R. idaeus e R. fruticosus em monodroga e combinadas;

e Avaliar o conteudo de antocianinas, polifendis, taninos e flavondides das
infusdes de R. idaeus e R. fruticosus em monodroga e combinadas;

e Quantificar compostos fendlicos e flavonoides das infusées de R. idaeus e R.
fruticosus em monodroga e combinadas por HPLC,;

e Avaliar o potencial antioxidante das infusbes de R. idaeus e R. fruticosus em
monodroga e combinadas por DPPH, ABTS e FRAP;

e Avaliar a citotoxicidade infusbes de R. idaeus e R. fruticosus em monodroga e
combinadas;

e Avaliar a atividade antioxidante das infusées de R. idaeus e R. fruticosus em
monodroga e combinadas in vitro;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria das infusbes de R. idaeus e R. fruticosus
em monodroga e combinadas in vitro;

e Avaliar a atividade quimiopreventiva de cancer das infusdes de R. idaeus e R.
fruticosus em monodroga e combinadas in vitro;

e Auvaliar a estabilidade de compostos fendlicos e flavondides das infusdes de R.
idaeus e R. fruticosus em monodroga e combinadas por HPLC apds submeter
as drogas a incubagao no modelo de estabilidade acelerada;

e Avaliar a seguranca microbiolégica das infusbes apds submeter as drogas a
incubagao no modelo de estabilidade acelerada;

e Avaliar as caracteristicas sensoriais das amostras durante estabilidade.
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5. CAPITULOS
5.1. CAPITULO |

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE e ANTI-INFLAMATORIA DA INFUSAO DE Rubus
idaeus e Rubus fruticosus EM MONODROGA E COMBINADAS

RESUMO

Rubus fruticosus e Rubus idaeus sado espécies cujos frutos, amora-preta e a
framboesa, respectivamente, possuem notaveis propriedades bioativas. Essas frutas
sdo amplamente consumidas na forma de chas, frequentemente comercializados
como “cha de frutas vermelhas” e promovidos com alegagcbes de alto potencial
antioxidante. No entanto, a maioria dos estudos que comprovam suas atividades
bioativas se baseiam no uso das folhas como monodrogas. Este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antioxidante, anti-inflamatéria e quimiopreventiva de
cancer de infusbes dos frutos de R. idaeus e R. fruticosus, tanto isoladamente
(monodrogas) quanto em combinagdes. Os frutos congelados foram adquiridos de
fornecedor qualificado e submetidos a secagem nos tempos 24, 48 e 96 horas sendo
avaliados parametros de umidade relativa, atividade antioxidante (DPPH) e teor de
antocianinas para definir o tempo de secagem ideal para os experimentos. Apos essa
etapa, foi determinada a composicao centesimal dos frutos secos e entao preparadas
as infusdes na concentragao de 13,33 mg/mL com tempo de infusdo de 5 minutos.
Foram testadas infusdes individuais de R. ideaus e R. fruticosus como monodrogas e
trés combinacbes dessas. As analises quimicas incluiram a determinagao total de
antocinaninas, flavonoides, polifendis e taninos por métodos espectrofotométricos. A
determinacdo de compostos fendlicos e flavonoides também foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A capacidade antioxidante foi avaliada
por ensaios quimicos pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP. Além disso, a atividade
bioldgica foi investigada in vitro por meio de ensaios de citotoxicidade, reducao de
oxido nitrico e anion superoxido, reducao de citocinas inflamatérias, efeito protetor
contra peroxido de hidrogénio e inducdo de quinona redutase. Os resultados
indicaram que todas as infusbes apresentaram atividades antioxidante e anti-
inflamatdria, com efeitos mais expressivos para as monodrogas em determinados
parametros, como a R. ideaus, que apresentou maior inibicdo do anion superoxido,
enquanto R. fruticosus foi a uUnica amostra a apresentar efeito protetivo contra
peréxido de hidrogénio. Foi observado maiores atividades anti-inflamatérias também
para as infusbes de espécies isoladas, a saber, Rubus fruticosus sendo capaz de
reduzir a expressao de citocinas IL-1 em 43% e R. ideaus como a amostra que mais
reduziu 6xido nitrico. Os achados deste estudo reforcam o potencial bioativo das
infusbes de R. idaeus e R. fruticosus, especialmente na modulacdo do estresse
oxidativo e da inflamagao, sendo mais ativas as suas infusbes como monodrogas. A
relevancia dos efeitos observados, particularmente para as monodrogas, sugere a
necessidade de estudos adicionais para explorar sua aplicabilidade terapéutica,
incluindo investigagdes em modelos in vivo e ensaios clinicos. Além disso,
considerando o uso popular dessas infusbes e seu potencial funcional, pesquisas
futuras poderiam avaliar a inclusdo destas espécies na Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, bem como avaliar biodisponibilidade dos compostos
bioativos e a estabilidade dessas substancias a longo prazo e durante o
processamento industrial.
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PALAVRAS-CHAVES: Rubus ideaus, Rubus fruticosus, antioxidante, anti-

inflamatdrio, quimioprevencgao.

ABSTRACT

Rubus fruticosus and Rubus idaeus are species whose fruits, blackberry and
raspberry, respectively, have remarkable bioactive properties. These fruits are widely
consumed in the form of infusions, often marketed in Brazil as “red fruit tea” and
promoted with claims of high antioxidant potential. However, most studies that prove
their bioactive activities are based on the use of the leaves as monodrugs. This study
aimed to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory and cancer chemopreventive
activity of infusions of R. idaeus and R. fruticosus, both alone (monodrugs) and in
combinations. The samples were purchased from a qualified supplier and moisture,
antioxidant (DPPH) and anthocyanin content analyses were performed to define the
ideal drying time for the experiments (24, 48 and 96h). After this step, the centesimal
composition of the dried fruits was determined and then infusions were prepared at a
concentration of 13.33 mg/mL with an infusion time of 5 minutes. Individual infusions
of R. ideaus and R. fruticosus were tested as monodrugs and three combinations of
these. Chemical analyses included the determination of total anthocynins, flavonoids,
polyphenols and tannins by spectrophotometric methods. The determination of
phenolic compounds and flavonoids was also performed by High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC). The antioxidant capacity was evaluated by chemical assays
using the ABTS, DPPH and FRAP methods. In addition, biological activity was
investigated in vitro by means of cytotoxicity, reduction of nitric oxide and superoxide
anion, reduction of inflammatory cytokines, protective effect against hydrogen peroxide
and induction of quinone reductase. The results indicated that all infusions presented
antioxidant and anti-inflammatory activities, with more expressive effects for the
monodrugs in certain parameters, such as R. ideaus, which presented greater
inhibition of superoxide anion, while R. fruticosus was the only sample to present a
protective effect against hydrogen peroxide. Greater anti-inflammatory activities were
also observed for the infusions of isolated species, namely, Rubus fruticosus being
able to reduce the expression of IL-1 cytokines by 43% and R. ideaus as the sample
that most reduced nitric oxide. The findings of this study reinforce the bioactive
potential of infusions of R. idaeus and R. fruticosus, especially in the modulation of
oxidative stress and inflammation, with their infusions being more active as
monodrugs. The relevance of the observed effects, particularly for monodrugs,
suggests the need for further studies to explore their therapeutic applicability, including
investigations in vivo models and clinical trials. Furthermore, considering the popular
use of these infusions and their functional potential, future research could evaluate the
inclusion of these species in the National Policy for Medicinal Plants and
Phytotherapeutics, as well as assess the bioavailability of bioactive compounds and
the stability of these substances in the long term and during industrial processing.

KEYWORDS: Rubus ideaus, Rubus fruticosus, antioxidant, anti-inflammatory,

chemoprevention.
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5.1.1. MATERIAIS E METODOS

5.1.1.1. Desenho do capitulo |

Trata-se de um estudo experimental in vitro em cultura celular para avaliagéo de
atividade antioxidante e anti-inflamatéria de infusbes de Rubus idaeus e Rubus
fruticosus em monodroga e combinadas submetidos ao delineamento simplex
centroide (CORNELL, 2002) (Tabela 5 e Figura 3).

Tabela 5. Amostras pelo delineamento simplex-centroide

Rubus idaeus Rubus fruticosus
AMOSTRAI (1) 100% -
AMOSTRA II (F) - 100%
AMOSTRA IlI (FI) 50% 50%
AMOSTRA IV (F713) 30% 70%
AMOSTRAV (F317) 70% 30%

| F317 FIl — F7I3—.

Figura 3. Delineamento simplex-centroide

Foram preparadas cinco amostras, sendo elas: extrato aquoso obtido por infusao
de R. idaeus a 13,33 mg/mL (l); extrato aquoso obtido por infusdo de R. fruticosus a
13,33 mg/mL (F); extrato aquoso obtido por infusdo de R. idaeus e R. fruticosus a
13,33 mg/mL na proporc¢éao 1:1 (Fl); extrato aquoso obtido por infusdo de R. fruticosus
e R. idaeus a 13,33 mg/mL na proporgao 7:3, respectivamente (F713); extrato aquoso
obtido por infusdo de R. fruticosus e R. idaeus a 13,33 mg/mL na proporgao 3:7,
respectivamente (F317) (Tabela 5).

A partir da obtengdo das amostras descritas, foram realizados ensaios quimicos
de determinacgao de flavonoides, polifendis, taninos, compostos fendlicos, composicao
centesimal, atividade antioxidante e ensaios e cultura de células conforme o desenho

do estudo (Figura 4).
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Figura 4. Desenho do capitulo |

5.1.1.2. Material vegetal

5.1.1.2.1. Aquisigao

O material vegetal de R. fruticosus e R. idaeus foi adquirido in natura, submetido a
técnica de conservacao de congelamento, da empresa Demarchi®, identificados e

documentados através de laudos de controle de qualidade (material suplementar 1).

5.1.1.2.2. Secagem

O material foi seco em estufa com circulacédo de ar a 60 °C de acordo com Silva e
colaboradores (2021) por 24 horas. Para determinar o tempo de secagem, foram
realizadas analises de determinacdo de umidade conforme procedimento de
determinacado de agua em drogas vegetais da Farmacopéia Brasileira pelo método
gravimétrico (BRASIL, 2019), atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical livre DPPH conforme Scherer e Godoy (2009) e quantificagdo de antocianinas
pelo método de diferenga de pH de acordo com Giusti e Wrolstad (2001) em trés

tempos de secagens diferentes, 24 horas, 48 horas e 96 horas.
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Para a determinagdo de umidade foi utilizada a droga vegetal in natura congelada.
Apos as amostras secarem, foram utilizadas para a determinagdo de antocianinas
como extrato aquoso a frio a 13,33 mg/mL e para os ensaios de DPPH foram

realizados os chas das drogas vegetais a 13,33 mg/mL.

5.1.1.2.3. Preparo dos infusos

As amostras foram preparadas na proporg¢ao de 2 gramas dos frutos secos para
150 mL de agua por infusdo de 5 minutos, recomendacdo média indicada pelo
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira para infusdes de frutos
(BRASIL, 2021), resultando em uma concentragao de 13,33 mg/mL.

Foram feitas as infusbes de R. fruticosus e R. idaeus na concentracdo de 13,33
mg/mL, e posteriormente realizada as dilui¢des para a aquisi¢ao das demais amostras
e aliquotadas em microtubos de 4 mL, obtendo em cada frasco: No frasco da amostra
‘I, 100% de R. idaeus e 0% R. fruticosus, no frasco da amostra “F” 100% de R.
fruticosus e 0% de R. idaeus, no frasco da amostra “FI” 50% de R. idaeus e 50% de
R. fruticosus, no frasco da amostra “F317” 70% de R. idaeus e 30% de R. fruticosus e
no frasco da amostra “F713” 70% de R. fruticosus e 30% de R. idaeus.

As aliquotas foram armazenadas em freezer a -80°C até a realizagdo dos
experimentos de antocianinas, polifendis, taninos, flavondides e atividade antioxidante
DPPH, FRAP e ABTS. Para os experimentos em cultura de células e cromatografia
liquida foram realizadas infusbes novas no momento antes das analises. Todas as

infusdes foram realizadas com o0 mesmo lote das drogas vegetais.

5.1.1.3. Composicao centesimal

5.1.1.3.1. Umidade

A determinacado de umidade foi realizada de acordo com metodologia de analise
de drogas vegetais da 62 edigdo da Farmacopéia Brasileira, de acordo com o método
gravimétrico, em que as amostras foram reduzidas por corte de forma a limitar a
dimenséo a aproximadamente 3 mm de espessura, pesado em torno de 2 gramas e
transferidas para pesa-filtro previamente pesado e dessecado nas mesmas condigdes
da amostra, durante 30 minutos. Foi transferido para estufa de ventilagao forcada a
105°C por cinco horas até peso constante. Foi calculado a porcentagem de agua em
relacdo a droga umida ao ar (BRASIL, 2019). Este ensaio foi realizado em triplicata
das amostras recebidas (frutos in natura congelados) de R. idaeus e R. fruticosus.
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5.1.1.3.2. Cinzas

A determinacao de cinzas totais foi realizada de acordo com metodologia de
analise de drogas vegetais da 62 edicdo da Farmacopéia Brasileira, em que foram
pesadas cerca de 3 g da amostra seca e incinerado aumentando a temperatura
gradativamente até no maximo 600 x 50°C, sendo 30 minutos a 200 °C, 60 minutos a
400 °C e 90 minutos a 600 °C, até que todo carvao foi eliminado. Ao término do ensaio,
as amostras foram colocadas no dessecador e pesadas e o calculo foi realizada em
porcentagem de cinzas em relagdo a droga seca (BRASIL, 2019). Este ensaio foi

realizado em triplicata das amostras secas de R. idaeus e R. fruticosus.

5.1.1.3.3. Lipidios

A determinacéo de lipidios foi realizada pelo método de extragéo direta em Soxhlet
de acordo com método padronizado da Associacao Oficial de Quimica Analitica, com
adaptacdes. Foram pesadas cerca de 2 g das amostras secas em cartucho de Soxhlet
e transferidas para o aparelho extrator tipo Soxhlet. Foram acoplados copos do
extrator dessecados a 105°C e tarados, adicionado hexano e foi mantido sob
aquecimento por cerca de 8 horas ou até secar o hexano e a gordura se tornar visivel
no copo. O copo foi retirado e resfriado em dessecador, pesado e foi realizado o
calculo conforme Equagao 1 (AOAC, 1995). Este ensaio foi realizado em triplicata das

amostras secas de R. idaeus e R. fruticosus.

Equacao 1. Calculo de lipidios ou extrato etéreo

» my 100X N
Lipideos (% E) i —

Onde: N= Peso de lipidios presentes no copo (diferenca do peso do copo final e inicial); P =
peso da amostra em gramas.

5.1.1.3.4. Proteinas

A determinagao de proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1995)
modificado de acordo com Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). As amostras foram
pesadas cerca de 1 g cada e transferidas para o tubo do digestor, onde foi adicionado
25 mL de acido sulfurico e 6 g de mistura catalitica para a digestao, que levou cerca
de 12 horas em aquecimento constante, até se tornar uma solugdo azul-esverdeada

e livre de material ndo digerido. Apos esfriado, cada tubo foi transferido para o
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destilador. Foi adicionado 25 mL de solu¢cdo de acido bdrico 0,033M em frasco
Erlenmeyer com 4 gotas de indicador vermelho de metila 1% e acoplado ao destilador.
Foi adicionado cerca de 25 mL de solugao de hidréxido de sodio 30% no destilador,
acionado a ebuli¢do e aberto a valvula de vazao do hidroxido de sédio 30% até que o
liquido ficasse preto, momento em que a ebulicdo do destilador era desligada, retirado
o destilado no frasco Erlenmeyer e levado diretamente para titulagdo manual usando
acido cloridrico 0,1 M como titulante e indicador vermelho de metila 1%. O teor de
proteinas foi calculado conforme Equagao 2. Este ensaio foi realizado em triplicata

das amostras secas de R. idaeus e R. fruticosus.

Equacao 2. Calculo de proteinas pelo método Kjeldahl modificado

m Vx0,14 X fc X
Protideos (% E) = P f f

Onde: V= volume de acido cloridrico 0,1 M gasto na titulagao; fc = fator de correg¢édo do acido
cloridrico (1,103); f= fator de conversao para o tipo de amostra (6,25); P = peso da amostra
em gramas.

5.1.1.3.5. Carboidratos

A determinacdo de carboidratos foi realizada pelo método de diferenca entre 100
e a soma do conteudo de proteinas, lipidios, umidade e cinzas, de acordo com a
Associacgao Oficial de Quimica Analitica (AOAC, 1995).

5.1.1.4. Flavonoides totais roxos: Antocianinas

A determinacao do total de antocianinas monomeéricas foi realizada pelo método
de diferenca de pH e mensurada por espectrofotometria UV-Visivel de acordo com
Giusti e Wrolstad (2001). As amostras foram diluidas 10 vezes para estar dentro do
intervalo linear do espectrofotémetro. As diluicbes foram feitas em tampao de cloreto
de potassio 0,025M pH 1,0 e tampé&o de acetato de sédio 0,4M pH 4,5. Esperou-se 40
minutos para a extragao das antocianinas e inicio das leituras, que foram realizadas a
520nm e 700nm por espectrofotbmetro UV/Vis (Tecnal®, Metash, China). Foi
realizado o calculo de diferenga das absorbancias encontradas (Equagao 3) e entao
calculado o conteudo total de antocianinas (Equagao 4). Foi considerado o teor do
pigmento como cianidina-3-glicosideo, visto que € a principal forma de antocianina

encontrada em frutos amora e framboesa (Mota, 2006). Este ensaio foi realizado em
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triplicata (n=3) das amostras secas de R. idaeus e R. fruticosus e das infusbes F, |, FI,
F317 e F713.

Equacao 3. Calculo de diferenca de absorbancia para teor de antocianinas

A = (A520nm — A700nm) pH 1.0 — (A520nm — A700nm) pH 4.5

Onde: A= absorbancia.

Equacao 4. Calculo do conteldo total de antocianinas

.. mg. AXMW xDF x1000
Antocianina (T) =

€

Onde: A= diferenca das absorbancias resultadas pela equacado 1; MW= Peso molecular da
cianidina-3-glicosideo (449,2 g/mol); DF= Fator de diluicdo da amostra (10); ¢ = Coeficiente

de extingdo molar da cianidina-3-glicosideo (26900 L/mol.cm).

5.1.1.5. Polifendis totais

A analise do teor de polifendis totais e taninos totais dos infusos das monodrogas
e combinacdes foi realizada conforme metodologia da Farmacopéia Brasileira para
Phyllanthus niruri L., modificada por Krepsky e colaboradores (2012). Em microplaca
de 96 pocos e lidos por espectrofotdmetro de microplacas Multiskan SkyHigh UV/Vis
(thermoscientific®, Estados Unidos), foram adicionados 25ul de amostra, 10l de folin-
ciocalteu 10% e 215ul de carbonato de sodio 10,6% (p/v), foi esperado 3 minutos e
realizado a leitura em 715 nm. O resultado foi calculado baseado na curva padrao de
polifendis, realizada com acido galico (BRASIL, 2024). Este ensaio foi realizado em
triplicata (n=3) das infusdes F, |, FI, F3I7 e F7I3.

5.1.1.6. Taninos totais

Para a quantificacdo de taninos totais foi empregada a mesma metodologia de
polifendis, mas com a adicao de 5 mg de polivinilpirrolidona (PVPP) junto com as
amostras para adsorgéo dos taninos e consequentemente sua precipitacdo. Apos este
passo, foi seguida a mesma metodologia de polifendis, conforme Farmacopéia
Brasileira para Phyllanthus niruri L., modificada por Krepsky e colaboradores (2012).
O resultado calculado corresponde a diferenga da absorbancia dos polifendis totais e
nao precipitados. Para confirmagao de taninos, foi realizada nova curva de calibragao
com acido tanico. Foi lido por espectrofotdbmetro de microplacas Multiskan SkyHigh
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UV/Vis (thermoscientific®, Estados Unidos). Este ensaio foi realizado em triplicata
(n=3) das infusbes F, I, FI, F317 e F713.

5.1.1.7. Flavonoides totais amarelos

A analise de teor de flavondides amarelos totais foi realizada de acordo com Xu e
Chang (2017) com modificagées. Em microplaca de 96 pogos foram adicionados 180
Ml de amostra, 15 pl de nitrito de sodio 2,5%, aguardou 6 minutos e foram adicionados
15 pl de cloreto de aluminio 10%. Apds 5 minutos foram adicionados 50 pl de hidroxido
de sodio 1M e foi realizado a leitura a 415 nm apds 10 minutos em espectrofotdmetro
de microplacas Multiskan SkyHigh UV/Vis (Thermoscientific®, Estados Unidos). O
resultado foi calculado baseado na curva padrdo de quercetina. Este ensaio foi

realizado em triplicata (n=3) das infusdes F, |, Fl, F3I7 e F7I13.

5.1.1.8. Teor de compostos fendlicos e flavonoides por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides nas infusées
foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada a
detectores Ultravioleta (UV) e de Matriz de Diodos (DAD). Os compostos fendlicos
analisados foram acido galico, acido ferulico, acido cinamico, acido clorogénico, acido
cafeico e taninos (representados pelo acido tanico), enquanto os flavonoides
analisados foram catequina e cianidina. Todos os padrdes utilizados para construcéo
das curvas analiticas e os reagentes de grau HPLC para a fase movel foram
adquiridos da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha).

Foram preparadas solucbes-mae de 10 mg/mL de cada padrado, diluidas em
metanol, e posteriormente utilizadas para a construgdo das curvas analiticas, cujas
concentragdes variaram de 10 a 500 pg/mL (n = 12 pontos). As amostras F, |, FI, F317
e F713 foram preparadas por infusdo a 13,33 mg/mL e filtradas em filiros PTFE
hidrofilico (didametro 13 mm, poro 0,45 uym, Analitica, China). Foram injetados 10 pL
de cada amostra por corrida no sistema HPLC-DAD, utilizando as mesmas condicbes
empregadas para a analise dos padrdes.

A separacao cromatografica foi realizada em sistema gradiente, utilizando como
fase movel agua acidificada com &cido trifluoroacético (TFA) 0,1% e acetonitrila,
sendo utilizado metanol para a limpeza entre as analises, conforme metodologia

descrita por Al-Taie et al. (2018), com modificagdes. Antes da inje¢cdo no sistema
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cromatografico, as fases moveis foram submetidas a ultrassonificagdo em banho
ultrassénico Elmasonic Easy 180H (Elma®, Portugal) por 30 minutos a 25°C, de
acordo com Al-Taie et al. (2018). O gradiente linear do solvente A foi acido
trifluoroacético (TFA) a 0,1% em agua deionizada programada de 0% A - 100% A por
10 minutos, enquanto solvente B foi um gradiente de acetonitrila programado de 0%
B - 100% B por 2 minutos, em seguida foi passado um gradiente dos solventes A e B
1:1 por 2 minutos, seguido para 60 segundos de corrida apenas com o solvente A e
por ultimo o gradiente C, metanol, por 1 minuto. A taxa de fluxo adotada foi de 1
mL/min e as corridas foram programadas a 280 nm para acidos fendlicos e 254nm
para flavonoides. As mesmas condi¢gdes de analise foram utilizadas tanto para as
amostras quanto para os padrdes, sendo realizadas trés inje¢cdes por vial. A
separacgao foi realizada em uma coluna de fase reversa Phenomenex C18 (100x4,6
mm D.l, tamanho de particula de 3 um) com 18 carbonos. A identificacdo dos
compostos foi feita com base nos espectros UV, considerando os limites de detecg¢ao
(LD), e a quantificagao foi realizada com base nas curvas analiticas e nos limites de
quantificacdo (LQ), conforme apresentado na Tabela 6.

As analises foram realizadas em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC)
Agilent 1260 Infinity Il (Agilent®, Estados Unidos) acoplado a um detector DAD. A
aquisicao e processamento dos dados cromatograficos foram realizados por meio do
software OpenLab (verséo 3.6).

Para a andlise estatistica, foi realizado calculo de regressao linear, calculando-se
a equacao da reta (curva analitica) e o coeficiente de determinacéo (r2), sendo
adotada a recomendacao do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) de coeficiente aceitavel >0,9 (Brasil, 2003), estabelecendo nivel de
confianga de 95%. Para garantir a confiabilidade da detecgéo e quantificagao atraveés
do método empregado, foram calculados os limites de quantificacdo (LQ) e deteccao
(LD) baseados em parametros da curva analitica e de regressao linear, sendo os
calculos de LD e LQ conforme equagoes 5 e 6, respectivamente (Aragao, Veloso,
Andrade, 2009). Todos os célculos deste método foram realizados no software

Microsoft Excel®.
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Tabela 6. Curvas analiticas, r?, limites de detecgéo e quantificagdo dos padrées.

Curva analitica

Padroes r LQ LD
(CLAE — UV/Vis)
Ac. Galico 0,9891 y = 30,327x - 25,742 7,824 pg/mL 2,582 pg/mL
Ac. Cafeico 0,9811 y = 30,327x - 25,742 79,729 pg/mL 26,310 pg/mL
Ac. Ferrulico 0,9862 y =4,0958x + 1,1239 10,847 pg/mL 3,579 pg/mL
Ac. Clorogénico 0,9799 y =0,7319x - 8,6262 67,179 pg/mL 22,169 pg/mL
Ac. Cinamico 0,9992 y = 5,3504x - 4,2707 11,378 pg/mL 3,754 pg/mL
Catequina 0,9881 y =0,561x + 3,568 78,318 pg/mL 25,845 pg/mL
Cianidina 0,9884 y = 3,7024x + 71,958 85,993 pg/mL 28,378 pg/mL
Ac. Tanico 0,9878 y = 0,6789x + 62,539 108,371 pg/mL 35,762 pg/mL

y:area de pico; x:concentragdo (ug mL), r2:.coeficiente de determinagao.

Equacao 5. Calculo do Limite de Quantificagéo (LQ)
LQ=10X%X (s +a)

Onde: s = estimativa do erro padrao do coeficiente linear da equacgao; a = coeficiente angular
da curva analitica.

Equacgéo 6. Calculo do Limite de Deteccao (LD)
LD =33 X (s+a)

Onde: s = estimativa do erro padrao do coeficiente linear da equacgao; a = coeficiente angular

da curva analitica.

5.1.1.9. Potencial antioxidante pela captura do radical DPPH

A determinagéo do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi
realizada pelo método estabelecido por Scherer e Godoy (2009). Foram adicionados
20 pl das infusdes a 13,33 mg/mL e 280 ul da solugdo de DPPH na concentragao de
40 pg/mL em metanol em microplaca de 96 pogos. Foi aguardado a reagéo por 60
minutos e lido a 517nm por espectrofotdmetro de microplacas Multiskan SkyHigh

UV/Vis (Thermoscientific®, Estados Unidos). Os resultados foram expressos em ICso
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(concentragdo que inibe 50% dos radicais livres), que foi calculado através da
equacao da reta obtida com diferentes concentragdes da amostra dentro da faixa de
linearidade da curva de calibragcdo. Foram realizados ensaios com as amostras F, |,
Fl, F3I7 e F713 em triplicata (n=3).

5.1.1.10. Potencial antioxidante pelo sequestro do radical ABTS

A determinagédo do sequestro do radical livre 2,2 -azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS) foi determinada pelos métodos colorimétricos do sequestro do
radical livre ABTS a 734 nm (Re et al., 1999, modificado). Foram adicionados 30 pl
das infusdes a 13,33 mg/mL e 270 pl da solugdo de ABTS em microplaca de 96 pogos.
Foi aguardado a reacao por 6 minutos e lido por espectrofotbmetro de microplacas
Multiskan SkyHigh UV/Vis (Thermoscientific®, Estados Unidos). Os resultados foram
expressos em ICso0 (concentragdo que inibe 50% dos radicais livres) e calculado
através da equacao da reta obtida com diferentes concentragdes da amostra dentro
da faixa de linearidade da curva de calibracdo. Foram realizados ensaios com as
amostras F, |, Fl, F3I7 e F713 em triplicata (n=3).

5.1.1.11. Potencial antioxidante pela reducao do ferro (FRAP)

A metodologia “Ferric Reducing Antioxidant Power” (FRAP) se baseia na
capacidade redutora do ion Fe3* para o ion Fe?*, baseada no método determinado por
Benzie et al. (1996) com modificagées. Esta reacdo ocasiona uma mudanga na
tonalidade da solugao reagente, passando de roxo claro para um roxo mais intenso
em um comprimento de onda a 595nm. Foram adicionados 30 ul das infusdes a 13,33
mg/mL e 270 pl da solugado de FRAP, que consiste na mistura dos reagentes tampao
de acetato de sédio 0,3M, TPTZ em HCI 40mM, cloreto férrico 20mM na proporcao de
10:1:1, respectivamente. O experimento reagiu por 10 minutos e foi realizada a leitura
por espectrofotdmetro de microplacas Multiskan SkyHigh UV/Vis (Thermoscientific®,
Estados Unidos). Os resultados foram expressos em ICso (concentragao que inibe
50% dos radicais livres), calculado através da equacgao da reta obtida com diferentes
concentragbes da amostra dentro da faixa de linearidade da curva de calibragéo.
Foram realizados ensaios com as amostras F, |, Fl, F3I7 e F713 em ftriplicata (n=3).

5.1.1.12. Atividades bioativas em cultura celular
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5.1.1.12.1. Citotoxicidade

Foi realizado ensaio de citotoxicidade celular pelo método colorimétrico MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]), que consiste na redugao
deste sal a cristais de formazana, ao entrar na mitocdndria celular e sofrer reducéo
pela enzima succinato desidrogenase, de coloragao azul. Foram utilizadas culturas de
células fibroblastos L929, macrofagos RAW 264.7 e J774A.1; As células foram
incubadas overnight na concentragdo de 70.000 células/mL, apés foram adicionadas
as amostras nas concentragdes de 13,33 mg/mL, 6,66 mg/mL, 3,33 mg/mL, 1,66
mg/mL e 0,83 mg/mL por 24h a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Apds, a cultura foi
incubada com o MTT por 2h. O excesso de MTT foi aspirado e os cristais de formazan
formados foram dissolvidos em 100 yL de DMSO (dimetilsulféxido). A absorbancia
proporcional ao numero de células viaveis foi medida em 595 nm usando um
espectrofotdbmetro de microplacas Multiskan SkyHigh UV/Vis (Thermoscientific®,
Estados Unidos). (Mosmann, 1983). Foram realizados ensaios com as amostras F, |,
Fl, F3I7 e F713 em triplicata (n=3).

5.1.1.12.2. Reducéo da producio de Oxido Nitrico (NO)

O ensaio de quantificacado de nitrito foi realizado com células RAW 264.7, em que
as células foram plaqueadas sob uma concentragdo de 5x10* a 6,5x10% células/mL e
incubadas por 24 h, sendo utilizado meio de cultura sem fenol. Ao atingirem 70% a
80% de confluéncia, foram adicionados os tratamentos e apds uma hora foram
estimuladas a inflamagao com lipopolissacarideo (LPS) a 1 ug/mL, ficando incubadas
sob exposicao ao LPS por 24 h. O sobrenadante celular foi entao retirado e realizado
a quantificagao de nitrito pela adigdo da solugao de Greiss (sulfanilamida 1% em acido
fosforico 5% e diidrocloreto de naftiletiienodiamina 0,1 % em agua na proporgéo de
1:1). Foi realizado uma curva padrédo de nitrito de sédio e usado citrato de L-NG-
monometil arginina (L-NMMA) como controle positivo. A quantificagdo ocorreu pela
leitura da placa no espectrofotdmetro de microplacas Multiskan SkyHigh UV/Vis
(Thermoscientific®, Estados Unidos) a 540nm (GUIDONI et al., 2023, MAIA et al.,
2010). Os resultados foram expressos em concentragdo de o6xido nitrico. Foram

realizados ensaios com as amostras F, |, Fl, F317 e F713 em triplicata (n=3).

5.1.1.12.3. Redugao do anion superoéxido (O2*)

52



O ensaio da avaliagdo da redugédo do anion superoxido (Oz¢) foi utilizado para
determinar o efeito das infusées sobre a inibicdo do radical superéxido em cultura de
macrofagos RAW 264.7 ativados por LPS conforme Choi e colaboradores (2006). As
células foram plagqueadas sob uma concentragdo de 5x10% a 6,5x10% células/mL e
incubadas por 24 h, sendo utilizado meio de cultura sem fenol. Ao atingirem 70% a
80% de confluéncia, foram adicionados os tratamentos e apdés uma hora foram
estimuladas a inflamagao com lipopolissacarideo (LPS) a 1 ug/mL, ficando incubadas
sob exposigcao ao LPS por 24 h. Foi removido o sobrenadante e adicionado cloreto de
nitroazul de tetrazolio (NBT) (1 mg/mL) e incubado por 2 h. Apos isso, as células
passaram pela lavagem com metanol, secagem e entdo os cristais de formazana
formados foram dissolvidos e a densidade 6ptica mensurada a 630 nm. Foi usado
espectrofotbmetro de microplacas Multiskan SkyHigh UV/Vis (Thermoscientific®,
Estados Unidos) (GUIDONI et al., 2023, CHOI, 2006). Os resultados foram expressos
em porcentagem de produgao de anion superoxido. Foram realizados ensaios com as
amostras F, |, Fl, F3I7 e F713 em triplicata (n=3).

5.1.1.12.4. Efeito protetor contra Peréxido de Hidrogénio (H202)

O efeito protetor das amostras contra o dano oxidativo causado pelo perdxido
de hidrogénio (H202) foi realizado em linhagens de fibroblastos L929 e macrofagos
RAW 264.7 de acordo com metodologia descrita por Lorengoni e colaboradores
(2021). O plaqueamento foi realizado a uma densidade de 7,0 x 10* células/pogo.
Apos 24 horas as células foram expostas a diferentes concentracbes da amostra
(13,33 mg/mL, 6,66 mg/mL, 3,33 mg/mL, 1,66 mg/mL e 0,83 mg/mL) e foi adicionado
H202 600 uM. Apds 24 horas de incubacédo, a viabilidade celular foi avaliada pelo
método colorimétrico MTT e resultados lidos por espectrofotdmetro de microplacas
Multiskan SkyHigh UV/Vis (Thermoscientific®, Estados Unidos). Foram realizados
ensaios com as amostras F, |, FIl, F317 e F713. Os experimentos foram realizados em
triplicata (n = 3) e os resultados foram expressos como média + DP de viabilidade

celular (%).

5.1.1.12.5. Reducao da producgao de Citocinas

A linhagem celular de macréfagos RAW 264.7 foi cultivada em microplacas de
96 pogos sob uma concentragéo de 5x10%a 6,5x10* e incubados até atingir de 70-80%
de confluéncia. Foram adicionados os tratamentos e apds uma hora foram
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estimuladas a inflamagao com lipopolissacarideo (LPS) a 1 ug/mL, ficando incubadas
sob exposi¢cdo ao LPS por 24 h. Foi removido o sobrenadante e destinado para
determinacao de citocinas IL-1 e IL-10 empregando o ensaio imunoenzimatico (ELISA
— do inglés “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”). A citocina foi detectada por
meio de anticorpos de captura, e anticorpos biotinilados e amplificados com
estreptoavidina-peroxidase de acordo com as instrugdes do fabricante (Thermo Fisher
Scientific®). Foi utilizado o substrato o-Phenylenediamine ou tetrametilbenzidina e a
reacao foi bloqueada com adig&o de acido sulfurico (H2SO4 1M) aos pogos. As leituras
foram feitas em espectrofotdbmetro de microplacas Multiskan SkyHigh UV/Vis
(Thermoscientific®, Estados Unidos) com filtro de 420 nm. A concentragcédo de cada
citocina foi determinada pela equacao da reta comparando-se as absorbancias das
concentracdes conhecidas da curva padrao para cada citocina com as absorbancias
obtidas nas amostras. Foram realizados ensaios com as amostras F, |, FI, F317 e F713.
Os experimentos foram realizados em duplicata (n = 2) e os resultados foram

expressos como média + DP.

5.1.1.12.6. Inducgao da Quinona Redutase (QR)

O ensaio de inducdo da quinona redutase foi realizado conforme Prochaska e
Santamaria (1988), com modificacbes de Gerhauser et al. (1997), utilizando a
linhagem de hepatoma de rato Hepailcic7. As células foram semeadas em duas
placas de 96 pocos, designadas como “Proteina” e “QR ensaio”, e incubadas por 24
horas. Apds a remogéo do meio inicial, adicionou-se 190 uL de novo meio de cultura,
seguido por 10 yL da amostra (0,4 mg/mL), da curva de diluigdo de 4’-bromoflavona
(50,0 uM a 0,4 puM) ou de DMSO a 10% (controle negativo). As placas foram incubadas
por 48 horas em estufa de CO,. Na placa “Proteina”, o meio foi substituido por 200 pL
de cristal violeta a 2% em etanol. Ap6és 10 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, o cristal violeta foi removido, e a placa foi lavada e seca. Em seguida,
adicionou-se 200 pL de SDS a 0,5% em etanol 50%, incubando sob agitagao por 5 a
10 minutos. A absorbancia foi medida a 595 nm, sendo o valor do controle negativo
ajustado para 1,0. Na placa “QR ensaio”, apés a remogao do meio, adicionou-se 50
ML de digitonina a 0,8% (exceto no branco) e incubou-se a 37 °C por 10 minutos. Apés
nova incubagao sob agitagdo, adicionou-se 200 pL de mistura enzimatica reacional e
a absorbancia foi lida a 595 nm por espectrofotdmetro de microplacas Multiskan

SkyHigh UV/Vis (Thermoscientific®, Estados Unidos), com o controle negativo
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ajustado para 0,4. Foram realizados ensaios com as amostras F, |, FI, F3I7 e F713. Os

experimentos foram realizados em duplicata (n = 2).

5.1.1.13. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(San Diego, CA, EUA 176) versdo 8.2.1. Os dados foram expressos como media +
erro padrdo da média (EPM) e/ou desvio padrao (DP). Variagdes estatisticas entre os
grupos foram determinadas usando a analise de variancia multifatorial (ANOVA) de
uma via seguidas de teste post hoc de Turkey. Para comparagdes de duas médias foi
utilizado teste t. Foram considerados significativos valores p <0,05 com intervalo de

confianca estabelecido em 95%.
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5.1.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.2.1. Determinagao do tempo de secagem

Estudos prévios sobre técnicas de secagem de frutas indicam que a temperatura
de 60 °C promove maior preservacao da atividade antioxidante e mantém teores mais
elevados de antocianinas nos frutos (SILVA et al., 2021). Vimercati et al. (2019)
observaram que temperaturas mais altas, de 75 °C, promoveu maior degradacao de
antocianinas, sendo um risco a atividade antioxidante, enquanto a temperatura de
60°C apresentou menor degradagdo de antocianinas. Com base nesses achados,
essa temperatura foi selecionada para o presente trabalho.

Para determinar o melhor tempo de secagem, foram realizados ensaios para
avaliar a umidade, a atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH e o
conteudo de antocianinas em amostras submetidas a trés periodos de secagem (24h,
48h e 96h) a 60 °C.

Os resultados obtidos, conforme apresentados na Tabela 7, mostraram que a
atividade antioxidante, medida pelo método DPPH, n&o apresentou diferenca
significativa entre os tempos de secagem para nenhuma das amostras analisadas.
Isso sugere que, independentemente do tempo de secagem, as propriedades
antioxidantes das amostras de R. idaeus e R. fruticosus foram preservadas de
maneira semelhante, o que é consistente com Madrau e colaboradores (2009), que
indicam que com o aumento da temperatura ha formacgao de compostos fendlicos, que
influenciam a manter ou até mesmo potencializar a atividade antioxidante (MADRAU
et al., 2009).

Para a andlise do teor de antocianinas, foi observada uma redugdo com o
aumento do tempo de secagem. No tratamento F, o teor de antocianinas foi de 0,84
mg (24h) para 0,59 mg (96h), sendo essa diferenga estatisticamente significativa. No
tratamento |, a reducao foi maior, com um decréscimo de 0,55 mg para 0,33 mg ao
longo do periodo avaliado. Estes resultados vao de encontro aos encontrados por
Huarancca-Huarcaya e colaboradores (2022), que observaram a degradagao das
antocianinas com a exposi¢ao a temperatura de 60 °C (HUARANCCA-HUARCAYA et
al., 2022).

Quanto a analise de umidade, foi observada diminuicdo significativa nas
amostras de R. fruticosus (F) apos 96 horas de secagem, com redugéo de 15% para
10,16%, enquanto para R. idaeus (l) ndo apresentou diferencas significativas entre os

diferentes tempos de secagem. Isso sugere que, embora o aumento do tempo de
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secagem resulte em maior perda de agua, esse efeito pode ser mais pronunciado em
algumas frutas do que em outras, dependendo da sua composi¢ao e estrutura celular,
(EGEA, LOBATO, 2014).

Diante disso, foi descartada a opgdo de secagem no tempo de 96 horas pelo
significativo decréscimo do teor de antocianinas. Entre os tempos de 24h e 48h, ndo
foram observadas nenhuma diferenca significativa, portanto foi escolhido o tempo de
secagem de 24 horas em razdo do melhor custo-beneficio, visto que reduz
consideravelmente o uso da estufa, energia e otimiza uma futura transposicédo em

escala.

Tabela 7. Efeito do tempo de secagem na atividade antioxidante (DPPH), teor de antocianinas
e umidade das drogas vegetais de R. fruticosus e R. idaeus

DPPH Antocianinas Umidade (%)
ICs0 (mg/mL) (mg/100mL)

F 24h 10,53+2,512 0,84+0,182 15,00+2,862
F 48h 10,29+0,842 0,73+0,542 13,56+0,462
F 96h 9,23+1,972 0,59+0,32° 10,16+0,09°
| 24h 15,17+3,53 0,55+0,23 12,57+0,33»
| 48h 14,48+2 727 0,50+0,78% 13,56+0,46%
| 96h 14,63+3,85" 0,33+0,66° 10,16+0,09*

Dados expressos em média + desvio padréo para as amostras de R. fruticosus (F) e R. idaeus (1)
submetidas a secagem por 24h, 48h e 96h. Letras diferentes em cada coluna indicam diferencgas
estatisticas significativas (p < 0,5) de acordo com anadlise de comparagdo de média realizada por
ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey. Letras minusculas indicam diferengas significativas
entre os tempos (24h, 48h e 96h) para R. fruticosus (F) na mesma coluna. Letras maiusculas indicam
diferencgas significativas durante os tempos (24h, 48h e 96h) para R. idaeus (I) na mesma coluna.

5.1.2.2. Composicao centesimal

A composicao centesimal dos frutos secos de R. idaeus e R. fruticosus foi
analisada quanto ao conteudo de umidade, cinzas, proteinas e lipidios, sendo o
conteudo de carboidratos determinado por diferenca.

Os resultados indicaram que nao houve diferenca estatistica significativa entre as
amostras para umidade, lipidios e proteinas, sugerindo que esses parametros estao
presentes em proporcoes semelhantes nos frutos secos de R. idaeus e R. fruticosus
(Tabela 8). Entretanto, diferengas significativas foram observadas para os conteudos
de cinzas e carboidratos. A R. idaeus apresentou um teor de cinzas significativamente
maior (3,02%) em comparacao com a R. fruticosus (2,56%), indicando uma maior
concentragcédo de minerais. Por outro lado, o teor de carboidratos foi superior na amora
(73,94%) em relagéo a framboesa (69,14%), evidenciando uma diferenga significativa
entre as espécies analisadas;
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Hirsch e colaboradores (2012) investigou a composi¢céo centesimal de diferentes
frutos do género Rubus de diversos cultivares e encontrou resultados semelhantes
para todos, assim como no presente estudo, onde apenas o0s parametros de
carboidratos e cinzas foram divergentes entre as espécies de Rubus sp. estudadas.

Os ensaios de composig¢ao centesimal do presente estudo foram realizados com
os frutos secos em virtude de serem matéria-prima das infusdes, diferente do que é
realizado em estudos deste cunho para frutos, em que os experimentos sao realizados
a partir do fruto in natura (HIRSCH et al., 2012, SILVEIRA et al., 2023).

No presente estudo as amostras apresentam em torno de 15% de umidade,
enquanto nos estudos encontrados a média € de 90% de umidade (HIRSCH et al.,
2012, SILVEIRA et al., 2023). Aplicando um calculo proporcional, os resultados de
proteinas, lipidios e cinzas estdo similares aos obtidos por Hirsch e colaboradores
(2012) e Silveira e colaboradores (2023).

Em relagdo ao teor de carboidratos, ndo € possivel comparar entre os estudos
encontrados visto que na metodologia executada neste trabalho ndo houve
diferenciacao entre fibras alimentares e carboidratos, sendo incluido as fibras como

carboidratos ndo digeriveis, como s&o categorizadas por definigdo (AOAC, 1995).

Tabela 8. Composicao centesimal dos frutos secos de R. idaeus e R. fruticosus

Umidade (%) Cinzas (%) Lipidios (%)  Proteinas (%) Carboidratos (%)
F 15,00+2,862 3,02+0,032 1,98+0,322 10,84+1,32 69,14+1,81°
I 12,57+0,332 2,56+0,11° 1,64+0,13° 9,27+0,39° 73,94+0,782

Dados expressos em média + desvio padréo para as amostras de R. fruticosus (F) e R. idaeus (1)
nos diferentes ensaios de composi¢do centesimal. Letras iguais na mesma coluna representam que
nao houve diferencga significativa entre as amostras e letras diferentes na mesma coluna representam
significativas diferencas estatisticas (p < 0,5) de acordo com analise de comparacdo de média
realizada por ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey.

5.1.2.3. Antocianinas, polifendis, flavonodides e taninos

A analise do conteudo de antocianinas, polifendis totais, taninos e flavonoides foi
realizada por infusdo, a partir de R. idaeus, R. fruticosus e suas combinagdes em
diferentes proporgdes (Tabela 9).

Os resultados demonstraram que o teor de antocianinas foi significativamente
maior nos infusos de F (1,17 mg/100 mL), R. fruticosus pura, € na mistura de sua
maior concentragao F7I3 (1,47 mg/100 mLl), enquanto a R. idaeus apresentou o
menor conteudo (0,74 mg/100 mL). Qader e Yaman (2023) utilizaram o mesmo

método que o presente estudo para quantificar o teor total de antocianinas com base
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na cianidina-3-glicosideo e foi resultado em 7,73 mg/kg no extrato seco da amora.
Comparando-se o encontrado em um quilo do extrato seco (7,73 mg) e um litro da
infusdo obtida no presente estudo (11,7 mg), € observado que a infusdo contribuiu
para uma maior extracdo da cianidina-3-glicosideo, sugerindo que o método de
infusdo pode ser mais eficaz na extracido desses compostos bioativos comparados a
secagem do fruto.

Outra evidéncia que corrobora com esta afirmagao € a comparacéao entre o teor de
antocianinas da infusdo de R. fruticosus (1,17 mg/100mL) (Tabela 9) e o teor no fruto
de R. fruticosus submetido a secagem por 24 horas (0,84 mg/100mL) (Tabela 7). As
diluicdes utilizadas nos experimentos foram as mesmas, na concentragdo de 13,33
mg/mL, demonstrando que a infusdo de amora foi capaz de extrair um maior conteudo
de antocianinas em detrimento da diluicdo do seu fruto seco a frio. Essa diferencga
destaca a importancia da infusdo como uma forma eficiente de extragcdo de compostos
bioativos, como observado para as antocianinas, quando comparada ao fruto seco, o
que pode ser uma consideragao relevante ao utilizar esses compostos em tratamentos
terapéuticos ou funcionais.

Em relacdo aos polifendis totais, a R. fruticosus pura também apresentou os
maiores conteudos (90,89 mg/100 mL), seguida da mistura Fl (85,58 mg/100 mL) e
F317 (86,49 mg/100 mL). A R. idaeus apresentou um significativamente inferior (75,57
mg/100 mL) indicando que a R. fruticosus contribui para um maior potencial
antioxidante dos infusos. Apesar das suas similaridades, o teor de polifendis totais ja
foi descrito como divergentes entre as bagas amora e framboesa, sendo justificado
pelos fatores ambientais, incidéncia de luz, temperatura e praticas agrondmicas nas
etapas de cultivo e colheita (SKROVANKOVA et al., 2015).

Em relacdo aos taninos, foi observado diferencas significativas entre os
tratamentos de R. idaeus e R. fruticosus, ja com os infusos F (12,81 mg/100 mL), FI
(14,39 mg/100 mL), F317 (13,21 mg/100 mL) e F713 (12,24 mg/100 mL) foram
estatisticamente iguais entre si. A framboesa isolada apresentou um menor teor de
taninos (6,83 mg/100 mL), enquanto o teor encontrado na amora foi aproximadamente
duas vezes maior (12,81 mg/100 mL), sugerindo que a amora tem maior influéncia na
presenca desse composto bioativo.

Para os flavonoides, a R. fruticosus demonstrou o maior conteudo (29,41 mg/100
mL), enquanto a R. idaeus apresentou o menor (3,38 mg/100 mL). As misturas Fl,

F3I7 e F713 mostraram teores intermediarios, sendo que F713 teve um conteudo
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elevado (16,48 mg/100 mL), indicando que uma maior proporgao de amora na mistura

favorece a manutencao de flavonoides na infusao.

Tabela 9. Teores de Antocianinas, polifendis, taninos e flavonodides dos infusos de R. idaeus
e R. fruticosus como monodroga e combinados

Antocianinas Polifenois Taninos Flavonodides
(mg/100mL)
F 1,17+0,012 90,89+6,072 12,81+6,25°2 29,41+0,00°
I 0,74+0,00° 75,57+5,88° 6,83+13,22° 3,38+0,02¢
Fl 0,98+0,00° 85,58+3,23°¢ 14,39+4,76° 11,07+0,00°¢
F317 0,84+0,01¢ 86,49+11,72° 13,21+26,072 5,87+0,00%¢
F713 1,47+0,002 80,62+7,92¢ 12,24+10,172 16,48+0,04°

Dados expressos em média *+ desvio padrao para as infusdes R. fruticosus (F), R. idaeus () e suas
combinagées Fl, F317 e F713 quanto aos teores de antocianinas, polifendis, taninos e flavonoides.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,5) de acordo
com analise de comparagéo de média realizada por ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey.

5.1.2.4. Identificacao de flavondides e compostos fendlicos por HPLC

A analise por HPLC permitiu a identificacdo e quantificacdo de diferentes
compostos fenolicos e flavonoides presentes nos infusos de R. idaeus, R. fruticosus e
suas combinagdes (Tabela 10).

Os resultados indicam que o acido galico apresentou maiores concentragdes na
R. idaeus isolada (12,52 ug/mL), sendo este significativamente igual as combinacgbes
F317 (12,40 uyg/mL) e F713 (12,32 pg/mL), enquanto a R. fruticosus isolada apresentou
o menor teor (11,43 pg/mL).

Estudos anteriores quantificaram o acido galico em Rubus fruticosus (145,85
mg/100g) no fruto de amora moido em nitrogénio liquido e dissolvido em metanol
(JACQUES et al., 2014), bem como no extrato da polpa do fruto de Rubus ideaus,
apresentando concentragdo de 339,45 ug/g (WU et al.,, 2019). Esses resultados
confirmam a presenga e abundancia do acido galico nos frutos de R. ideaus e R.
fruticosus, corroborando dados previamente reportados na literatura.

O acido cafeico apresentou resultados abaixo dos limites de detec¢ao, o que pode
ser explicado pelo fato de o método de quantificacdo ser baseado na curva analitica,
uma ferramenta matematica continua. No entanto, ao serem calculados e aplicados
os limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) para a analise dos dados, verificou-
se que estavam abaixo dos valores considerados confiaveis, sendo, portanto,
considerados como néo detectados. Diferentemente deste estudo, o acido cafeico ja

foi encontrado no extrato metandlico do fruto de amora (JACQUES et al., 2014),
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sugerindo que sua nao detecgdo pode estar associada as especificagbes do método
empregado e ao tipo do extrato por infusdo, incomum para analise cromatografica.

Em contrapartida, o acido ferulico apresentou resultados entre os limites de
deteccao e quantificacdo para as infusdes F, | e Fl, enquanto para as infusées F3I7 e
F713 apresentou resultados abaixo do nivel de detecgdo, sendo considerado n&o
detectado nessas amostras. Esse composto ja foi quantificado no extrato metandlico
da amora (JACQUES et al., 2014), bem como no extrato metandlico da framboesa
(Lopez-Corona et al., 2022), corroborando sua presenga nos resultados analisados
(Tabela 10).

O &cido clorogénico apresentou sua maior concentragdo na infusdo de amora
isolada (373,64 ug/mL), seguida da combinagao cuja amora se apresenta em maior
concentragéo, F713 (331,32 ug/mL). Ja a R. ideaus isolada apresentou o menor
conteudo (158,08 pg/mL), sugerindo que a R. fruticosus pode ser a principal
responsavel pela presenga desse composto nos infusos.

Como encontrado nos presentes dados, resultados semelhantes foram
observados em estudos anteriores, nos quais o0 acido clorogénico ja foi detectado e
quantificado (0,084 mg/kg) no fruto de R. fruticosus liofilizado e ressuspendido em
metanol (QADER, YAMAN, 2023), bem como no extrato cetonico do fruto de R. ideaus
(SONG et al., 2020).

O &acido cindmico e a cianidina ndo foram detectados em nenhum dos
tratamentos pelo método utilizado. No entanto, a cianidina ja foi quantificada no fruto
de amora extraida com diferentes solventes, etanol-agua (7/3 v/v) e acetona-agua (7/3
v/v) (D’ANGELO et al, 2020). A presenca de antocianinas no extrato da framboesa
também foi quantificada em diferentes estudos (SONG et al., 2020; WU et al., 2019),
em especial a cianidina-3-glicosideo (SPARZAK et al., 2010).

Em relacéo a catequina, sua presenca nos frutos de R. fruticosus e R. ideaus ja foi
relatada em diferentes estudos (MANNINO et al.,2022; D’ANGELO et al, 2020; SONG
et al., 2020). No presente estudo, os resultados nao foram diferentes, sendo detectada
nas infusdes Fl e F713 e quantificada nas demais infusdes, apresentando sua maior
concentragado na R. fruticosus isolada (253,04 ug/mL), enquanto a R. ideaus isolada
teve um conteudo significativamente menor (104,54 pg/mL). Nas combinagdes, a
unica quantificada foi a F317, que resultou me uma concentragao intermediaria
comparada as infusées como monodrogas (83,04 ug/mL).

Por outro lado, o acido tanico apresentou maior conteudo na R. ideaus isolada

(553,67 ug/mL), sendo estatisticamente igual ao conteudo na combinagao de F3I7
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(542,34 uyg/mL), e o menor na R. fruticosus isolada (457,92 pg/mL), ficando com teores
intermediarios as combinagdes F713 (524,17 ug/mL) e Fl (525,12 ug/mL), que sao
estatisticamente iguais, demonstrando que dentre as espécies analisadas, a R. ideaus
€ a maior responsavel pela presenca do acido tanico.

A presencga de taninos na amora e framboesa foi confirmado por mais de dez
estudos experimentais diferentes conforme revisdo realizada por Skrovankova e
colaboradores (2015).

Outros compostos fenodlicos e flavonoides, como acido cumarico, elagico,
rutina, quercetina e kaempferol também foram encontrados nos frutos de amora e
framboesa (WU et al., 2019; SKROVANKOVA et al., 2015), contribuindo em conjunto

para as atividades bioativas encontradas.

Tabela 10. Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos e flavonéides por HPLC dos
infusos de R. idaeus e R. fruticosus como monodroga e combinados.

F [ Fl F317 F713
Ac. Galico 11,43+0,15° 12,52+0,102 12,10+0,21° 12,4+0,02° 12,32+0,092°
~(Mg/mL)
Ac. Cafeico ND ND ND ND ND
~(Mg/mL)
Ac. Fertlico D D D ND ND
(ug/mL)
Ac. 373,64+9,32 158,08+2,7¢ 220,68+0,27° 168,13+0,24° 331,32+3,02°
Clorogénico
(Mg/mL)
Ac. ND ND ND ND ND
Cinamico
(bg/mL)
Catequina 253,04+4,57% 104,54+0,85° D 83,04+0,59¢ D
(Mg/mL)
Cianidina ND ND ND ND ND
“(pg/mL)

Ac. Tanico 457,92+0,57¢ 553,67+4,372 525,12+1,85> 542,34+1,38%2 524,17+6,06°
(Mg/mL)

Dados expressos em média £ desvio padrao para as infusdes R. fruticosus (F), R. idaeus (l) e suas
compbinagbdes Fl, F317 e F713 quanto aos teores de flavonoides e compostos fendlicos por HPLC.
Letras diferentes em cada linha indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,5) de acordo com
analise de comparacao de média realizada por ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey. ND:
Nao detectado (ausente ou abaixo do limite de detecgdo do método aplicado); D: Detectado pois se
encontra abaixo do limite de quantificagdo do método aplicado.

5.1.2.5. Potencial antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante das infusdes de R. idaeus e R. fruticosus,
tanto isoladas quanto as combinadas, demonstrou variabilidade conforme os métodos
empregados: DPPH, ABTS e FRAP (Tabela 11).

62



Para o DPPH, as concentracdes de |Cso variaram de 8,90 mg (F713) a 10,72 mg
(I). A auséncia de diferenga estatistica significativa no método DPPH indica que
ambas as espécies, bem como suas combinagbes, possuem capacidades
semelhantes na neutralizag&o do radical livre DPPH (Tabela 11). Com isso, torna-se
aplicavel a substituicdo dos frutos de amora e framboesa no que tange a atividade
antioxidante, sendo viavel a sua mistura sem influenciar em seu poder antioxidante,
sendo uma alternativa para situagdes de escassez ou sazonalidade de uma das frutas.

A capacidade antioxidante pelo método de captura do radical ABTS apresentou
diferengas significativas entre os tratamentos (Tabela 11). A infusdo de R. idaeus
isolada (I), demonstrou menor eficiéncia na neutralizagao desse radical, com uma ICso
de 3,81 mg/mL. Em contrapartida, a combinacgao F3I7 (maior proporcao de R. idaeus)
demonstrou significativamente a melhor atividade antioxidante (ICso = 0,49 mg/mL),
sugerindo um possivel efeito sinérgico quando essa espécie é combinada com R.
fruticosus.

A R. fruticosus isolada apresentou um conteudo intermediario (1,3 mg). Esses
achados sugerem que a combinagao dessas infusdes pode potencializar a atividade
antioxidante, em consonancia com estudos que demonstram a interacdo entre
diferentes compostos bioativos na otimizacdo da eliminagdo de radicais livres
(BIANCHI, ANTUNES, 1999).

Um melhor desempenho na atividade antioxidante para a infusdo de R. fruticosus
(ICs0= 1,3 mg/mL), comparada com a R. ideaus (ICs0 = 3,81 mg/mL), ja era previsto,
em vista do maior conteudo de polifendis totais, flavonoides e antocianinas
encontrados na amora (Tabela 9). Skrovankova e colaboradores (2015) também
observou a relagcao entre a atividade de eliminacdo de radicais livres e o teor de
polifendis totais como determinantes para inferir a atividade antioxidante, qualificando
tal relacéao.

Adicionalmente, no método FRAP, que avalia a capacidade de redugao de ions
férricos, verificou-se que as infusdes isoladas de R. idaeus e R. fruticosus, bem como
as combinagdes F3I7 e Fl apresentaram atividade antioxidante significativamente
iguais, demonstrando mais atividade antioxidante que a combinacédo F713. Estudo
recente, como o de Pimentel et al. (2024 ), também demonstram variagdes na atividade
antioxidante dependendo do método utilizado, reforgando a importancia de empregar

multiplas abordagens para uma avaliagdo mais abrangente.
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Tabela 11. Atividade antioxidante por DPPH, ABTS e FRAP das infusbdes de R. idaeus e R.
fruticosus monodroga e combinados.

DPPH ABTS FRAP
ICs0 (mg/mL)
F 9,15+0,912 1,3+0,07% 2,94+1,572
I 10,72+0,492 3,81+0,312 1,28+0,25%°
Fl 9,88+0,292 2,2+0,61 1,155,24°
F317 10,67+0,332 0,49+0,16° 1,66+4,49%
F713 8,90+0,44 1,6+0,51% 1,44+1,33°

Dados expressos em média + desvio padrao para as infusdes R. fruticosus (F), R. idaeus (l) e suas
compbinagdes Fl, F317 e F713 quanto aos ensaios antioxidantes. Letras diferentes em cada coluna
indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,5) de acordo com analise de comparagao de
média realizada por ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey.

5.1.2.6. Atividade bioativa em cultura celular
5.1.2.6.1. Avaliagao da Citotoxicidade

As infusdes de R. idaeus e R. fruticosus (F, |, Fl, F317 e F713) foram testadas
guanto a citotoxicidade em diferentes concentra¢ées (13,33 mg/mL, 6,66 mg/mL, 3,33
mg/mL, 1,66 mg/mL e 0,83 mg/mL) utilizando trés linhagens celulares: fibroblastos
L929, macrofagos RAW 264.7 e J774A.1. Os resultados indicaram auséncia de
citotoxicidade em todas as concentragdes avaliadas nas linhagens celulares testadas.
Dessa forma, as infusbes de R. idaeus e R. fruticosus demonstram perfil de seguranca
celular, sugerindo seu potencial para aplicagées terapéuticas sem risco de toxicidade

para essas células.

5.1.2.6.2. Reducio da produgio de Oxido Nitrico (NO)

O ensaio de avaliagao do 6xido nitrico (NO) foi relacionado a sua influéncia em
varias reagdes organicas envolvidas na homeostase do corpo humano, como agao a
nivel de neurotransmissores, na agregacado plaquetaria, atividade bactericida,
mediador de processos inflamatérios, dentre outros (MAIA et al., 2010). O ensaio de
reducdo da producao de Oxido nitrico pode ser realizado para testar atividade anti-
inflamatdria, como feito no presente estudo, visto que compreende um mediador pro-
inflamatario.

As infusbes de Rubus idaeus, Rubus fruticosus e suas combinagbes Fl, F317 e

F713, foram testadas nas concentragdes de 13,33, 6,66 e 3,33 mg/mL em linhagem
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celular de macréfagos RAW 264.7 e todas as amostras resultaram na capacidade de
reduzir a produgcado de oxido nitrico quando comparadas com o controle de LPS 1
pg/mL (Figura 5), sendo observado maior redugao de oxido nitrico pela R. ideaus nas
concentragbes de 13,33 e 6,66 mg/mL. A inibicdo do 6xido nitrico pelas amostras
infere no efeito das infusdes em modular processos inflamatérios e estresses
oxidativos. A atividade bioativa evidenciada de reducao da concentragcdo de Oxido
nitrico é diretamente relacionada a presenca de substancias bioativas identificadas
nas amostras, antocianinas, polifendis, flavonodides e taninos (Tabelas 9 e 10).

Assim como encontrado no presente trabalho, Yahfoufi e colaboradores (2018)
obtiveram resultados semelhantes ao trabalhar com extratos brutos de framboesa
fresca na dose de 200 mg/mL em ensaio de inibicdo de éxido nitrico com macrofagos
RAW 264.7 ativados por LPS. Foi concluido eficiéncia da framboesa na supressao da
sintese de oxido nitrico, bem como na reducgao dos niveis de CX-2, IL-18 e IL-6. Outros
estudos também demonstraram atividade anti-inflamatéria da Rubus ideaus (RISS et
al., 2004) e Rubus fruticosus (GIL-MARTINEZ et al., 2023).

Figura 5. Efeito das infusbes de R. idaeus, R. fruticosus e suas combinag¢des em diferentes
concentragdes na redugao da producao de Oxido nitrico.
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Figura 5. Infusdes testadas nas concentragdes de 13,33, 6,66 e 3,33 mg/mL sobre a produgao de éxido
nitrico em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS (1 pg/mL) apds 24h de tratamento.
Os resultados foram expressos como média + DP de trés experimentos independentes. Analise de
comparagdo de média realizada por ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey. Significancia
estatistica para p < 0,05. # grupo controle basal comparado ao grupo estimulado com LPS. *grupo
tratado comparado ao grupo LPS.
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5.1.2.6.3. Redugao do anion superéxido (02

Para o ensaio de reducdo do anion supedxido, Oz, as infusdes de Rubus idaeus,
Rubus fruticosus e suas combinacgdes Fl, F317 e F713 foram testadas na concentracéo
de 13,33 mg/mL em diferentes linhagens celulares de macréfagos, RAW 264.7
(Figura 6A) e J774A (Figura 6B). Com a linhagem de macrofagos RAW 264.7, todas
as infusdes na concentragao de 13,33 mg/mL apresentaram redug&o na produgao do
radical anion superéxido comparadas ao controle LPS 1 pg/mL, sendo que a infusdo
de framboesa apresentou a maior inibicdo (22,4%), seguida da infusdo de amora
(8,1%), enquanto a infusdo com 50% de R. idaeus e 50% de R. fruticosus (Fl)
apresentou a menor inibicdo em relagéo ao LPS (4,9%).

O ensaio realizado com a linhagem celular de macrofagos J774A (Figura 6B)
apresentou reducio na producgao do Oz apenas para os infusos de framboesa, amora
e para a combinagdo com 30% de amora e 70% de framboesa (F317), sendo a maior
reducdo apresentada pela framboesa (21,3%), seguida da amora (7,8%) e F3I7 (7,6%)
em relacédo ao LPS 1 pyg/mL.

Apesar do anion superoxido também estar envolvido no processo inflamatério, e
as atividades antioxidantes e anti-inflamatérias estarem intimamente relacionadas,
estudos demonstram que a sua redugao esta mais envolvida na atividade antioxidante
(LOPEZ-CORONA, 2022).

Nota-se uma divergéncia entre os resultados encontrados com o presente método
e 0os métodos bioquimicos de ABTS, DPPH e FRAP (Tabela 11), enquanto no ABTS
e FRAP as maiores atividades antioxidantes foram demonstradas pelas combinagdes
de R. ideaus e R. fruticosus, na reducao do anion superéxido a maior atividade foi
para framboesa como monodroga (Figura 6A e Figura 6B).

E importante considerar multiplas abordagens para uma compreens&o abrangente
dos efeitos bioativos, incluindo métodos bioquimicos preliminares e ensaios em
cultura de células, sendo que os métodos in vitro oferecem uma perspectiva mais
préxima das condigdes fisioldgicas, permitindo a avaliagdo da atividade antioxidante
de forma mais fidedigna aquela sujeita a acontecer no organismo humano (ALVES et
al., 2010).

Foram observados em outros estudos a capacidade antioxidante dos frutos de
R. ideaus e R. fruticosus, corroborando com os resultados encontrados no presente
trabalho (D’ANGELO et al., 2020; GARCIA et al., 2020).
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Figura 6. Efeito das infusbes de R. idaeus, R. fruticosus e suas combinag¢des em diferentes
concentragdes na redugao da produgao do anion superoxido.
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Figura 6. Efeito dos infusos na concentragdo de 13,33 mg/mLsobre a concentragédo do radical anion
superoxido (Oz’) em cultura de macréfagos RAW 264.7 (A) e J774A (B) estimulados com LPS (1 pg/mL)
apods 24 h de tratamento. Os resultados foram expressos como média + DP de dois experimentos
independentes. Analise de comparacgao de média realizada por ANOVA de uma via e teste post hoc de
Tukey. SignificAncia estatistica para p < 0,05. # grupo controle basal comparado ao grupo estimulado
com LPS. *grupo tratado comparado ao grupo LPS.
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5.1.2.6.4. Efeito protetivo contra Peréxido de Hidrogénio (H202)

O efeito protetivo contra peroxido de Hidrogénio (H202) foi avaliado nas
infusdes F, |, FIl, F3I7 e F713 na concentragdo de 13,33 mg/mL com as linhagens de
macrofagos RAW 264.7 (Figura 7A) e fibroblastos L929 (figura 7B). Na linhagem
RAW 264.7 a infusdo de amora a 13,33 mg/mL foi a Unica amostra que demonstrou
uma diferenga de viabilidade celular significativa em relag&o ao controle, ou seja, foi a
unica infusdo com efeito protetor contra os danos oxidativos causados pelo perdxido
de hidrogénio (H202) na concentracdo de 600 uM. No ensaio com fibroblastos L929,
nao foi visto efeito protetor em nenhuma das amostras testadas.

O efeito protetivo contra peroxido de hidrogénio visto no tratamento de R.
fruticosus pode ser explicado pela sua maior capacidade antioxidante que a R. ideaus
obtido no método de sequestro do radical ABTS (Tabela 11), bem como pela amora
possuir maior conteudo dos compostos fendlicos e flavondides encontrados (Tabela
10), visto que estes compostos sao fatores determinantes nas atividades bioativas
(YAHFOUFI et al., 2018).

Figura 7. Efeito protetivo das infusbes de R. idaeus, R. fruticosus e suas combinagbes em
diferentes concentragdes contra perdxido de hidrogénio.
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Figura 7. Comparativo entre o efeito dos infusos na concentragédo de 13,33 mg/mL sobre a viabilidade
celular e o efeito protetor contra os danos oxidativos causados pelo peréxido de hidrogénio (H202) em
macrofagos RAW 264.7 (A) e fibroblastos L929 (B). As células foram expostas aos tratamentos na
presenga e auséncia de H20:. Os resultados sdo expressos em porcentagem média £ DP de células
viaveis na presenga do peroxido de hidrogénio, comparada ao grupo controle, de trés experimentos
independentes (n=3). Analise de comparagédo de média realizada por ANOVA de uma via e teste post
hoc de Tukey. Significancia estatistica para p < 0,05. # grupo controle positivo comparado ao grupo
controle negativo sem H202. *grupo tratado comparado ao grupo controle com H202.

5.1.2.6.5. Reducgao da producao de Citocinas

Na determinacéo da redugao de citocinas, foram realizados ensaios em cultura de
macrofagos RAW 267.4 estimulados com LPS 1 ug/mL e avaliados a inibigdo das
citocinas pelas infusdes nas concentragdes de 13,33 mg/mL e 1,66 mg/mL em relagéo
ao controle de LPS. Foram escolhidas para os ensaios uma citocina pro-inflamatéria,
IL-1 (Figura 8A) e uma anti-inflamatéria, IL-10 (Figura 8B). As infusdes de Rubus
fruticosus nas concentragdes de 13,33 mg/mL e 1,66 mg/mL foram capazes de reduzir
significativamente a produgéo de IL-1, apresentando uma reducéo de 43% e 37,3%,
respectivamente, em relagao ao controle LPS. Além da amora, a infusao de R. idaeus
na maior concentragao testada, 13,33 mg/mL também apresentou uma reducgao das
citocinas significativa (37,2%).

Diferente do ensaio com IL-1, no ensaio de redug¢ao da Interleucina IL-10, as
maiores redugdes desta citocina ocorreram pelas combinagdes de R. idaeus e R.
fruticosus, sendo a mistura com 50% de amora e 50% de framboesa a 13,33 mg/mL

a amostra responsavel pela maior inibicao de IL-10, reduzindo 27,6% em relagao ao
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controle LPS. A mesma infusdo na concentragdo de 1,66 mg/mL também teve inibigdo
significativa, de 26,5%. A infusdo com 70% de amora e 30% de framboesa (F713) na
concentragcado de 13,33 mg/mL também demonstrou efeito na inibicdo de IL-10 com
27,3% de diferenga em relagdo ao LPS.

E importante ressaltar que foi visto maior reducéo da citocina pré-inflamatoria,
IL-1, sendo as amostras capazes de reduzir sua expressao em 43% e 37,3%,
enquanto para IL-10, citocina anti-inflamatdria, as inibicbes foram de 26,5%, 27,3% e
27,6%. Estes resultados indicam uma maior redugao de IL-1, corroborando para uma
expressiva atividade anti-inflamatéria das infusées de R. fruticosus e R. idaeus nas
concentragbes de 13,33 mg/mL e 1,66 mg/mL. Yahfoufi e colaboradores (2018)
também obtiveram resultados de reducado de Interleucinas pré-inflamatérias com

fracdes de Rubus ideaus em linhagem celular de macréfagos RAW 264.7.

Figura 8. Efeito das infusGes de R. idaeus, R. fruticosus e suas combinag¢des em diferentes
concentragdes na redugio da produgao de citocinas.
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Figura 8. Efeito dos infusos na concentragao de 13,33 mg/mL e 1,66 mg/mL sobre a concentragéo da
citocina pro-inflamatoria Interleucina-1 (IL-1) (A) e citocina anti-inflamatéria Interleucina-10 (IL-10) (B)
em cultura de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS (1 yg/mL) apos 24 h de tratamento. Os
resultados foram expressos como média £+ DP de dois experimentos independentes. Significancia
estatistica para p < 0,05. # grupo controle basal comparado ao grupo estimulado com LPS. *grupo
tratado comparado ao grupo LPS.

5.1.2.6.6. Indugdo da Quinona Redutase

As infusbes de R. idaeus e R. fruticosus (F, |, Fl, F317 e F713) foram avaliadas
quanto a capacidade de induzir a quinona redutase, uma enzima de fase Il, em
concentracbes de 13,33, 6,66, 3,33 e 1,66 mg/mL. Foram realizados dois
experimentos independentes, e em nenhuma das concentragbes testadas
apresentaram capacidade de induzir a quinona redutase, ndo demonstrando atividade
quimiopreventiva de cancer para as amostras aqui estudadas mediante a este
método. Contudo, é importante destacar que o ensaio de indugéo de quinona redutase
também avalia citotoxicidade. Os resultados mostraram que, em todas as
concentracbes e amostras testadas, nao houve citotoxicidade, indicando que as

infusdes de R. idaeus e R. fruticosus sao seguras para a linhagem celular Hepa 1c1c7.
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5.1.3. CONCLUSAO

O presente estudo, de carater pioneiro, elucidou que a combinagdo das
infusdes de duas espécies de frutas vermelhas, amora e framboesa, ndo potencializa
suas atividades antioxidantes.

A secagem € uma etapa crucial no processamento de plantas medicinais, pois
pode afetar significativamente a composi¢gao quimica e as atividades biologicas das
extracdes. No caso das infusdes de R. idaeus e R. fruticosus, compreender como o
tempo de secagem das drogas influencia esses parametros € essencial para otimizar
suas propriedades terapéuticas e garantir sua eficacia. Este estudo iniciou
investigando a relagdo entre o tempo de secagem e as caracteristicas quimicas e
bioldgicas dessas plantas, fornecendo insights valiosos para o desenvolvimento de
chas comerciais a base de R. idaeus e R. fruticosus com potencial antioxidante e anti-
inflamatario.

A presencga significativa de substancias bioativas, como antocianinas,
polifendis, flavonoides, destacando-se para a abundancia de taninos nas infusdes de
amora, framboesa e suas combinacdes, esta diretamente relacionada a capacidade
antioxidante e anti-inflamatéria dessas infusoées.

A segurancga das infusdes foi confirmada para diferentes linhagens celulares
nas concentragoes testadas, reforcando seu potencial para aplicagdes terapéuticas.

A avaliacdo da atividade antioxidante confirmou que apenas a infuséo de
amora, R. fruticosus, apresentou efeito protetor contra os danos oxidativos causados
pelo peroxido de hidrogénio, enquanto todas as infusbes demonstraram atividade
antioxidante pela redugao na producéo do anion superoxido, sendo que a framboesa,
R. ideaus, se destacou. As combinagdes, apesar de antioxidantes, ndo demonstraram
efeito em potencializar a atividade antioxidante, sendo menos ativas que as infusées
em monodrogas.

No que se refere a atividade anti-inflamatdria, todas as infusées foram anti-
inflamatdrias sendo capazes de reduzir a produgdo de o6xido nitrico, sendo que
framboesa apresentou maior atividade em todas as concentragdes testadas. As
infusdes em monodrogas, amora e framboesa, também tiveram maior impacto sobre
a reducao da expressao da citocina IL-1, sendo que neste método a amora apresentou
melhor efeito anti-inflamatério.

Dessa forma, os achados deste estudo evidenciam que as infusbes de R.

idaeus e R. fruticosus sao fontes naturais promissoras de compostos bioativos com
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propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, sendo suas infusbes em monodrogas
com maiores atividades antioxidantes e anti-inflamatérias que suas combinagdes,
contrapondo o conhecimento popular e marketing apelativo sobre o potencial
antioxidante do cha de frutas vermelhas.

Esses resultados abrem perspectivas para futuras investigagbes sobre a
aplicacao terapéutica da R. fruticosus e R. ideaus como chas medicinais, incluindo
investigacdes em modelos in vivo e ensaios clinicos. Além disso, considerando o uso
popular dessas infusdes e seu potencial funcional, pesquisas futuras poderiam avaliar
a inclusao destas espécies na Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
bem como na aprovagao dessas espécies vegetais pela ANVISA para uso como
Suplementos alimentares pelos seus notaveis conteudos de compostos fendlicos.
Ademais, esses resultados podem ser os precursores da avaliacdo da
biodisponibilidade dos compostos bioativos e a possivel implementacdo em

estratégias terapéuticas antioxidantes e anti-inflamatorias.
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5.2. CAPIiTULOII

ESTABILIDADE ACELERADA DE Rubus idaeus e Rubus fruticosus EM
MONODROGA E COMBINADAS

RESUMO

O estudo de estabilidade acelerado compreende em sujeitar a amostra a condigdes
de armazenamento mais criticas, de modo a induzir potenciais reacdes e interagdes
em um menor intervalo de tempo. Ao ser estavel em seis meses sob condigbes de
40°C e 70%UR, pode-se estimar uma validade do dobro deste tempo para o
armazenamento em temperatura ambiente. Rubus fruticosus e Rubus idaeus foram
escolhidas para este estudo pois compreendem espécies portadoras de frutos com
notaveis propriedades bioativas, a amora e a framboesa, respectivamente, sendo
amplamente difundidas sob a forma de chas, comercializado como “cha de frutas
vermelhas” com validade de dois anos. No entanto, ao investigar o material vegetal
comercializado, tem-se em sua maioria folhas dessas espécies, e nao frutos. O
objetivo deste estudo foi avaliar a equalidade quimica e biolégica das infusdes de R.
ideaus e R. fruticosus ao submeter suas drogas vegetais a estabilidade acelerada, a
fim de avaliar o tempo seguro de armazenamento e validade das drogas secas para
o preparo dos chas. As amostras foram adquiridas de fornecedor qualificado e
realizadas andlises de umidade, antioxidante (DPPH) e teor de antocianinas para
definir o tempo de secagem ideal para os experimentos (24, 48 e 96h). Apds essa
etapa, as drogas vegetais foram incubadas a 40°C e 70%UR por seis meses, sendo
realizadas analises a cada 45 dias, tanto das drogas vegetais quanto das suas
infusdes, sendo as infusdes de R. ideaus e R. fruticosus isoladas como monodrogas
e trés combinacdes dessas. As analises que abrangeram o escopo do estudo de
estabilidade foram a determinagédo de umidade, avaliagdo antioxidante (DPPH),
determinacdo de compostos fendlicos e flavondides (HPLC), seguranca
microbiolégica e exame sensorial. Os resultados indicaram que foi possivel observar
diferentes comportamentos dos compostos fendlicos ao longo do estudo de
estabilidade, enquanto o acido galico e acido tanico aumentou com ao final da
estabilidade, o acido clorogénico foi degradado, inferindo na atividade antioxidante
encontrada, que aumentou para todas as amostras. Em relagcdo a seguranga
microbioldgica, ndo houve contaminagdo em nenhum tempo de analise, e no que
tange ao exame sensorial, apesar de apresentar alteragdes ao longo do estudo, foi
considerado como viavel para consumo. O estudo de estabilidade foi conclusivo como
satisfatorio, o que indica que as drogas vegetais secas dos frutos de amora e
framboesa, pelos métodos utilizados, podem ser armazenadas em temperatura
ambiente por até um ano, desde que vedadas e ao abrigo do sol, para a finalidade de
realizar infusdes com beneficio antioxidante. Considerando o uso popular dessas
infusbes e seu potencial funcional, pesquisas futuras poderiam avaliar a inclusao
destas espécies na Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, bem como
avaliar biodisponibilidade dos compostos bioativos e a estabilidade dessas
substancias a longo prazo e durante o processamento industrial, dando continuidade
aos resultados do presente estudo.

PALAVRAS-CHAVES: Rubus ideaus, Rubus fruticosus, estabilidade, prazo de
validade, chas.
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ABSTRACT

The accelerated stability study involves subjecting the sample to more critical storage
conditions to induce potential reactions and interactions in a shorter period. Since it is
stable for six months under conditions of 40°C and 70% of humidity, a shelf life of twice
this time can be estimated for storage at room temperature. Rubus fruticosus and
Rubus idaeus were chosen for this study because they are species that contains fruits
with notable bioactive properties, blackberries and raspberries, respectively, and are
widely distributed in the form of infusions, marketed in Brazil as “red fruit infusion” with
a shelf life of two years. However, when investigating the commercialized plant
material, most of these species are found as leaves and not their fruits. The objective
of this study is to evaluate the chemical and biological equality of the infusions when
subjecting their plant drugs to accelerated stability, to evaluate the shelf life of the dried
drugs for the preparation of the infusions. This is a pioneering study in the analysis of
infusions of combined species. The samples were purchased from a qualified supplier
and moisture, antioxidant (DPPH) and anthocyanin content analyses were performed
to define the ideal drying time for the experiments (24, 48 and 96h). After this step, the
herbal drugs were incubated at 40°C and 70% of humidity for six months, with analyses
being performed every 45 days, both herbal drugs and their infusions. The analyses
that covered the scope of the stability study were the determination of moisture,
antioxidant evaluation (DPPH), determination of phenolic compounds and flavonoids
(HPLC), microbiological safety and sensory examination. The results indicated it was
possible to observe different behaviors of the phenolic compounds throughout the
stability study, while gallic acid and tannic acid increased at the end of the stability
study, chlorogenic acid was degraded, inferring in the antioxidant activity found, which
increased for all samples. Regarding microbiological safety, the results were
satisfactory and regarding the sensory examination, despite presenting changes
throughout the study, it was considered viable for consumption. The stability study was
conclusive as satisfactory, which indicates that the dried plant drugs of blackberry and
raspberry fruits, by the methods used, can be stored at room temperature for up to one
year, as long as they are sealed and protected from sunlight, for the purpose of making
infusions with antioxidant benefits. Considering the popular use of these infusions and
their functional potential, future research could evaluate the inclusion of these species
in the National Policy for Medicinal Plants and Phytotherapeutics, as well as assess
the bioavailability of bioactive compounds and the stability of these substances in the
long term and during industrial processing, to this study be continued.

KEYWORDS: Rubus ideaus, Rubus fruticosus, stability, shelf life, infusions.
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5.2.1. MATERIAIS E METODOS

5.2.1.1. Desenho do capitulo I

Trata-se de um estudo experimental para avaliacdo da estabilidade quimica e
biolégica de infusbes de Rubus idaeus e Rubus fruticosus em monodroga e
combinadas submetidos ao delineamento simplex centroide (CORNELL, 2002)
(Tabela 5 e Figura 3) apos submeter suas drogas vegetais a estabilidade acelerada

(Figura 9).

Tabela 5. Amostras pelo delineamento simplex-centroide

Rubus idaeus Rubus fruticosus
AMOSTRAI (1) 100% -
AMOSTRAIII (F) - 100%
AMOSTRA III (FI) 50% 50%
AMOSTRA IV (F7I13) 30% 70%
AMOSTRAYV (F317) 70% 30%

| F317 FI — F7I3—.

Figura 3. Delineamento simplex-centroide

Foram preparadas cinco amostras, sendo elas: extrato aquoso obtido por infusao
de R. idaeus a 13,33 mg/mL (l); extrato aquoso obtido por infusdo de R. fruticosus a
13,33 mg/mL (F); extrato aquoso obtido por infusdo de R. idaeus e R. fruticosus a
13,33 mg/mL na proporcéao 1:1 (Fl); extrato aquoso obtido por infusdo de R. fruticosus
e R. idaeus a 13,33 mg/mL na proporgao 7:3, respectivamente (F713); extrato aquoso
obtido por infusdo de R. fruticosus e R. idaeus a 13,33 mg/mL na proporgéo 3:7,
respectivamente (F317) (Tabela 5).

Para a obtencdo dessas infusbes, as drogas vegetais foram submetidas a
condig¢des climaticas de uma estabilidade acelerada conforme ANVISA, sendo 40°C e
70% UR. Foram realizadas analises em funcado do tempo, nos tempos 0, 45, 90, 135
e 180 dias de incubagdo. As analises consistiram em atividade antioxidante por DPPH,

determinacdo de compostos fendlicos e flavondides por HPLC, seguranca
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microbiolégica, umidade e caracteristicas organolépticas conforme o desenho do

estudo (Figura 9).

lAquisigdo do material
vegetal

Secagem dos frutos

Andlises em TO Incubagéo em camara
climatica a 40°C e

70%UR

Andlises nos tempos
T45, T90, T135, T180

[ I 1 I ]
Compostos
- fendlicos e Seguranga - Caracteristicas
Antioxidante DPPH flavondides por micrgbiolo'gica Umidade organolépticas
HPLC
Bolores e
. leveduras, LAspeclo, cor, odor |
Ac. galico, ferrulico, bactérias aerobias sabor.
cinamico, clorogénico, totais, gram
cafeico, tanico, negativas bile
catequina, cianidina. tolerantes,
Salmonella, E. coli
e S. aureus.

Figura 9. Desenho do capitulo Il

5.2.1.2. Material vegetal
5.2.1.2.1. Aquisicao

O material vegetal de R. fruticosus e R. idaeus foi adquirido in natura, submetido a
técnica de conservacao de congelamento, da empresa Demarchi®, identificados e

documentados através de laudos de controle de qualidade (material suplementar 1).

5.2.1.2.2. Secagem

O material foi seco em estufa com circulagao de ar a 60°C de acordo com Silva e
colaboradores (2021) por 24 horas. Para determinar o tempo de secagem, foram
realizadas analises de determinagcdo de umidade conforme procedimento de
determinacdo de agua em drogas vegetais da Farmacopéia Brasileira pelo método
gravimétrico (BRASIL, 2019), atividade antioxidante pelo método do sequestro do

radical livre DPPH conforme Scherer e Godoy (2009) e quantificagdo de antocianinas
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pelo método de diferenca de pH de acordo com Giusti e Wrolstad (2001) em trés
tempos de secagens diferentes, 24 horas, 48 horas e 96 horas.

Para a determinacéo de umidade foi utilizada a droga vegetal in natura congelada.
ApoOs as amostras secarem, foram utilizadas para a determinacdo de antocianinas
como extrato aquoso a frio a 13,33 mg/mL e para os ensaios de DPPH foram

realizados os chas das drogas vegetais a 13,33 mg/mL.

5.2.1.2.3. Incubacgao das amostras

As drogas vegetais foram incubadas apds a secagem em camara climatica
Nova Etica 1200L (Ethik®, Brasil) sob condicdes de temperatura de 40°C + 2°C e
umidade relativa 75% + 5%, de acordo com método de estabilidade acelerada da
ANVISA (BRASIL, 2018).

5.2.1.2.4. Preparo dos infusos

As amostras foram preparadas na proporgao de 2 gramas dos frutos secos para
150 ml de agua por infusdo de 5 minutos, recomendagcdo média indicada pelo
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira para infusdes de frutos
(BRASIL, 2019), resultando em uma concentragao de 13,33 mg/mL.

Foram feitas as infusbes de R. fruticosus e R. idaeus na concentracdo de 13,33
mg/mL, e posteriormente realizada as diluicbes para a aquisicdo das demais
amostras.

As infusbes foram preparadas no momento antes das analises de HPLC,
seguranga microbioldgica, caracteristicas organolépticas e atividade antioxidante por
DPPH. Para a determinacdo da umidade ao longo do tempo, foram utilizadas as

drogas vegetais recém retiradas da camara climatica.

5.2.1.3. Determinagao do teor compostos fendlicos e flavondides por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos e flavonoides nas
infusbes foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
acoplada a detectores Ultravioleta (UV) e de Matriz de Diodos (DAD). Os compostos
fendlicos analisados foram acido galico, acido ferulico, acido cinamico, acido
clorogénico, acido cafeico e taninos (representados pelo acido tanico), enquanto os

flavonoides analisados foram catequina e cianidina. Todos os padrdes utilizados para
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construcdo das curvas analiticas e os reagentes de grau HPLC para a fase movel
foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha).

Foram preparadas solu¢gdes-mae de 10 mg/mL de cada padrao, diluidas em
metanol, e posteriormente utilizadas para a construgdo das curvas analiticas, cujas
concentragdes variaram de 10 a 500 pg/mL (n = 12 pontos). As amostras F, |, FI, F317
e F713 foram preparadas por infusdo a 13,33 mg/mL e filtradas em filtros PTFE
hidrofilico (didmetro 13 mm, poro 0,45 um, Analitica, China). Foram injetados 10 pL
de cada amostra por corrida no sistema HPLC-DAD, utilizando as mesmas condicdes
empregadas para a analise dos padrdes.

A separacao cromatografica foi realizada em sistema gradiente, utilizando como
fase movel agua acidificada com &cido trifluoroacético (TFA) 0,1% e acetonitrila,
sendo utilizado metanol para a limpeza entre as analises, conforme metodologia
descrita por Al-Taie et al. (2018), com modificagdes. Antes da injecdo no sistema
cromatografico, as fases moveis foram submetidas a ultrassonificagdo em banho
ultrassénico Elmasonic Easy 180H (Elma®, Portugal) por 30 minutos a 25°C, de
acordo com Al-Taie et al. (2018). O gradiente linear do solvente A foi acido
trifluoroacético (TFA) a 0,1% em agua deionizada programada de 0% A - 100% A por
10 minutos, enquanto solvente B foi um gradiente de acetonitrila programado de 0%
B - 100% B por 2 minutos, em seguida foi passado um gradiente dos solventes A e B
1:1 por 2 minutos, seguido para 60 segundos de corrida apenas com o solvente A e
por ultimo o gradiente C, metanol, por 1 minuto. A taxa de fluxo adotada foi de 1
mL/min e as corridas foram programadas a 280 nm para acidos fenodlicos e 254nm
para flavonoides. As mesmas condi¢cdes de analise foram utilizadas tanto para as
amostras quanto para os padrdes, sendo realizadas trés injegdes por vial. A
separacgao foi realizada em uma coluna de fase reversa Phenomenex C18 (100x4,6
mm D.l, tamanho de particula de 3 ym) com 18 carbonos. A identificacdo dos
compostos foi feita com base nos espectros UV, considerando os limites de detecg¢ao
(LD), e a quantificagao foi realizada com base nas curvas analiticas e nos limites de
quantificacdo (LQ), conforme apresentado na Tabela 6.

As anadlises foram realizadas em Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(HPLC) Agilent 1260 Infinity 1l (Agilent®, Estados Unidos) acoplado a um detector
DAD. A aquisi¢ao e processamento dos dados cromatograficos foram realizados por
meio do software OpenLab (versdo 3.6).

Para a analise estatistica, foi realizado calculo de regressao linear, calculando-

se a equacgao da reta (curva analitica) e o coeficiente de determinagao (r2), sendo
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adotada a recomendacao do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) de coeficiente aceitavel >0,9 (Brasil, 2003), estabelecendo nivel de
confianca de 95%. Para garantir a confiabilidade da detecgao e quantificagao através
do método empregado, foram calculados os limites de quantificagdo (LQ) e deteccao
(LD) baseados em parametros da curva analitica e de regressao linear, sendo os
calculos de LD e LQ conforme equagdes 5 e 6, respectivamente (Aragéo, Veloso,
Andrade, 2009). Todos os calculos deste método foram realizados no software

Microsoft Excel®.

Tabela 6. Curvas analiticas, r?, limites de detecgéo e quantificagdo dos padrdes.

Curva analitica

Padrdes r LQ LD
(CLAE — UV/Vis)
Ac. Galico 0,9891 y = 30,327x - 25,742 7,824 pg/mL 2,582 pug/mL
Ac. Cafeico 0,9811 y =30,327x - 25,742 79,729 ug/mL 26,310 pg/mL
Ac. Ferrulico 0,9862 y =4,0958x + 1,1239 10,847 pg/mL 3,579 pg/mL
Ac. Clorogénico 0,9799 y =0,7319x - 8,6262 67,179 pg/mL 22,169 pg/mL
Ac. Cinamico 0,9992 y = 5,3504x - 4,2707 11,378 pg/mL 3,754 pg/mL
Catequina 0,9881 y =0,561x + 3,568 78,318 pg/mL 25,845 ug/mL
Cianidina 0,9884 y = 3,7024x + 71,958 85,993 pg/mL 28,378 pg/mL
Ac. Tanico 0,9878 y = 0,6789x + 62,539 108,371 pg/mL 35,762 pg/mL

y:area de pico; x:concentragdo (ug mL), r2:coeficiente de determinagao.

Equacao 5. Calculo do Limite de Quantificagao (LQ)
LQ=10X%X (s +a)

Onde: s = estimativa do erro padrao do coeficiente linear da equagao; a = coeficiente angular

da curva analitica.

Equacao 6. Calculo do Limite de Deteccao (LD)
LD =33 X (s+a)

Onde: s = estimativa do erro padrao do coeficiente linear da equagao; a = coeficiente angular

da curva analitica.
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5.2.1.4. Seguranga microbiolégica

A avaliagdo de seguranga microbiolégica foi realizada conforme limites
microbianos para chas alimentos conforme Instru¢do Normativa n® 161, de 1° de julho
de 2022, que estabelece os padrbes microbioldgicos para alimentos (BRASIL, 2022),
bem como para chas medicinais conforme Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2019).

Foram realizadas analises para detecgao de contagem total de bactérias aerobias,
contagem total de fungos, bactérias gram negativas bile tolerantes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella, de acordo com metodologia adaptada da
Farmacopéia Brasileira, desde a preparagao das amostras, plaqueamento e leitura de
resultados conforme limites estabelecidos.

As amostras foram preparadas nas diluigdes de 1:10, 1:100 e 1:1000 das infusées
de R. fruticosus (F), R. idaeus (1), combinagdes de R. fruticosus e R. idaeus 1:1 (Fl),
3:7 (F317) e 7:3 (F713), respectivamente. As diluicdes de 10", 102 e 10 foram
preparadas em Agua Peptonada (Kasvi®). Cada amostra foi preparada nas trés
diluicbes e em trés repeticdes cada.

Para todos os microrganismos foi adotado o método de superficie, em que foram
preparadas as placas de petri com 15 ml do meio de cultura e apds secas foi
adicionado a superficie a quantidade de 100 pl de amostra por placa. Antes da adi¢ao
das amostras, foi adotado o método farmacopeico de pré-incubagdo das amostras,
sendo o tempo e condi¢des de temperatura especificas para cada microrganismo.

Para a contagem total de bactérias aerdbias nédo foi necessaria uma pré-
incubacdo das amostras, sendo transferidas para as placas de petri logo apos a
preparagao das amostras. Foi utilizado o meio de cultura Standard Methods Agar
(PCA) ISO/APHA (Kasvi®), sendo incubada por 5 dias a 32°C.

Para a contagem de bolores e leveduras também ndo se fez necessaria uma pré-
incubagdo das amostras, sendo transferidas para as placas com meio de cultura Agar
Sabouraud Chloramphenicol Dextrose EP/USP/ISO (Kasvi®) e submetidas a 22,5°C
por 7 dias. Para a contagem de bactérias gram negativas bile tolerantes foi realizada
incubacao prévia das amostras por 2 horas a 22°C, sendo apés este tempo
transferidas para as placas com meio de cultura MacConkey Agar EP/USP/ISO
(Kasvi®) e incubadas a 32°C por 48 horas.

Para a avaliacdo de presencga de Escherichia coli foi realizada pré-incubagao das
amostras por 24 horas a 32°C, sendo apods isso transferidas para placas de petri
contendo meio de cultura MacConkey Agar EP/USP/ISO (Kasvi®) e incubadas a 43°C
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por 48 horas. Para a presenca de Salmonella foi realizada pré-incubacado das
amostras por 24 horas a 32°C, sendo apos isso transferidas para placas de petri
contendo meio de cultura Hektoen Enteric Agar ISO (Kasvi®) e incubadas a 32°C por
24 horas.

Para a presengca de Staphylococcus aureus foi realizada pré-incubagao das
amostras por 24 horas a 32,5°C, sendo apos isso transferidas para placas de petri
contendo meio de cultura Mannitol Salt Agar (Kasvi®) e incubadas a 32°C por 72
horas.

Apos decorridos os devidos tempos de incubacdo, as placas de petri foram
retiradas das estufas e analisadas de acordo com os parametros da Farmacopéia
Brasileira, sendo os resultados de contagem expressos por unidades formadoras de
colénias (UFC) para cada ml (UFC/ml) para os limites de Contagem de bactérias
aerobias totais, bolores e leveduras e gram negativas bile tolerantes. Enquanto os
resultados das bactérias patogénicas (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e

Salmonella) foram expressos por presenga ou auséncia.

5.2.1.5. Potencial antioxidante pela captura do radical DPPH

A determinagao do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi
realizada pelo método estabelecido por Scherer e Godoy (2009). Foram adicionados
20 ul dos tratamentos e 280 pl da solugédo de DPPH na concentracéo de 40 pg/mL em
metanol em microplaca de 96 poc¢os. Foi aguardado a reagéo por 60 minutos e lido a
517nm por espectrofotbmetro de microplacas Multiskan SkyHigh UV/Vis
(Thermoscientific®, Estados Unidos). Os resultados foram expressos em ICso
(concentragdo que inibe 50% dos radicais livres), que foi calculado através da
equacéao da reta obtida com diferentes concentracées da amostra dentro da faixa de
linearidade da curva de calibragdo. Foram realizados ensaios com as amostras F, |,

Fl, F3I7 e F713 em triplicata (n=3) para cada tempo do estudo.

5.2.1.6. Determinagao de umidade

A determinagédo de umidade foi realizada de acordo com metodologia de analise
de drogas vegetais da 62 edicdo da Farmacopéia Brasileira, de acordo com o método
gravimétrico, em que as amostras foram reduzidas por corte de forma a limitar a

dimensdo a aproximadamente 3 mm de espessura, pesado em torno de 2 gramas e
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transferidas para pesa-filtro previamente pesado e dessecado nas mesmas condi¢cdes
da amostra, durante 30 minutos. Foi transferido para estufa de ventilagao for¢cada a
105°C por cinco horas até peso constante. Foi calculado a porcentagem de agua em
relacdo a droga umida ao ar (BRASIL, 2019). Este ensaio foi realizado em triplicata
das amostras secas (recém retiradas da camara) de R. idaeus e R. fruticosus. Este

ensaio foi realizado em triplicata (n = 3) para cada tempo do estudo.

5.2.1.7. Caracteristicas organolépticas: Exame sensorial

A identidade e qualidade vegetal macroscopica foi realizada mediante a exame
sensorial de acordo com a Farmacopéia Brasileira, com modificagbes (BRASILE,
2019). Foram realizadas analises de cor, odor e sabor. O ensaio de cor foi realizado
antes de submeter a amostra a qualquer tratamento, a luz do dia e com fundo branco.

Para a analise de odor, foi colocada uma pequena amostra na palma da méao e
inalado devagar e repetidamente. Foi determinado a intensidade do odor e
classificado segundo as caracteristicas: nenhum, fraco, distinto ou forte; e, logo apés,
em relagdo a sensacao causada pelo odor: aromatico, frutado, mofado ou rangoso.
Em relacdo ao exame de sabor, foi experimentado as infusdes na concentragao usual
de 13,33 mg/mL de todas as amostras e comparadas entre si, tendo como referencial

as amostras do TO.

5.2.1.8. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(San Diego, CA, EUA 176) versao 8.2.1. Os dados foram expressos como média +
erro padréo da média (EPM) e/ou desvio padrao (DP). Variagbes estatisticas entre os
grupos foram determinadas usando a analise de variancia multifatorial (ANOVA) de
uma via seguidas de teste post hoc de Tukey. Para comparacdes de duas médias foi
utilizado teste t. Foram considerados significativos valores p <0,05 com intervalo de

confianca estabelecido em 95%.
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5.2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.2.1. Determinagao do tempo de secagem

Estudos prévios sobre técnicas de secagem de frutas indicam que a temperatura
de 60 °C promove maior preservacao da atividade antioxidante e mantém teores mais
elevados de antocianinas nos frutos (SILVA et al., 2021). Vimercati et al. (2019)
observaram que temperaturas mais altas, de 75 °C, promoveu maior degradacao de
antocianinas, sendo um risco a atividade antioxidante, enquanto a temperatura de
60°C apresentou menor degradagdo de antocianinas. Com base nesses achados,
essa temperatura foi selecionada para o presente trabalho.

Para determinar o melhor tempo de secagem, foram realizados ensaios para
avaliar a umidade, a atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH e o
conteudo de antocianinas em amostras submetidas a trés periodos de secagem (24h,
48h e 96h) a 60 °C.

Os resultados obtidos, conforme apresentados na Tabela 7, mostraram que a
atividade antioxidante, medida pelo método DPPH, ndo apresentou diferenca
significativa entre os tempos de secagem para nenhuma das amostras analisadas.
Isso sugere que, independentemente do tempo de secagem, as propriedades
antioxidantes das amostras de R. idaeus e R. fruticosus foram preservadas de
maneira semelhante, o que é consistente com Madrau e colaboradores (2009), que
indicam que com o aumento da temperatura ha formagao de compostos fendlicos, que
influenciam a manter ou até mesmo potencializar a atividade antioxidante (MADRAU
et al., 2009).

Para a analise do teor de antocianinas, foi observada uma redugdo com o
aumento do tempo de secagem. No tratamento F, o teor de antocianinas foi de 0,84
mg (24h) para 0,59 mg (96h), sendo essa diferenga estatisticamente significativa. No
tratamento |, a reducgéo foi maior, com um decréscimo de 0,55 mg para 0,33 mg ao
longo do periodo avaliado. Estes resultados véo de encontro aos encontrados por
Huarancca-Huarcaya e colaboradores (2022), que observaram a degradacao das
antocianinas com a exposigao a temperatura de 60 °C (HUARANCCA-HUARCAYA et
al., 2022).

Quanto a analise de umidade, foi observada diminuicdo significativa nas
amostras de R. fruticosus (F) apds 96 horas de secagem, com reducao de 15% para

10,16%, enquanto para R. idaeus (l) ndo apresentou diferengas significativas entre os
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diferentes tempos de secagem. Isso sugere que, embora o aumento do tempo de
secagem resulte em maior perda de agua, esse efeito pode ser mais pronunciado em
algumas frutas do que em outras, dependendo da sua composi¢ao e estrutura celular,
(EGEA, LOBATO, 2014).

Diante disso, foi descartada a opgao de secagem no tempo de 96 horas pelo
significativo decréscimo do teor de antocianinas. Entre os tempos de 24h e 48h, nao
foram observadas nenhuma diferenca significativa, portanto foi escolhido o tempo de
secagem de 24 horas em razdo do melhor custo-beneficio, visto que reduz
consideravelmente o uso da estufa, energia e otimiza uma futura transposicédo em

escala.

Tabela 7. Efeito do tempo de secagem na atividade antioxidante (DPPH), teor de antocianinas
e umidade das drogas vegetais de R. fruticosus e R. idaeus

DPPH Antocianinas Umidade (%)
ICs0 (mg/mL) (mg/100mL)

F 24h 10,532,512 0,84+0,182 15,00+2,862
F 48h 10,29+0,842 0,73+0,542 13,56+0,462
F 96h 9,23+1,972 0,59+0,32° 10,16+0,09°
| 24h 15,17+3,53 0,55+0,23 12,57+0,33»
| 48h 14,48+2,72° 0,50+0,78% 13,56+0,46"
| 96h 14,63+3,85% 0,33+0,668 10,16+0,09

Dados expressos em média + desvio padrdo para as amostras de R. fruticosus (F) e R. idaeus (l)
submetidas a secagem por 24h, 48h e 96h. Letras diferentes em cada coluna indicam diferencas
estatisticas significativas (p < 0,5) de acordo com analise de comparagédo de média realizada por
ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey. Letras minusculas indicam diferengas significativas
entre os tempos (24h, 48h e 96h) para R. fruticosus (F) na mesma coluna. Letras maiusculas indicam
diferencgas significativas durante os tempos (24h, 48h e 96h) para R. idaeus (I) na mesma coluna.

5.2.2.2. Determinagao do teor compostos fendlicos e flavondides por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A analise por HPLC permitiu avaliar a influéncia da temperatura e umidade
excessivas (40°C e 70% UR) durante 6 meses. As drogas vegetais foram incubadas
em camara climatica e retiradas apds 45, 90, 135 e 180 dias, feitas as infusdes e
avaliadas quanto a identificacao e quantificacao de compostos fendlicos e flavonoides
presentes nos infusos de R. idaeus, R. fruticosus e suas combinagdes (Tabela 12).

Os resultados indicam que o acido galico apresentou variacdo de teor durante
os tempos de analise, obtendo um aumento consideravel ao comparar os resultados
do TO e T180, para todas as infusdes. Apesar de ndo ser o comportamento mais
conservador para compostos fendlicos em geral, tal fato pode ser explicado por

diversos fatores, dentre eles, pela hidrolise de taninos hidrolisaveis, que sao
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decompostos por hidrolise térmica liberando diversos compostos, dentre eles o acido
galico. Portanto, a temperatura e umidade elevadas podem favorecer a hidrélise dos
taninos ja presentes na amostra, resultando em aumento do acido galico (YANG, LIU,
2014).

Uma relacdo inversa entre o conteudo de compostos fendlicos e condigdes
climaticas como atividade de &agua e temperatura foi exposta por Teles e
colaboradores (2018), encontrando que quanto maior a temperatura e menor a
atividade de agua, maior o conteudo de polifendis encontrados na uva seca. Tal
evidéncia corrobora com os resultados encontrados no presente estudo, em que com
a influéncia de alta temperatura e decréscimo da umidade (Tabela 16), obteve-se
aumento no conteudo de acido galico nas infusdes das frutas estudadas.

Em estudo realizado com diferentes tempos de secagem de diversos cultivares
de damasco investigou a variagao de polifendis e atividade antioxidante, encontrando
também um aumento do teor de polifendis na temperatura de secagem mais elevada
(75°C), resultando em um produto com mais compostos fendélicos que a damasco in
natura (MADRAU et al., 2009).

Diferente do comportamento visto no acido galico, o acido clorogénico se
apresentou como os resultados mais comumente encontrado na literatura, obtendo
uma relacdo diretamente proporcional entre o seu teor e o tempo, demonstrando
diminuicdo em seu teor a medida em que as amostras permaneciam mais tempo sob
condigbes altas de temperatura e umidade. Essa degradacéo do acido clorogénico
por influéncia do tempo e temperatura é vista em diversos estudos (SANTOS et al.,
2018; VIGNOLI et al., 2011; PERRONE et al., 2008).

Em relagdo ao acido cafeico, cinadmico e cianidina, n&o foi possivel detectar ou
quantificar pois os resultados se mostraram abaixo dos limites de deteccao, fato
possivel visto que o método de quantificacdo € baseado na curva analitica, que
compreende uma ferramenta matematica continua. No entanto, quando calculados e
aplicados LD e LQ para a analise dos dados, foi observado que eles estavam abaixo
dos limites considerados confiaveis, sendo, portanto, considerados como néo
detectados.

O acido tanico apresentou comportamento similar ao acido galico, sendo
possivel observar variagdes em seu teor nos diferentes tempos de analise, sendo que
o0 ultimo tempo quantificado, 180 dias, foi o momento de analise com maior
quantificacdo de acido tanico para todos os tratamentos. R. fruticosus apresentou um

acréscimo de 341,13mg/mL do primeiro tempo de analise para o ultimo, enquanto R.
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ideaus apresentou um acréscimo de 25,76mg/mL, Fl de 170,19 mg/mL, 79,37 mg/mL
para F3I7 e 152,46 mg/mL para F713.

Corroborando para este resultado, Kaspchak e colaboradores (2022) também
encontrou maiores teores de acido tanico quando as amostras eram submetidas a
temperaturas extremas durante a reagcdo de Maillard, atingindo temperaturas de
200°C.

Em relacéo a catequina, so foi possivel quantificar no primeiro tempo de analise,
onde foi observado maior teor para a infusdo de R. fruticosus, seguida de R. ideaus e
a combinacdo com maior propor¢cao de Rubus ideaus. Para os demais tempos, o0s
teores resultaram abaixo do limite de deteccdo, sendo alguns detectados, mas nao
quantificados, sendo estes, Fl e F713 no TO, em T45, a catequina foi detectada em F,
I, Fl e F317. No T90, foi detectada em |, enquanto no T135, foi detectada em |, Fl e
F7I3, e no T180 foram detectadas em todas as infusdes. E determinante que as
amostras cuja catequina foi detectada apresenta maiores concentragbes quando
comparadas as que nao foram detectadas, sugerindo uma variancia na sua

concentragcéo conforme o tempo.
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Tabela 12. Identificacado e quantificagdo de compostos fendlicos e flavonéides por HPLC dos
infusos de R. idaeus e R. fruticosus como monodroga e combinados preparados a partir da

droga vegetal incubada a a 40°C e 75%UR ao longo de 180 dias.

F I FI F317 F713
TO  1143x015%  12,52+010°%  12.10+0,21%  12.4+0,02° 12,32+0,095C
Acido T45  12,14+0,038  13.07+0,1688  12.41+0,008@ 12,51+0,038C0d 12 15+0 02Cdk
galico T90  8,96+0,02E¢ 0,21+0,020¢  9.37+0,03F¢  10,61+0,0302 DNQ
(Mg/mL)  T135 9,480,080 DNQ 0,54+0,030Ea 8 73+0, 220 8,6+0,150¢
T180 20,36+0,05%  17,32+0.02%  19.13+0,07°° 18,010 01A 19.47+0,0140
TO ND ND ND ND ND
Acido T45 ND ND ND ND ND
cafeico T90 ND ND ND ND ND
(ng/mL)  T135 ND ND ND ND ND
T180 ND ND ND ND ND
TO  373,64+930% 158,08+2,73% 220.68+027°° 168,130 247% 331 32+3 02°F
hcido T45 121,11+10,668 DNQ 85,08+0,078C¢ DNQ 103,80+0,2180
c'?m‘;”r‘;ﬂ“ T90 DNQ DNQ DNQ 68,63+13,05 DNQ
H9 T135 DNQ DNQ DNQ DNQ DNQ
T180 94,7140,24%  76.68+5738  80,22+41,180% 81 51+0,038a DNQ
TO DNQ DNQ DNQ ND ND
Acido T45 ND ND ND ND ND
ferrulico  T90 ND ND ND ND ND
(ug/mL)  T135 ND ND ND ND ND
T180 DNQ ND DNQ DNQ DNQ
TO ND ND ND ND ND
Acido T45 ND ND ND ND ND
cinamico  T90 ND ND ND ND ND
(ug/mL)  T135 ND ND ND ND ND
T180 ND ND ND ND ND
TO  253,04+4572  104,54+0,85° DNQ 83,04+0,50° DNQ
Catequina 145 DNQ DNQ DNQ DNQ ND
(gimL) T ND DNQ ND ND ND
T135 ND DNQ DNQ ND DNQ
T180 DNQ DNQ DNQ DNQ DNQ
TO ND ND ND ND ND
o T45 ND ND ND ND ND
C('anlf‘[‘)a T90 ND ND ND ND ND
HY T135 ND ND ND ND ND
T180 ND ND ND ND ND
TO  457,92+05759 553 67+4,3758 525 12+41.855°¢ 542 34+1.38%2 524 17+6,065
Acido T45 41527+2,89%  468.23+0.88%%  436,07+1,14Cc  44506+2,33°  418.41+1,53C¢
tAnic T90 249.01+0,008¢ 257,51+0,875¢ 262,53+0,335 306.76+2,07°% 194 .79+1 57Ee
(ngimL) 7135 27555:4,89° 260,99%0,16° 286,67+139% 25038+11,14%  243,56+12,81°
d
T180 799.05+574%% 579 43+129% 69531+6.18%° 621,71+3,94 676 63+0, 86~

Dados expressos em média + desvio padréo para as infusdes R. fruticosus (F), R. idaeus (l) e suas combinagdes Fl, F3I7
e F713 quanto aos teores de flavonoides e compostos fendlicos por HPLC. Analise de comparagédo de média realizada
por ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey para cada padrao. Dentro de cada padrao, a estatistica é representada
por letras maiusculas para analises na mesma coluna e minusculas para analises na mesma linha. Estatisticas rodadas

no programa Prisma considerando p<0,05. ND=Nao Detectado;DNQ=Detectado mas nao quantificado;
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5.2.2.3.

Seguranga microbiolégica

A seguranga microbiolégica das infusbes foi avaliada em todos os tempos de

anadlises (Tabelas 13 e 14), assim que as drogas vegetais eram retiradas da camara

climatica e feita as infusbes, com o objetivo de avaliar uma possivel contaminagao

com altas temperaturas e aumento da umidade. As analises microbiolégicas em

estabilidade acelerada visam pleitear uma validade do alimento proporcional ao dobro

do tempo que foram submetidas as condigdes adversas (BRASIL, 2024).

Em vista dos resultados apresentados (Tabelas 13 e 14), é evidente a

seguranga das infusdes em todos os tempos avaliados, podendo considerar as drogas

vegetais como seguras para serem armazenadas para a finalidade de chas por pelo

menos um ano, o dobro do tempo da estabilidade acelerada executada (BRASIL,
2024).

Tabela 13. Analises de seguranga microbiologica expressas em limites microbianos.

Contagem total de fungos Contagem total de bactérias | Gram negativas bile tolerantes
INFUSO (UFC/mL) aerobias (UFC/mL) (UFC/mL)

TO T45 T90 T135 T180| TO T45 T90 T135 T180| TO T45 T90 T135 T180
F <102 <102 <10 <102 <10% |<10* <10* <10* <10* <10* |<10% <10% <10% <102 <102
| <102 <10%2 <102 <102 <10% |<10* <10% <10% <10 <10% |<10%2 <10%2 <10% <102 <102
FI <102 <10%2 <10 <10% <10% |<10* <10* <10* <10 <10% |<10%2 <10% <10% <102 <102
F713 <102 <102 <10% <102 <10% |<10* <10* <10* <10* <104 |<10% <10% <10% <10% <102
F3I7 <102 <102 <10% <102 <10% |<10* <10* <10* <10* <104 |<10% <10% <10%2 <10% <102

Dados expressos em média dos resultados obtidos em unidades formadoras de colénias, realizados em triplicata

(n=3).
Tabela 14. Andlises de seguranga microbioldgica expressas em presencga e auséncia.
.y . Staphylococcus aureus
INEUSO Escherichia coli (UFC/mL) (UFC/mL) Salmonella (UFC/10 mL)
TO T45 T90 T135 T180| TO T45 T90 T135 T180| TO T45 T90 T135 T180

F - - - - - - - - - - - - - - -

| - - - - - - - - - - - - - - -

Fl - - - - - - - - - - - - - - -

F713 - - - - - - - - - - - - - - -

F317 - - - - - - - - - - - - - - -

Dados expressos em média dos resultados obtidos em unidades formadoras de colbnias, realizados em
triplicata (n=3).
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5.2.2.4. Potencial antioxidante pela captura do radical DPPH

Em vista de determinar o prazo de validade de um produto, ou o tempo de
armazenamento, é necessario avaliar se o produto cumpre seu propoésito durante a
estabilidade (BRASIL, 2024). Em vista disso, foi avaliada a atividade antioxidante pelo
meétodo de captura do radical DPPH ao longo dos tempos de estabilidade propostos
(Tabela 15).

Nota-se que houve variagbes na atividade antioxidante em fungédo do tempo. Ao
comparar o tempo 0, antes da incubagdo, com o ultimo tempo analisado, 6 meses
apods a incubacao, tem-se um aumento da atividade antioxidante, isto €, redugao do
ICs0 em 6,83, 2,32, 4,74, 4,65 e 6,26mg/mL para as infusdes F, |, Fl, F713 e F3I7,
respectivamente. Inferindo que o propdsito antioxidante dos frutos de amora e
framboesa nao sofreu deterioracéo, pelo contrario, foi potencializado pelas condicoes
adversas e aumento de compostos fendlicos (Tabela 12).

Também foi observado aumento da capacidade antioxidante com o aumento da
temperatura em estudo com frutos de damasco (MADRAU et al., 2009), corroborando
para as evidéncias encontradas no presente estudo.

Em relacdo as combinagdes, nota-se que ao final do estudo, as infusbes de amora
e as combinagdes F317 e FI (5,32, 5,64 e 6,41 mg/mL de ICso, respectivamente) foram
as que demonstraram maiores atividade antioxidante, sendo iguais estatisticamente,
seguidas das infusdes FI (6,41 mg/mL de ICs0) e | (8,35 mg/mL de ICso). Isso
demonstra a possibilidade de combinar as drogas vegetais sem perda de atividade

antioxidante.

Tabela 15. Atividade antioxidante por DPPH dos infusos de R. idaeus e R. fruticosus como
monodroga e combinados preparados a partir da droga vegetal incubada a a 40°C e 75%UR
ao longo de 180 dias.

DPPH
ICs0 (mg/mL)
T0 T45 T90 T135 T180

F 12,15+1,15bcd 10,30+0,64P 23,53+0,20%@  11,25+0,25F¢ 5,32+0,38P¢
I 10,67+0,40% 14,60+0,24A° 10,1440,25P%  20,58+0,262 8,350,244
Fl 11,15+1,17¢ 12,55+0,278¢cd 16,38+0,3882  13,76+0,18°Pb¢  6,41+0,265CPe
F713  12,21+1,05¢ 14,3+0,52A8¢ 23,16+0,35%2 17,104£0,168>  7,56+0,2548Ce
F317__ 11,90+1,70%° 11,48+0,36°PP 13,69+0,38%@  12,62+0,33PF>  5,64+0,43CP°

Dados expressos em média + desvio padrao. Analise de comparacéao de média realizada por ANOVA de uma via
e teste post hoc de Tukey para cada coluna representado por letras mailusculas e para cada linha em letras
minusculas. Estatisticas rodadas no programa Prisma considerando p<0,05.
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5.2.2.5. Determinagao de umidade

A determinagdo de umidade das drogas vegetais foi avaliada em todos os
tempos da estabilidade acelerada (Tabela 16) em vista de avaliar a relagdo entre a
atividade de agua e possivel deterioragdo dos compostos.

Observou-se que para a droga vegetal de amora nao houve diferenga estatistica
entre a umidade do TO para o T180, tendo um aumento apenas numericamente, de
15% para 12,79%. Para a framboesa, foi observado um aumento da umidade de
6,65% quando comparado o ultimo e o primeiro tempo da estabilidade.

Essa diferenca de umidade entre as drogas de R. idaeus e R. fruticosus nao foi
suficiente para apresentar uma relacdo sustentavel no presente trabalho, visto que o
comportamento das infusdes das bagas foi similar no que tange a altera¢des dos
compostos ao longo do tempo da estabilidade (Tabela 12), bem como n&o influenciou

sua atividade antioxidante final (Tabela 15).

Tabela 16. Determinacao da umidade dos frutos secos de R. idaeus e R. fruticosus incubados
a 40°C e 75%UR ao longo de 180 dias.

Umidade (%)

T0 T45 T90 T135 T180
F (DV) 15,00+2,86 13,58+0,29 13,12+3,11 13,21+0,62  12,79+3,36
1 (DV) 12,57+0,33° 17,55+0,54%° 18,230,082 17,20+0,28* 19,22+0,22°

Dados expressos em média + desvio padrdo. Analise de comparagédo de média realizada por
ANOVA de uma via e teste post hoc de Tukey para cada linha. Estatisticas rodadas no programa
Prisma considerando p<0,05.

5.2.2.6. Exame sensorial

Além dos demais ensaios, a identidade e qualidade de um material vegetal
devem ser estabelecidas mediante detalhado exame visual e macroscépico, onde o
material vegetal € comparado com matéria-prima de referéncia, laudo do fornecedor
ou material respaldado de referéncia. A amostra que nao for semelhante em cor,
consisténcia e odor deve ser descartada por ndo apresentar os requisitos minimos
especificados nas monografias (BRASIL, 2024). Dentre os ensaios de exame
sensorial, foram realizados a identificacdo por cor e odor de todos os infusos e das
drogas vegetais (Tabelas 17 e 18) e a andlise de sabor dos infusos (Tabela 19). Estes
ensaios foram realizados em todos os tempos da estabilidade afim de observar

possiveis alteracdes macroscoépicas.
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Com o passar do tempo de incubagdo a 40°C e 75%UR, foi notavel as
alteragdes sensoriais tanto nas drogas vegetais que foram submetidas a camara
climatica, quanto nos produtos gerados, as infusdes. Foi observado a perda de cor
(Tabela 17 e Figura 10) e aroma (Tabela 18 e Figura 10) para as infusdes e drogas
vegetais. Quando comparados as drogas vegetais nos tempos iniciais e finais, a cor
foi alterada de roxo para preto na amora e avermelhado para marrom escuro na
framboesa.

Nas infusdes, a cor de todas as foi classificada como tons de rosa no tempo
inicial, sofrendo alteragdes ao longo dos meses até chegar em tons de marrom apos
0s seis meses da estabilidade. Em relagdo aos seus odores, nos tempos iniciais eram
marcantes e caracteristicos das frutas amora e framboesa, sendo possivel identificar
as espécies vegetais secas pelo aroma, diferente das infusdes, que néo foi possivel
diferencia-las pelo cheiro, mas a caracteristica de fortemente aromatico permaneceu
para todos os infusos.

Apods 90 dias na camara climatica, tanto as drogas vegetais como as infusdes
perderam consideravelmente seus aromas, sendo as drogas vegetais caracterizadas
como aroma distinto e quando realizadas as infusdes apresentaram carater aromatico,
mas diferente dos tempos iniciais. Nos dois ultimos tempos, os aromas em geral foram
classificados como fracos, pois foi observado dificuldade em senti-los. Corroborando
com o achado, é comum que drogas vegetais percam seu aroma ao longo do tempo
em razao da degradacgéo de seus compostos volateis (EMBRAPA, 2010).

Em relagao ao sabor das infusdes de R. ideaus, R. fruticosus e suas misturas,
foi observado sabores caracteristicos das frutas, agradaveis e doces ao paladar nos
dois primeiros tempos de analise. No terceiro tempo, foi visto uma perca do sabor
doce e caracteristico das frutas e apés o quarto tempo foi sentido sabores levemente
amargos.

Apesar das fortes alteragdes observadas no exame sensorial ao longo da
estabilidade, a segurancga (Tabelas 13 e 14) foi mantida e a atividade antioxidante
(Tabela 15) foi potencializada, obtendo um resultado positivo no ensaio de
estabilidade. E cabivel um racional farmacotécnico para viabilizar essas infusées a
uma transposi¢cao em escala para fins comerciais, dotando-se de aditivos alimentares
autorizados para chas, como aromas e corantes (BRASIL, 2023).

Pensando em armazenamento caseiro, também € viavel seu armazenamento

e consumo durante um ano, sendo presente alteragdes sensoriais com o passar do
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tempo, como descrito acima, no entanto, compreendem mudancas aceitaveis ao

paladar adulto.

Tabela 17. Exame sensorial de cor dos frutos secos de R. idaeus e R. fruticosus incubados a
40°C e 75%UR ao longo de 180 dias e os infusos gerados a partir destas drogas vegetais.

COR
TO T45 T90 T135 T180
F Rosa Rosa claro Marrom claro Marrom claro Marrom escuro
| Rosa claro Marrom claro Marrom claro Marrom claro Marrom
Fi Rosa Marrom claro Marrom claro Marrom claro Marrom
F713 Rosa Marrom claro Marrom claro Marrom claro Marrom
F317 Rosa Marrom claro Marrom claro Marrom claro Marrom
F (DV) Roxo Roxo Marrom escuro Preto Preto

1 (DV) Avermelhado

Marrom escuro

Marrom escuro

Marrom escuro

Marrom escuro

Figura 10. Drogas vegetais e infusdes de R. ideaus e R. fruticosus

N

T180

Figura 10. Registro fotografico das drogas vegetais e infusées de R. ideaus (A) e R. fruticosus (B) ao
longo dos tempos da estabilidade.
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Tabela 18. Exame sensorial de odor dos infusos de R. idaeus e R. fruticosus em monodrogas
e combinados apds incubagado de suas drogas vegetais a 40°C e 75%UR ao longo de 180

dias.
ODOR
TO T45 T90 T135 T180
F Forte aromatico  Forte aromatico  Distinto aromatico Fraco Fraco
| Forte aromatico  Forte aromatico  Distinto aromatico Fraco Fraco
Fi Forte aromatico  Forte aromatico  Distinto aromatico Fraco Fraco
F713 Forte aromatico  Forte aromatico  Distinto aromatico Fraco Fraco
F317 Forte aromatico  Forte aromatico  Distinto aromatico Fraco Fraco
F (DV) Forte aromatico Forte aromatico Distinto Fraco Fraco
I (DV)  Forte aromatico  Forte aromatico Distinto Fraco Fraco

Tabela 19. Exame sensorial de sabor dos infusos de R. idaeus e R. fruticosus em monodrogas
e combinados apds incubagao de suas drogas vegetais a 40°C e 75%UR ao longo de 180

dias.

SABOR
TO T45 T90 T135 T180
Fracamente Fracamente Fracamente
F Doce Doce
doce amargo amargo
Fracamente Fracamente Fracamente
| Doce Doce
doce amargo amargo
Fracamente Fracamente Fracamente
Fl Doce Doce
doce amargo amargo
F713 Doce Doce Fracamente Fracamente Fracamente
doce amargo amargo
F317 Doce Doce Fracamente Fracamente Fracamente
doce amargo amargo
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5.2.3. CONCLUSAO

Este estudo foi pioneiro ao analisar a influéncia do tempo e temperatura sobre
as drogas vegetais e suas influéncias nas degradac¢des de compostos bioativos e
atividades antioxidantes de suas infusdes. Foi visto diferentes comportamentos dos
compostos bioativos, enquanto o acido galico e acido tanico aumentou com ao final
da estabilidade, o acido clorogénico foi degradado, influenciando na atividade
antioxidante encontrada, que aumentou para todas as amostras.

As infusbes se mostraram seguras a nivel microbiolégico, sem qualquer
contaminagao em nenhum tempo analisado. O exame sensorial apresentou diversas
alteracgdes ao longo dos tempos da estabilidade, no entanto, n&o foi considerado como
determinante para invalidar o seu consumo apds os 6 meses. Sendo, portanto,
considerado viavel ao consumo, podendo inclusive ser submetido a melhorias
farmacotécnicas para fins comerciais.

O estudo de estabilidade acelerado foi conclusivo como satisfatorio,
demonstrando que as drogas vegetais de R. ideaus e R. fruticosus mantiveram, até
melhoraram, o seu proposito antioxidante com qualidade e seguranga durante os seis
meses do estudo. Isso indica que essas drogas vegetais podem ser armazenadas em
temperatura ambiente por até um ano, desde que vedadas e ao abrigo do sol, para a
finalidade de realizar infus6es com beneficio antioxidante.

Esses achados abrem perspectivas para futuras investigacbes sobre a
aplicacao da R. fruticosus e R. ideaus como chas medicinais e possivel inclusdo na
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, bem como na aprovagao
dessas espécies vegetais pela ANVISA para uso como Suplementos alimentares
pelos seus notaveis conteudos de compostos fendlicos. Ademais, é interessante o
estudo de estabilidade dessas substancias a longo prazo e durante o processamento

industrial, dando continuidade aos resultados do presente estudo.
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6. CONCLUSAO FINAL

O presente estudo, de carater pioneiro, elucidou que a combinagdo das
infusdes de duas espécies de frutas vermelhas, amora e framboesa, ndo potencializa
suas atividades antioxidantes, sendo mais ativas em suas infusbes em monodroga,
contrapondo as alegagdes publicitarias sobre “chas de frutas vermelhas”. Em relagao
ao estudo de estabilidade, trata-se do primeiro estudo a analisar a influéncia do tempo
e temperatura sobre as drogas vegetais e suas influéncias nas degradagdes de
compostos bioativos e atividades antioxidantes de suas infusdes, tendo a estabilidade
resultante como satisfatoria.

A avaliacdo da atividade antioxidante confirmou que apenas a infusdo de
amora, R. fruticosus, apresentou efeito protetor contra os danos oxidativos causados
pelo peroxido de hidrogénio, enquanto todas as infusbes demonstraram atividade
antioxidante pela redugao na producéo do anion superoxido, sendo que a framboesa,
R. ideaus, se destacou. As combinacgdes, apesar de antioxidantes, ndo demonstraram
efeito em potencializar a atividade antioxidante, sendo menos ativas que as infusées
em monodrogas.

Todas as infusdes apresentaram atividade anti-inflamatéria, sendo capazes de
reduzir a produgao de 6xido nitrico, sendo que framboesa apresentou maior atividade
em todas as concentracbes testadas. As infusbes em monodrogas, amora e
framboesa, também tiveram maior impacto sobre a reducéo da expressao da citocina
IL-1, sendo que neste método a amora apresentou melhor efeito anti-inflamataério.

O estudo de estabilidade acelerado foi conclusivo como satisfatério,
demonstrando que as drogas vegetais de R. ideaus e R. fruticosus apresentaram
expressiva atividade antioxidante, cumprindo seu propdsito, com qualidade e
seguranga durante os seis meses do estudo. Isso indica que essas drogas vegetais
podem ser armazenadas em temperatura ambiente por até um ano, desde que
vedadas e ao abrigo do sol, para a finalidade de realizar infusbes com beneficio
antioxidante.

Esses achados abrem perspectivas para futuras investigacbes sobre a
aplicacao da R. fruticosus e R. ideaus como chas medicinais, incluindo investigagdes
em modelos in vivo e ensaios clinicos. Ademais, considerando o uso popular dessas
infusdes e seu potencial funcional, pesquisas futuras poderiam avaliar a inclusao

destas espécies na Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, bem como
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a aprovagao dessas especies vegetais pela ANVISA para uso como Suplementos
alimentares pelos seus notaveis conteudos de compostos fendlicos.

Além disso, é interessante a realizacdo de estudo de estabilidade dessas
substancias a longo prazo e durante o processamento industrial, dando continuidade
aos resultados do presente estudo, bem como avaliagcdo da biodisponibilidade dos
compostos bioativos e a possivel implementagcdo dessas espécies em estratégias

terapéuticas antioxidantes e anti-inflamatérias.
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7. MATERIAIS SUPLEMENTARES

7.1. LAUDOS DOS FRUTOS

i Cadigo
%‘II FICHA TECNICA DE PRODUTO -
DAMFT-FOR 01

TITULD: AMORA IQF

1. DESCRIGAD
Amoras inbeiras congeladas, oblidas a parfir de frutas selecionadas:

= Ingredientes: Amora preta (Rubus futicosys)

2. ESPECIFICAGOES

- Sensoriais:

Parimetros Especificagies
or Caraclenslico.
Odar Caracteristico, livee de adores asiranhos.
Sabor Caracteristico, sem sabores estranhos.
Azpeclo Congelada inteira I0F.
- Defaitos:

Parametros Especificagies
Cabos, talo Max. 15 unidades a cada 12 kg
Deformidades (ponlos prelos, podrddo, dancs M. 1%
causados pelo sol, etc) -
Falha, grama, flores Max. 1 unidade a cada 12 kg
Maleriars esiranhos faes como: madeira, plistics,
mylon, areia, lama, ingetos, ragmentos de insetos, | Ausents
cabelo, larvas, pedras, el

- Fisico-Quimicos:
Parametros de liberacio Especificagies CA Metodos
B (2000 Min. 7.5 ) DM 0 LB 58
pH Th-33 x DM 10 LB 74
Acidez [ml NaOH 01N / 10g] 9-30 x OM 1D LB 4
Acidez (% Acado citren) b5-20 x DM 10 LB D4
- Microbisldgicos:
Parametros de liberacio Especificagies CA Metodos
E. ool <10 UFCh X DM 10 LB 53
Salmanaila 5p Aisenta/?5g X DM 10 LB BS
Fonter IM 161 de 2022 (lkem 1B).
‘CA: Certificado de andlise — laudo em bodo lode.
DE HARCHI
Responsdveis: Rubricas: Data aprovaciio I1ATHIZS
Elaboracio: | Roberta Celestrino 1 Versio 15
Aprovagho: | ] De Marchi Migueletio Data verso 21/11/2022
Aprovagio: | Jussara archi Migquele anierior 2 22
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Pigina Cidigo

TITULO: | AMORA IQF i DMFT-F08 01

3. EMBALAGEM

Cadigos internos Embalagem
104100121 300 g - Saco de polietienc em calxa de papelao com 6 kg
101122412 450 g - Cumbucas de plashcn em caia de papeldo com 4.5 kg
101122242 1,02 kg - Saco de polietilenc am cabia de papelo com 10.2 kg
10112231 12 kg - Saco de pobatilano am cabia de papeko

4. ROTULAGEM

o rdtulo do produto conslam as saquintes informacies: Nome do produto; dades do fabrcants (nome, endanaco, CHP.,
Tedefone); n® lote; validade; peso liquido; condipbes de armazenagem.

- Para a embalagern 300g incluir: Produzido & embalado per Fragohe Produtos Alimenticios Lida. Comarcializado por De
Marchi ind. & Com. De Frutas Lida.

5. TRANSPORTE

Deverad ser ransponado em camnhdo refigerado, fechads, ao abrigo de chuva @ posira, prolegido de farma adequada que
garania a integridade do produto & sem a presenca de oufros materials gue possam contamind-lo com substancias
estranhas. Em nenhum momento durante a distibulcio a lemperatura deve ser masor gue -15°C, conforme [eqisiacao
vigente,

6. ARMAZEMAGEM
Deve ser armazenado em embalagem fechada, em cimara fria com temperalura controlada ideal de -18°C (-16°C a -20°C)
erm local livee de supdades, prolegido da luz e do ataque de inselos e roedores.

7. PRAZO DE VALIDADE
2 anos, manlidas as condicbes de amarenagenm.

8. INFORMAGAO NUTRICIONAL

INFORMAGAD NUTRICIONAL
Porgao: 10049
100g | “evD" |

Valor energébco (keal) 43 2
Carboidratos iotais (g) 96 3

Aglcares tatals (g) 0.6

Aclicares adesanades (g) ] 0
Profeinas (g) 14 3
Gorduras lotaes g 05 1

Garduras saturadas {g) ] 1]

Garduras trans (g 1]
Fibra abmentar (q) 5.3 21
Sidin {mg) 1 0
"Parceniual de valores didnos lomedados pala porcao.

9. REGISTRO NO MINISTERIO DA SAUDE
Esse produlo & Banlo de regletro confarme legislacio vigente da Agénci Nacional de Viglanaa Sanitaa.

DE HARCHI

COPLA HAO

COMTROLADA
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] Ciligo
%ﬂ FICHA TECNICA DE PRODUTO
DMFT-F36 01

TITULO: FRAMBOESA IQF

1. DESCRICAD
Framboesas inferas congeladas, obidas a parir de frules selecionadas.

ingredientes: Framboesa (Rubus idasus)

2. ESPECIFICAGOES

Sensoriais:
Pardmetros Especificagies
Lar Caractarishco.
Cidar Caracterizsdico, Iwme de odores estanhos
Sabor Caractenisico, sem sabores esranhos
ASDECID Longelao.
Defeitos:
Pardmetros Especiflicaphes
Blocados, albinas, crumile | quebradas, fuins passados Max 5%

Deformidades (pontos pretos, podniddo, danos causadas Max 1%
pedn s0l, danos causados por inselos, &ic)
Folha, caules, ate. Max 3 unidades a cada 12 kg

[=rama, fiores, semenies Max. 1 unidade 3 cada 12 kg
Materigis estranhos tais coma: madeira, plastico, nylon,
areia, lama, insetos, fregmentos de insstps, cabelo, laves, | Ausente

paidras, etc
Fisico-Cuimicos:
Parimetros de liberacio Especificagfies CA Métodos
e [20°C) =13 X Dl 10 LB 54
pH 27-34 X Dl 10 LA T4
Acidez (ml NaOH 0.1H [ 10g) 2 X DA 10 LA 04
ACiez | % acdo cilnca| 14-24 X LI 10 L2 e
Microbiolégicos:
Parimetros de libe racio Especificaphes CA Miétodos
E. col < 10 UFCig % Dl 10 LB 53
Salmanals sp Alsenteliog X Lt |01 LB 86

Fanle: M 161 d= 2033 [li=m 1B
SCA: Cariicadn de andlise — Budo pm nda ke

|i.|.'iFn‘.lI1$i:l'n.'l!l-! Rubmricas: [Dala sprovacio 2071 10X u
Elaboracia: | Roberla Celestnno . | Yersio 16

- [Bala versio

I o Bllare b K ol L 2 T ]
Aprovacio: | Jussara [e March Miqueletto . [N Rl e
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_— . . Pigina Cidigo
TITULD: | FRAMBOESA IQF 373 DMFT-F36 01

3. EMBALAGEM

Chdigos infernos Emibalagem
101128712 4507 - Cumbucas de plastico em caixa de papelbo com 4.5 kg
104128713 450q — Cumbucas de pléstico em caixa de papel@c com 5.4 kg
101128792 1,02 kg — Saco de polelano em caixa de papeldo com 102 kg
0T FAT23 1,2 kg - Saco oe poletleno em caixa de papelso com 10,8 kY

4. ROTULAGEM

Wi ritulo do produio constam 85 seguinies infomanbes:

Mome do produte; dades do fabricante {nome, enderega, CHIPY, telefona); informagio nutncional; n® lote; validade; peso
liquido; ingredientes; condicies de armazenapam.

5. TRANSFORTE

Dewerd ser trensporiado em caminfido refrigerado, fechado, @0 sbrgo de chuva & poeirs, prolegido de forma adequada que
garants a integndade do produto & sam & presenca de outros matenais que possam conieming-lo com substincias
gsiranhas. Em nenhwm momento durants 8 distribuigBo a femperabura deve sar maior qua -15°C, conforme legislagan
vigenka,

6. ARMAZEMNAGEM
Dewve ser ermazenado am embalagem fechada, em cdmara fria com temperatura ideal controlada a -18°C (-16°C a -20°C)
em local Ivee de sujdades, protegide da luz & do alaque de insebos & rosdores.

7. PRAZO DE VALIDADE
2 gmios, mantidss as condighes de armarenagem.

B. INFORMACAD NUTRICIOMAL

Porgo: 100 g ]
100g VD
\alor enargédco (keall 52 3
Carbaidrabas lodais {g) 12 4
Apicares iotais (g) 42
Aplcares adinonados () ] i
Profeinas (g) 12 2
(30Muras miEs (g) T3 i
Lsorduras saturadss [g) ] i
Lsorduras frars i) i]
Fibra almentar |g) B 24
Sodio jmg) 1 ]
*Percentual de valores disrios fomeddos pela porgso.

8. REGISTRO NO MINISTERIO DA SAUDE
E=ze produto & isenlo de registre conforme |egislacdo vigents da Agéncia Madonal de Vigilincie Saniténa.
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