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RESUMO

A framboesa (Rubus idaeus L.) ¢ um alimento funcional visto que apresenta elementos em sua
composi¢do que demonstram caracteristicas nutricionais, principalmente os compostos
fenolicos e antocianinas. Este trabalho teve como objetivo analisar, através do método de Folin-
Ciocalteu e Fast Blue BB, o teor de compostos fenolicos totais; quantificar o teor das
antocianinas monomeéricas totais por meio de ensaio de pH diferencial, além de também avaliar
as atividades antioxidante e anti-herpética (HSV-1) dos frutos de framboesa, utilizando o ensaio
de radical DPPH e de sulforrodamina B e reducdo de placas de lise, respectivamente. Os
resultados obtidos para o teor de compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteu foi de
12,17 mg de equivalente de &cido galico por grama de fruto fresco, enquanto que pelo ensaio
de FBBB foi de 2,91 mg de equivalente de 4cido galico por grama de fruto fresco. O teor de
antocianinas monoméricas totais foi de 0,25mg.g’'/100g FF. A capacidade de captagio de
radicais livres pelo método de DPPH foi de 0,89 mg/mL. A possivel relagao entre a capacidade
de captacao de radicais livres com o teor de compostos fendlicos e de antocianinas monoméricas
totais foirealizada através da correlagdo de Pearson. O resultado obtido sugere que a capacidade
de neutralizar radicais livres provém dos compostos fenolicos e nao das antocianinas. O ensaio
de citotoxicidade mostrou um valor de concentragdo necessaria para diminuir em 50% a
viabilidade celular (CCso) maior que 2500 pg/mL, o que indica baixa citoxicidade, enquanto o
ensaio de atividade anti-HSV-1 apresentou um valor de concentragao necessaria para inibir 50%

da infecgao viral (Clso) maior que 250,0 ug/mL, ou seja, uma baixa atividade anti-herpética.

Palavras-chave: Framboesa. Rubus idaeus L. Compostos fenodlicos. Antocianinas. Folin-
Ciocalteu. Fast Blue BB. pH Diferencial. DPPH. Herpes virus. Citotoxicidade. Sulforrodamina
B
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais na medicina ainda é muito presente, visto que mais de 50%
de todos os medicamentos aprovados pela agéncia reguladora americana FDA s3o derivados,
direta ou indiretamente de plantas ou animais. Entre estes podem ser citados morfina, efedrina,
digoxina, vincristina, entre outros (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Outro foco importante que envolve os produtos naturais € a alimentagao, visto que mais
valor tem sido dado aos alimentos na preven¢do de doengas e promocado a saude. A relagao
entre alimentacdo e saude tem instigado pesquisas buscando descobrir os principais
componentes responsaveis nesses processos (YILDIZ; EYDURAN, 2009; KAUR; DAS,
2011).

Neste contexto estdao inseridos os frutos vermelhos, que sdo consumidos e apreciados
por uma grande parcela da populacdo mundial devido a sua coloracdo, sabor e textura. Estes
frutos sdo considerados alimentos que trazem beneficios a saide humana por causa de seus
componentes quimicos, majoritariamente constituidos por compostos fendlicos, na forma de
acidos fenolicos, proantocianidinas, flavonoides e antocianinas (BENVENUTI et al., 2004),
sendo esses ultimos responsaveis pela coloragdo avermelhada, azul ou roxa dos frutos (YILDIZ;
EYDURAN, 2009; FIDRIANNY; SYIFA; INSANU, 2019).

Classificadas quimicamente como compostos fenolicos, as antocianinas estio inseridas
no subgrupo dos flavonoides, sendo representada por sua aglicona, denominada de
antocianidina. Todavia, nas plantas estes compostos ocorrem normalmente na forma de
heterosideos, devido a baixa estabilidade que a forma livre apresenta. As antocianidinas sao
derivadas de um nucleo denominado 2-fenilbenzopirilio (CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009; HE; GIUSTI, 2010).

Figura 1 Nucleo fundamental e principais

.. R1 R2
antoclaninas
Delfinidina OH OH
Ry Cianidina OH H
‘ e Petunidina ~ OCH3  OH
Ho o) idi
SN R, Peonidina OCH3 OH
= Malvidina OCH3 OCH3
OH
Pelargonidina H H
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(Fonte: PASCUAL-TERESA; SANCHEZ-BALLEST, 2008)

Além de dar a coloracdo caracteristica aos frutos vermelhos, as antocianinas apresentam
atividade antioxidante (TENG et al.,2017; VIZZOTTO et al., 2012; ZHAO et al,, 2013) e
antiviral (SILVA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2018).

Dentre os frutos vermelhos ricos em antocianinas esta a framboesa (Rubus idaeus)
pertencente a familia Rosaceae, que possui mais de 740 espécies (DAUBENY, 1996). A
framboesa é um fruto de coloragdao avermelhada com um sabor doce-acido e de aroma marcante
(BRASIL, 2004).

Introduzida no Brasil em Campos do Jordao, SP, o inicio da cultura da framboesa ndo
tem data precisa. A sensibilidade da planta e frutos ao clima, em especial a umidade e
temperatura baixa em grande parte do ano, torna o cultivo limitado para as regides de cultivo.
Os principais produtores de framboesa no Brasil sdo os estados do Rio Grande do Sul, Sdo
Paulo e Minas Gerais, sendo a area estimada em cerca de 40 hectares (PAGOT; HOFFMANN,
2002).

Com base nos dados apresentados, o objetivo deste trabalho foi realizar a investigacao
da composi¢ao quimica e a avaliacdo in vitro das atividades antioxidante e anti-herpética de

extratos de frutos de framboesa.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ALIMENTO FUNCIONAL

A relacdo direta entre dieta e saude ¢ assunto crescente nas ultimas décadas, visto que a
alimentacdo vem se mostrando um relevante fator na prevencao de certas doengas, fato que
pode ser justificado pela capacidade de modular diversas fungdes metabdlicas que os alimentos
possuem para a manutengdo da saide e diminuicao do risco de morbidades (PADILHA;
PINHEIRO, 2004; STANIMIROVIC et al., 2016).

Os alimentos conhecidos como alimentos funcionais, nutracéuticos ou alimentos
planejados, sdo alimentos que fazem parte da dieta cotidiana do individuo, ndo sendo algo
destinado para o tratamento ou cura de qualquer patologia, mas devem possuir também alguma
acdo metabolica ou fisioldgica que colabore para a satde fisica, diminuigdo de morbidades
crOnicas e exercer efeitos positivos quando ingerido em quantidades ndo toxicas, persistindo
também apos a suspensdo de seu consumo (BORGES et al., 2010; SILVA, DA; BARREIRA;
OLIVEIRA, 2016).



13

2.2. FRAMBOESA

2.2.1. Aspectos botanicos e fisiolégicos

Pertencente a familia Rosaceae, do género Rubus, a framboeseira ¢ uma espécie
herbacea subdividida em mais de dez diferentes subgéneros, sendo o género Idaeobatus
encontrado ao redor do planeta. Além disso, a framboeseira possui caracteristica perene e
bianual (VALDIVIESSO et al., 2017).

Com seu cultivo ocorrendo em regides de baixa temperatura ou de verdes brandos
(MARO et al., 2007), regides temperadas da Europa, Asia e America do Norte sdo os principais
locais de ocorréncia das framboeseiras (MAZZA; MINATTI, 1993). As regides brasileiras onde
o cultivo foi introduzido pertencem, em sua maioria, ao Sudeste do pais, embora o Rio Grande
do Sul seja um dos principais produtores dos frutos no Brasil, juntamente com Sao Paulo e
Minas Gerais (PAGOT, 2002). Em Santa Catarina, ocorre o cultivo organico de frutos de
framboesa na cidade de Urubici (FRUTAFINA, 2019). O plantio das mudas ocorre através de
um sistema chamado espaldeira simples, no qual se utiliza um fio ao qual ¢ amarrado o ramo
principal de cada planta (Figura 2). A frutificagdo ocorre apds cerca de um ano e meio de
cultivo, usualmente realizado em setembro, sendo novembro, dezembro e abril os melhores

meses para realizar a colheita (MATHIAS, 2015).

Figura 2 Framboeseiras

(Fonte: RASEIRA et al., 2004)
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A produgdo de frutos de framboesa (Figura 3) ¢ destinada ao mercado na forma fresca
e também para a industria na forma de congelacdo/transformagdo. A colheita destinada para o
consumo na forma fresca ¢ realizada de forma manual, com o intuito de preservar as
caracteristicas visuais e a integridade do fruto. Ja para a produgdo destinada a industria, a
colheita mecanica possui maior interesse comercial por reduzir os custos de producdo

(BARROTE, 2013).

Figura 3 Framboesas

(Fonte: LUDWIG et al., 2015)

2.2.2. Aspectos nutricionais

A framboesa contém alto teor de 4gua e, em cada 100g do fruto, ¢ possivel encontrar até
2,0 mg de manganés, 30 mg de calcio, 22 mg de fosforo e 225 mg de potassio (ANCOS, DE;
GONZALEZ; CANO, 2000; NILE; PARK, 2014). Possui também um alto teor de vitaminas C
e E, sendo descritos também vitamina B6, riboflavina, tiamina, vitaminas A ¢ K em menores

teores (USDA, 2011).

2.3. METABOLITOS SECUNDARIOS

Qualquer substancia que as plantas produzem e que ndo sdo essenciais para a sua
sobrevivéncia se enquadram como metabdlitos secundarios, sendo a fungdo atribuida a estes
compostos a de propiciar vantagens as espécies que os produzem (BRITT; AMANDEEP;
INDIKA, 2016). Os metabolitos mais encontrados nos frutos de Rubus idaeus L. sdo compostos
fendlicos pertencentes as classes dos flavonoides e taninos, majoritariamente ocorrendo a
presenca de antocininas e, em menores quantidades, os flavonois (BEEKWILDER; HALL;
VOS, DE, 2005).
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2.3.1. Compostos Fendlicos

A classificagdo dos compostos fendlicos deriva principalmente de suas estruturas
quimicas, podendo variar desde 4cidos fendlicos simples, até compostos polifenolicos, como
taninos hidrolisaveis e condensados (BRAVO, 1998). Uma caracteristica comum a estes
compostos € a de possuir pelo menos um anel aromatico hidroxilado, mas que podem conter
outros constituintes na sua estrutura, tais como agticares ou acidos organicos (AABY et al,,
2005).

Os compostos fendlicos possuem atividade funcional antioxidante (NILE; PARK,
2014), mas também ha descrigdes de atividade anticincer (CHOUNDHARY et al., 2015), anti-
inflamatoéria (FANG, 2015), e antiviral contra norovirus murino (SEO et al, 2016),

chikungunya (LANI et al., 2016) e dengue virus (ZANDI et al., 2011).

2.3.2. Flavonoides

Com estrutura formada por quinze dtomos de carbono com dois aneis aromaticos, na
disposicao Ce-C3-Cs, 0s flavonoides sao os compostos fendlicos com maior presenga nos frutos
vermelhos (ANGELO, JORGE, 2007). De acordo com o estado de oxidacao do anel central, os
flavonois sdo subcategorizados em antocianinas, flavonois, flavonas, flavanonas e
isoflavonoides. Nos frutos vermelhos e, em especial nos frutos de Rubus idaeus L., as

antocianinas estdao em maiores concentragdes e sdo responsaveis por sua coloracao vermelha

vibrante (RIO, DEL; BORGES; CROZIER. 2010).

2.3.3. Antocianinas

A palavra antocianina vem do grego ‘anthos’, que significa flor, e ‘kyanos’ que significa
azul. A coloracao de flores e frutos que apresentam estas substancias tem a fungdo de atrair
polinizadores e animais dispersores de sementes (WILSON; WHELEN, 1990). Outra fungao
atribuida as antocianinas ¢ a de defesa contra agressdes do meio externo, tais como, infecgdes
e radiagdo UV, por exemplo (HAKKINEN, 2000).

Os niveis de antocianinas na framboesa aumentam de acordo com a maturidade, embora
a capacidade antioxidante maxima desses frutos ocorra no comego de seu amadurecimento
(MANGANARIS et al., 2014), sendo que a média dos teores de antocianinas totais na
framboesa ¢ de 200 a 300mg por 100g de fruto fresco (BEEKWILDER et al., 2005).
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2.3.3.1. Caracteristicas quimicas

As antocianinas sdo glicosideos polihidroxilados ou polimetoxilados derivados do 2-
fenil-1-benzopirilio ou dos sais de flavilio (KONG et al., 2003). A cadeia estrutural da cianidina
¢ constituida por uma estrutura basica denominada antocianidina, que ¢ composta por um anel
aromatico ligado a um anel heterociclico constituido por um oxigénio, o qual também ¢ ligado
a outro anel aromatico por uma ligacdo carbono-carbono (Figura 4) (KONCZAK; ZHANG,
2004). Quando a antocianidina se liga a uma por¢do de agtcar, tal estrutura se torna uma
antocianina (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Os aglicares mais comuns sdo: glicose,
galactose, ramnose e arabinose (CLIFFORD; SCARLBERT, 2000).

Figura 4 Estrutura geral das antocianinas

Ry
OH

HO o’
‘ X R,
T
OH

(Fonte: (PASCUAL-TERESA; SANCHEZ-BALLEST, 2008)

Ja foram reportados mais de 540 tipos diferentes de antocianinas, diferindo entre si pelo
namero de hidroxilacdes, pela natureza e pelo nimero de actcares ligados em sua estrutura,
tanto pela cadeia alifatica quanto pela cadeia aromatica carboxilada ligada aos aglcares e na
posicao dessas ligacdes (KONG et al., 2003).

Quanto as antocianidinas, hd a notificacdo de mais de 20 tipos diferentes, sendo a
perlagonidina, peonidina, cianidina, malvidina, petunidina e delfinidina as mais comuns em
plantas vasculares (CLIFFORD, 2000). A delfinidina, cianidina e perlagonidina sdo derivadas
de antocianinas ndo metiladas (DEY, HARBORNE, 1993) e encontradas majoritariamente em
folhas pigmentadas, seguidas por frutos e, por fim, em flores (KONG et al., 2003).

A cianidina e perlagonidina s3o encontrados de forma majoritaria na framboesa

(MEJIA-MEZA et al., 2010). Ha trés possiveis classificagdes de frutos ricos em antocianinas:
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o grupo perlagonidina, grupo cianidina/peonidina e grupo das multiplas antocianinas. Essa
classificacdo ¢ utilizada para melhorar o entendimento do processo de absor¢do e metabolizagdo
das antocianinas, bem como o entendimento dos efeitos benéficos de diferentes frutos (FANG,
2015). A framboesa, de acordo com esta classificacdo, estd enquadrada no grupo

cianidina/peonidina (JAKOBEK et al., 2007).

2.3.3.2. Estabilidade e pH

As antocianinas sdo moléculas muito sensiveis e altamente instaveis quando isoladas,
tornando-as propicias a degradacdo. Sua estabilidade ¢ influenciada por inimeras razdes, como
pH, luz, oxigénio, temperatura, entre outros (REIN, 2005). Em meio neutro, os derivados
monoglicosideos e diglicosideos sao mais estaveis do que as agliconas, ja que a presenca de
acticar evita a degradacdo dos intermediarios instaveis em acidos fendlicos e aldeidos
(FLESCHHUT et al., 2006). Por sua baixa estabilidade em meio aquoso de pH acima de 2,0, o
uso da antocianina ainda é restrito nas industrias cosméticas e de alimentos (FALCAO et al.,
2003).

Diferente dos demais flavonoides, as antocianinas sdo capazes de se rearranjarem
estruturalmente em fungdo do pH no meio em que se encontram (HEREDIA et al., 1998). A
coloragdo vermelha da antocianina vem de origem da sua forma ionica, o cation flavilio, que
ocorre em pH 1. A base quinoidal ¢ predominante em meio com pH 2 — 4, ja em meios com pH
entre 5 — 6, identifica-se uma pseudobase carbinol e uma chalcona, ambas sem coloragdo

(Figura 5) (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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Figura 5 Antocianinas em equilibrio

-H,0 || +H,0

Carbinol Chalcona

pH=4-6

(Fonte: CASTANEDA-OVANDO et al., 2009)

2.4. ATIVIDADES BIOLOGICAS

As antocianinas desempenham um papel importante entre os compostos bioativos da
dieta, reduzindo significativamente a gordura corporal acumulada e a concentragdao de glicose
do plasma quando induzidas por uma alimentagdo rica em gordura (TSUDA et al., 2003).
Diversos trabalhos mostram que as antocianinas sao capazes de reduzir a resisténcia a insulina
em pacientes portadores de diabetes e possuem também efeitos frente a obesidade (AZZINI;
GIACOMETTI; RUSSO, 2017; BELWAL et al., 2017).

Além dessas propriedades, também foi evidenciado que o uso das antocianinas podem
previnir ou reverter parcialmente doencas no sistema cardiovascular, como a hipertensao,
aterosclerose, hipercolesterolemia e agregacdo plaquetaria (SERBAN et al., 2015). Em estudos
com animais, a dieta rica em antocianinas resultou numa diminui¢ao da circulacao de radicais
livres no plasma dos animais (BAGCHI et al, 2006). Segundo os autores, o potencial
antioxidante das antocianinas vem de sua capacidade de doar elétrons ou atomos de hidrogénio

do radical hidroxila para os radicais livres.
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2.4.1. Estresse oxidativo

O oxigénio tem papel essencial para a execucdo das funcdes celulares, como a producao
de energia por exemplo (KOHEN; NYSKA, 2002). No interior da célula, aproximadamente
20% do oxigénio ¢ reduzido, sendo que uma fra¢ao desse apresenta um elétron desemparelhado,
denominado radical livre ou também, espécie reativa de oxigénio (FRIEDMAN, 2011).

O equilibrio entre a producgdo de radicais livres e os mecanismos de defesa antioxidante
¢ fundamental para a prote¢do das células. Quando ha um desvio para o acumulo de radicais
livres, devido a alguma descompensagdo na produgdo de agentes antioxidantes, ha o potencial
de dano celular derivados dessas espécies reativas de oxigénio e ¢ denominado estresse
oxidativo, podendo aumentar a medida que as células antioxidantes se tornam incapazes de
neutraliza-los (STOCKER; KEANEY, 2004; VIGNINI, 2011). O excesso de radicais livres
lesiona o tecido de células normais pela destruicdo de lipideos, proteinas, DNA e acidos
nucléicos, gerando moléculas reativas secundarias que podem levar a necrose da regido afetada
(PALMIERI; SBLENDORIO, 2007).

Constituintes majoritarios da framboesa, as antocianinas sdo moléculas que se
oxidam facilmente através da doagdo de um atomo de hidrogénio para os radicais livres, dado
que sugere que o consumo de framboesa ou de outros frutos ricos em antocianinas, podem
auxiliar na protecao contra os efeitos degenerativos e de doengas cronicas causadas pelo estresse
oxidativo (HEINONEN; MEYER; FRANKEL, 1998; PEREIRA et al., 2014).

Diversas publicagdes analisam o efeito benéfico causado pela composi¢do quimica
de frutos vermelhos, utilizando para isso métodos distintos, como o método de radical livre
DDPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), o método de reducdo do ferro (FRAP), o método de
captura do radical 2,2’- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico) (ABTS) e o método
de absor¢do dos radicais oxigenados (ORAC), por exemplo (FREDES et al., 2014; LIN, 2000;
VAN DEN BERG et al., 1999; WANG; SHIOW).

24.1.1. DPPH

O DPPH ¢ um método que avalia a atividade de captagdo de radicais livres de
distintas plantas e frutos através da reducdo do radical estavel, o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) pelo composto que estd sendo analisado. A medida que ocorre a reducdo do radical
gerado, hd uma diminui¢do na absorbancia da amostra, sendo o resultado avaliado através do

monitoramento das absorbancias medidas (BRAND-WILLIANS; CUVELIER; BERSET,
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1995).

Trabalhos prévios que utilizaram essa técnica para estudar o perfil antioxidante de frutos
vermelhos, obtiveram resultados significativos. Ensaios realizados por Bowen-Forbes (2010)
para determinar a caracterizagdo quimica e o poder antioxidante de sete diferentes cultivares de
framboesa através do método de DPPH. Os ensaios indicaram valores entre 304,5 —351,3 umol
Trolox equivalente/grama (umol TE/g). Outro trabalho, utilizando amoras, obteve um resultado
de 147,7 umol TE/100g de fruto. Ambos os trabalhos obtiveram resultados que demonstraram
a relacdo direta do teor de antocianinas com o poder de captagdo de radicais livres (BOWEN-

FORBES; ZHANG; NAIR, 2010; GOUVEIA-FIGUEIRA; CASTILHO, 2010).

2.5. Herpes Simples Virus (HSV)

Infec¢des virais apresentam relevancia no cendrio das doengas infeccioas, destacando-
se as causadas pelos virus herpéticos. Responsaveis pelas infec¢des de cerca de 60 — 95% da
populacdo mundial adulta, estdo os Herpes Simples Virus tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2)
(BRADY; BERNSTEIN, 2004; ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2013). A soroprevaléncia do
HSV-1, em paises subdesenvolvidos, pode chegar a 100% da populagdo, enquanto que o HSV-
2 chega a atingir aproximadamente 80% em algumas regides da Africa (GELLER et al., 2012).

Geralmente o HSV-1 ¢ associado a infec¢oes orofaciais e o HSV-2 a infecgdes do trato
geniturinario. Contudo, esta distingdo anatdmica nao ¢ mais considerada tao rigida como antes
(STEINER; KENNEDY; PACHNER, 2007, MCALLISTER; SCHLEISS, 2014). Devido ao
tropismo especifico, o HSV-1 infecta predominantemente as membranas da mucosa ¢ pele da
regido orolabial; no entanto, nas ultimas décadas passou a ser visto com mais frequéncia na
genitalia, devido ao aumento do contato orogenital desprotegido. Apesar desse tropismo por
regides “acima e abaixo da cintura”, ndo existe um local especifico para cada tipo de HSV, ja
que ocorre frequentemente uma coinfeccdo (GARLAND; STEBEN, 2014). Além disso,
infeccdes oculares por HSV-1 sdo a principal causa de cegueira em paises desenvolvidos, com
episodios recorrentes de reativacdo viral levando a cicatrizes progressivas e opacidade da
cornea; o HSV-1 também causa encefalite e varias desordens do sistema nervoso periférico
(SCHUPPE et al., 2008; BELLO-MORALES et al., 2012). A laténcia viral, desenvolvimento
de resisténcia aos tratamentos disponiveis no mercado e o acometimento de pacientes
imunodeficientes, sdo caracteristicas de infec¢des herpéticas e limitam o sucesso do tratamento,
facilitando o agravamento dos sintomas (ROIZMAN; KNIPE; WHITLEY, 2007).

O hospedeiro natural do Herpes Simples Virus € o ser humano e sua transmissao requer

contato direto, necessitando haver uma porta de entrada para a infeccdo (FORSGREN;
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KLAPPER, 2009). A principal alternativa para o tratamento de infec¢des causadas pelos HSV-
1 e HSV-2 ¢ a utilizagdo de fArmacos como aciclovir e outros analagos de nucleosideos. Porém,
a busca por novos farmacos antivirais mais eficientes vem sendo necessaria devido ao
aparecimento de cepas virais resistentes aos medicamentos que ja existem no mercado
(ROTTINGHAUS; WHITLEY, 2007).

Devido a simplicidade estrutural dos virus e de sua dependéncia em relagdo as células
dos hospedeiros para sua replicacdo, ha relativa dificuldade no desenvolvimento de novos
farmacos antivirais que sejam de toxicidade seletiva para o virus sem que haja dano relevante
as células. Poucos sdo os estudos que avaliaram o potencial antiviral dos frutos vermelhos, um
exemplo foi realizado por Carvalho e colaboradores (2012) que detecaram atividade antiviral

para o extrato hidroetanolico de frutos de morango frente ao HSV-1.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a composicao fitoquimica e as atividades antioxidante e anti-herpética de extratos

de frutos de framboesa.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.  Avaliar o teor de fendlicos totais (Folin—Ciocalteu e Fast-Blue BB) e antocianinas

monomeéricas totais (pH diferencial) nos frutos de framboesa;

b.  Avaliar a capacidade antioxidante in vitro dos extratos de frutos framboesa pelo ensaio

colorimétrico com o radical DPPH;

c. Avaliar o perfil citotoxico dos extratos de frutos de framboesa pelo ensaio de

Sulforrodamina B;

d.  Avaliar o perfil antiherpético dos extratos de frutos de framboesa pelo ensaio de

inibicdo de formagao de placas de lise.
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4. JUSTIFICATIVA

O arsenal terapéutico para infec¢des virais compreende cerca de 50 fArmacos aprovados
oficialmente para uso clinico, sendo que metade deles ¢ utilizada para o tratamento das
infecgdes causadas pelo HIV. Os demais farmacos antivirais sdo utilizados contra os virus das
hepatites B e C, virus influenza, virus respiratorio sincicial e virus herpéticos, incluindo neste
ultimo grupo o virus da varicela zoster, o citomegalovirus e os HSV tipos 1 ¢ 2 (DE CLERCAQ,
2009a).

Os virus HSV-1 e HSV-2 (Herpes Simples Virus 1 e 2, respectivamente), sdo causadores
de infecgdes de mucosa e pele e tém sido considerados problemas de satide publica por
causarem infeccoes agudas e recorrentes. Atualmente, a escolha terapéutica ¢ restrita e ha
relatos de cepas resistentes ao tratamento de primeira escolha (aciclovir), o que dificulta o
manejo dessas infecgdes, tornando a busca por novos agentes antivirais necessaria e urgente
(WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

Segundo a literatura, inimeras espécies vegetais possuem constituintes quimicos, que
possuem capacidade de inibir o ciclo de replicagcdo de varios tipos de virus.

Neste contexto, os frutos vermelhos possuem diversos estudos demonstrando a sua
capacidade antiviral. Os frutos do género Rubus apresentam atividade antiviral frente ao
norovirus murino e ao virus influenza (LEE et al., 2016a; LEE et al., 2016b), enquanto frutos
do género Fragaria tém atividade contra o HSV-1 (CARVALHO, et al., 2012).

Considerando que ndo existem relatos de atividade antiviral de Rubus idaeus L., neste
trabalho foram avaliadas as atividades citotdxica, antioxidante € o potencial anti-herpético

frente ao HSV-1 do extrato de framboesa.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.  MATERIA PRIMA VEGETAL
Frutos de Rubus idaeus foram obtidos da EMBRAPA — Clima Temperado (Pelotas —

RS). O material foi armazenado a -20°C ao abrigo da luz.

5.2. PREPARACAO DOS EXTRATOS

Extrato de Rubus idaeus (framboesa) foi preparado em triplicata através da sonicagao
de 1g de fruto em 60 mL de metanol por 50 minutos em temperatura ambiente (23°C). O
extrato foi filtrado e entdo concentrado sob pressao reduzida. Posteriormente, o extrato foi

solubilizado em 4gua destilada, congelado e liofilizado (CHAVES et al., 2018).

5.3.  VIRUS E LINHAGEM CELULAR

Foi utilizada a linhagem celular VERO (Green African Monkey Kidney cells)
(ATCC:CCLS8]1) cultivada em Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM; Gibco, Carlsbad,
CA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF; Gibco, Carlsbad, CA). As culturas
celulares foram mantidas em temperatura de 37°C e 5% CO.. O HSV-1 (cepa KOS) (Faculty

of Pharmacy, University of Rennes, France) foi propagado em células VERO.

54. CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

O extrato foi quimicamente caracterizado quanto ao teor de fendlicos totais (Folin

Ciocalteau e Fast-Blue BB) e de antocianinas monoméricas totais (pH diferencial).

5.4.1. Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999).

O teor de fenodlicos totais (TFT) nos extratos foi realizado a partir da adi¢do de 0,125
mL de cada extrato a 0,5 mL de 4gua destilada e 0,125 mL do reagente de Folin- Ciocalteu.
Ap0s seis minutos, foram adicionados 1,25 mL de carbonato de sodio (Na;COs) a 7%, além de
1 mL de 4gua destilada. Apds reagdo de complexacao por 90 minutos, as absorbancias foram
medidas a 760 nm em espectrofotometro Lambda 25 UV/Vis, PerkinElmer®. O mesmo
procedimento descrito acima foi utilizado para construir a curva analitica, elaborada a partir
de solucdes metanodlicas de acido galico. As andlises foram realizadas em triplicata, e os

resultados expressos em miligramas de equivalentes de acido gélico por grama de fruto fresco



(mg EAG.g"' FF).
5.4.2. Fast Blue BB (MEDINA et al., 2011)

O TFT também foi determinado pela metodologia descrita por Medina (2011), que
consiste na reagdo direta entre o sal de diazonio Fast Blue BB e os compostos polifenolicos.
Para tal, foi adicionado, para cada 1 mL de extrato, 0,1 mL do reagente Fast Blue BB em
uma concentragao de 0,1%. As solugdes foram homogeneizadas por 1 minuto com posterior
adicao de 0,1 mL de NaOH 5%. Apds 90 min a temperatura ambiente as absorbancias foram
medidas a 420 nm em espectrofotometro Lambda 25 UV/Vis (PerkinElmer®). O mesmo
procedimento descrito acima foi utilizado para preparar uma curva analitica contendo seis
solu¢des metanolicas de acido galico. As andlises foram efetuadas em triplicata, e os
resultados expressos em miligramas de equivalentes de acido gélico por grama de fruto fresco

(mgEAG.g"! FF).

5.4.3. Me¢étodo pH diferencial (LEE et al., 2005)

O doseamento de antocianinas monoméricas totais foi realizado a partir da utilizacao
de duas solugdes tampao, das quais a primeira trata-se de uma solucao de cloreto de potassio
(0,025 M) em pH 1, e a segunda, uma solu¢do de acetato de sodio (0,4M) com pH 4,5. A
seguir, 5,0 mL de cada solugdo tampao foram adicionados a 0,5 mL da amostra. Apos 30
minutos da adi¢ao dos tampdes, a leitura foi realizada em dois comprimentos de onda (520 e
700 nm). Os resultados foram expressos em miligramas de antocianinas monoméricas totais
(AMT) por 100 gramas de fruto fresco, de acordo com seguintes equagdes:

A= (Agy — A700)pH1 — (Asz — A700)pH4,5 5
Onde A ¢é absorbancia, Asyo € absorbancia em 520nm e A7¢o ¢ a absorbancia em

700nm (LEE et al., 2005).
AxMMxFD
AMT = T X 100,
MM refere-se ao peso molecular do padrio utilizado para expressar os resultados; FD, o fator

de dilui¢do envolvido na analise; €, o coeficiente de absortividade molar; L ¢ o caminho

optico.

24
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5.5.  AVALIACAO DO POTENCIAL DE CAPTACAO DE RADICAIS LIVRES

5.5.1. Ensaio com o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (SANCHEZ-MORENO et
al., 1998)

A determinagdo do potencial de captagdo de radicais livres foi realizada por meio do
ensaio com o radical DPPH. Para isso, foram adicionados 100 pL de seis diferentes
concentragdes da amostra a 3,9 mL de uma solugdo metanolica de DPPH (60 uM). Apos 60
min, as absorbancias das amostras foram aferidas, a 515 nm, em espectrofotometro Lambda
25 UV/Vis, PerkinElmer®. Os resultados foram plotados como absorbancias versus
concentragdes das amostras, e por meio de analise de regressdo linear, foram obtidos os
valores de ECs, ou seja, a concentragdo necessaria capaz de reduzir em 50% a concentra¢do

1

inicial do radical DPPH, sendo os resultados expressos em mg.mL™". Como controle positivo

foi utilizado acido galico (Sigma-Aldrich). As andlises foram efetuadas em triplicata.

Figura 6 Representagdo estrutural da reducao do radical DPPH
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(Fonte: SANCHEZ-MORENO et al., 1998)

5.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

5.6.1. Ensaio de citotoxicidade (VICHAI; KIRTIKARA, 2006)

Células VERO foram cultivadas em uma placa de 96 pocos (2,5x10* células/poco) e
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expostas, apos 24h, a diferentes concentracdes de extrato por 48h. Apds periodo de tratamento,
as c¢lulas foram fixadas com écido tricloroacético 10% (TCA) em cada poco por uma hora. As
placas entdo foram lavadas com agua destilada para remover o TCA e em seguida, as células
foram coradas com solugdo acida de sulforrodamina B (SRB) por 30 minutos. A seguir, a placa
foi lavada com 4acido acético 1% para remover o corante ndo ligado as proteinas. A partir de
entdo, a SRB ligada as proteinas celulares foi dissolvida em uma solu¢do de Tris-Base 10mM
e a leitura das absorbancias foi realizada em 510nm em um espectrofotometro de microplacas
Spectra Max M2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

As absorbancias medidas para cada concentracdo de cada material-teste, foram
convertidos em porcentagens de viabilidade (X%), em relagdo ao controle celular, o qual foi

considerado 100% vidvel, por meio da seguinte formula, onde DO = Densidade Optica:

X% = Domaterial—testex 100

Docontrole celular

Em seguida, os percentuais calculados, referentes as diferentes concentracdes das
amostras, foram inseridos num gréafico e por meio de andlise de regressao ndo-linear foipossivel

calcular a concentracdo de cada amostra que reduziu a viabilidade celular em 50% (CCso).

5.6.2. Ensaio de inibicao da formacao de placas de lise (DE LOGU et al., 2000)

Células VERO  foram  cultivadas em  placas de 24  cavidades
(2,5 x 10° células/cavidade) e incubadas a 37°C, 5% de CO, até a confluéncia (24 h). Apos a
lavagem, as células foram infectadas com aproximadamente 100 UFP de HSV-1 por 1h a 37°C,
exceto nos controles celulares. Apds 1 h de adsorcao a 37°C e 5% COo, as células foram lavadas
com PBS e, entdo, foram adicionados 500 pL da solug¢do de carboximetilcelulose (CMC; Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) e MEM contendo diferentes concentracdes (diluigdes 1:2)
dos diferentes materiais-teste. Os controles virais e celulares receberam apenas 500 pL da
solucdo de dilui¢do das amostras e, as placas foram incubadas por 48 h, a 37°C e 5% de CO,.
Passado este periodo, o meio contendo o material-teste foi aspirado e as células foram coradas
com 200 pL de solucdo de preto de naftaleno (Sigma). Apds 40 min, a temperatura ambiente e
em agitador horizontal, o corante foi aspirado e as placas contadas através da visualizagdo em
microscopio estereoscopio. A porcentagem de inibi¢do da replicagdo viral de cada material-

teste, com relag@o aos controles virais, foi calculada através da seguinte formula:

N°de Placasmaterial—teste X 100)

% de inibi ~0=1—(
%) ¢a N°de Placas ontrote viral
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Em seguida, os percentuais calculados foram inseridos em um gréfico e, através da
analise de regressdao ndo-linear, foi possivel calcular os valores de Clso, ou seja, a concentracao
de cada amostra que inibe 50% a infecgdo viral. Os valores de Clso representam a média de trés
experimentos independentes + desvio padrio.

Com posse dos valores de CCso e Clso foi possivel calcular o indice de seletividade (IS)

de cada amostra em relacdo a cada cepa viral utilizada, através da seguinte formula:

_ CCs

IS =
Cls,

5.7.ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise de caracterizagdo quimica e atividade antioxidante, foi utilizada a estatistica
descritiva.

Os valores de CCso e Clso foram estimados por meio de curvas concentracao-resposta por
analise de regressao nao-linear.

Os experimentos foram realizados em triplicata ou duplicata e os resultados expressos como
a média dos experimentos independentes com seu intervalo de confianca de 95% (para as
triagens iniciais).

A analise dos dados foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prism §.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS EM FRUTOS DE FRAMBOESA

Para realizar as determinagdes do Teor de Fenolicos Totais em frutos de Rubus idaeus
foram utilizados dois métodos: Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999) e Fast Blue BB
(MEDINA et al., 2011).

6.1.1. Método de Folin Ciocalteu

Este método surgiu com o objetivo de melhorar a técnica antes descrita por Folin e
Denis, que determinava a concentracao total de proteina através da tirosina e do triptofano, de
forma indireta. Ambas partem do principio da reagdao entre o agente oxidante com a tirosina
e/ou o triptofano, resultando numa coloragdo azulada, onde a intensidade da cor corresponde a
concentragdo da proteina. A principal diferenga entre o FC e o F-D ¢ a proporcao de molibdato
utilizado na preparacao do reagente, que foi aumentada por Folin e Ciocalteu, visando prevenir
a formagao de um precipitado branco que era possivel observar no método de F-D (ALSTYNE,
1995; FOLIN; CIOCALTEU, 1927; FOLIN; DENIS, 1912).

Com este método foi possivel realizar a detec¢ao dos compostos fendlicos pois ocorre a
formacao de complexos de fosfotungstatos e molibidatos em meio basico, estando esses
presentes no reagente de Folin-Ciocalteu, resultando em uma coloragdo azulada do meio
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). A cor ¢ formada devido a
redugdo dos compostos do reagente do FC em comprimento de onda de 760 nm (MEDINA,
2011a). Para alcangar o meio basico, utiliza-se carbonato de sodio, acarretando na formagao do
ion fenolato por meio da dissociagdo do proton do composto fendlico, que € capaz de reduzir o
reagente FC, formando complexos (SANCHES-RANGEL et al., 2013). A desvantagem dessa
metodologia ¢ a capacidade do reagente de Folin-Ciocalteu reagir com outras substancias
oxidaveis, como o 4cido ascdrbico, aminas aromadticas, purinas e agucares, por exemplo
(ALSTYNE, 1995; MEDINA, 2011a).

O resultado obtido neste trabalho para o teor de compostos fendlicos totais foi de 12,17
mg EAG.g"' FF.

Benvenuti et al. (2004) realizou anélises em diferentes cultivares de framboesa, obtendo
resultados que variaram de 1,40 mg EAG.g™' FF até 8,88 mg EAG.g™' FF, sendo que o menor
valor encontrado foi para Rubus idaeus. Ja outro trabalho, realizado por FU e colaboradores,

encontrou-se um resultado de 1,08mg.g™! de compostos fenélicos. Os resultados apresentados
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por este trabalho portanto, estdo com valores superiores quando comparados com os resultados

encontrados na literatura.

6.1.2. Método de Fast Blue BB

Este ¢ um método baseado na formagdo de complexos azo pelo acoplamento dos
compostos fendlicos com sal de diazonio (MORRISON; BOYD, 1969). O sal FBBB contém
um grupo diazonio, onde as hidroxilas reativas presentes nos compostos fenolicos reagem,
liberando um préton e causando uma substituicdo aromatica eletrofilica (Figura 7). Para que
ocorra o acoplamento dos compostos fendlicos, ¢ necessario antes transforma-los em ions
fenoxidos, que sdo mais reativos, para isso, a reagcdo de Fast Blue BB ocorre em meio alcalino

(MEDINA, 2011).

Figura 7 Interag@oes propostas do sal diazonio do FBBB com a perlagonidina

(MEDINA, 2011).

Foram detectados 2,91 mg EAG.g"! FF de compostos fendlicos totais nos extratos
analisados. Ndo foram encontrados na literatura estudos utilizando o método de Fast Blue BB

para determinacao de compostos fenolicos em extratos de Rubus idaeus.

6.2. COMPARACAO DOS RESULTADOS DE FENOLICOS TOTAIS POR FC E FBBB

O método de Folin-Ciocalteu ¢ comumente utilizado para analisar o teor de fendlicos
em matéria prima vegetal. Todavia, a interferéncia que esse ensaio pode sofrer de outras
substancias, como o acido ascorbico, agucares, aminas aromaticas, dcidos organicos, dioxido
de enxofre e até Fe (II) afeta a confiabilidade dos seus resultados (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).
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No intuito de obter resultados mais exatos, o método de Fast Blue BB foi desenvolvido
para a determinagdo de fenolicos totais, ndo sofrendo interferéncia dos compostos previamente
citados e tendo uma equivaléncia com acido galico maior quando comparado com o método de
Folin-Ciocalteu (MEDINA, 2011).

O teor de compostos fendlicos do método de FBBB representou aproximadamentoe
25% do valor encontrado no ensaio de FC quando comparado ao FBBB. Um estudo realizado
por Lester e colaboradores (2012), utilizando cultivares de morango, obteve também um valor
menor no teor de compostos fendlicos com o método de FBBB, quando comparado com o
método de FC.

Para avaliar a correlacdo entre as duas técnicas, foi aplicado o teste de correlacao de
Pearson. Como resultado foi verificada uma correlagdo significativa negativa (r = -0,39) entre

as duas técnicas.

6.3. TEOR DE ANTOCIANINAS TOTAIS EM FRUTOS DE FRAMBOESA

A determinacdo de antocianinas totais nos frutos de Rubus idaeus foi realizada com o
método de pH diferencial, baseado na mudanca estrutural das antocianinas frente a variagdo de
pH do meio (LEE et al., 2005).

O conceito de determinar a quantidade de antocianinas monoméricas em um material
foi primeiramente proposto em 1948, no qual a alteragdo estrutural era observada em pH 2,0 e
3,4 (SONDHEIMER; KERTESZ, 1948). Neste ensaio sao utilizados valores de pH de 1,0 ¢ 4,5
e a diferenca de absorbancia para esses pH distintos no comprimento de onda de 520 nm ¢
proporcional a concentracdo do pigmento. No pH de menor valor, predomina a presenca do
catio flavilio, de coloragao avermelhada, enquanto no pH de maior valor, a pseudo-base incolor
carbinol tem maior presenga (FULEKI; FRANCIS, 1968)..

Para calcular o teor de antocianinas monoméricas totais nos frutos de framboesa,
utilizou-se o coeficiente de absortividade molar da cianidina-3-glicosideo, pelo fato dela ser a
mais abundante em frutos de framboesa (CHEN et al., 2013).

Os resultados obtidos neste trabalho foram de 0,25 mg. g"' /100g FF de antocianinas
monoméricas nos frutos analisados através do método de pH diferencial. Os valores de
antocianinas podem variar entre 0,020 a 0,22 mg. g FF (REIN, 2005), sendo que estas
variagdes sdo decorrentes dos métodos de extragdo aplicados ao fruto, como também possiveis
variagdes de gendtipos. Portanto, o teor encontrado neste trabalho esta de acordo com os valores

encontrados na literatura.
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6.4. CAPACIDADE DE CAPTACAO DE RADICAIS LIVRES

A andlise para determinar a capacidade de captacdo de radicais livres foi realizada

utilizando o método espectrofotométrico de DPPH (SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

6.4.1. DPPH

A capacidade de determinar a captacao de radicais livres de determinados compostos
pode ser realizada por um método que consiste da atividade sequestradora do radical livre
DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) solubilizado em metanol. Por apresentar coloragio
purpura e possuir absorbancia maxima em 515 nm, este radical ao reagir com uma substancia
antioxidante forma o produto de coloracdo amarela difenil-picril-hidrazina, que ndo possui
absor¢ao no comprimento de 515 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Para determinar a concentragcdo necessaria para reduzir 50% da concentracgao inicial de
DPPH (ECso), os extratos foram analisados nas concentragdes de 2,5, 1,25, 0,625, 0,312 ¢ 0,156
mg.mL!. Os resultados obtidos foram plotados em um grafico, cuja equacio da reta permitiu
calcular o valor de ECso, que foi de 0,89 mg.mL"'.

Ao correlacionar o teor de compostos fendlicos com o valor de ECso foi detectado que
ha uma forte correlacdo negativa no método de FBBB (r =-0,95), apontando que o aumento da
concentracdo dos compostos fendlicos acarreta numa diminuicdo dos valores do ECso. O
método de FC entretanto, apresentou uma correlagao positiva moderada (r = 0,65), mostrando
que algum interferente presente no extrato propiciou um aumento no valores de ECso ao
correlacionar com o método de FC. Ao comparar o ECso obtido pelo método DPPH com o
resultado do pH diferencial, ha uma correlagdo moderada e negativa (r = -0,64), ou seja, mesmo
com o aumento das antocianinas totais, nao ha uma redu¢ao nos valores de ECso.

Pode-se observar pela correlagao de Pearson (Tabela 1) que o potencial de captagdo dos
radicais livres pelos frutos de framboesa ¢ proveniente de algum composto fenolico que nao
sejam as antocianinas. Outro ponto importante possivel de ser observado pela correlacdo € que
existe algum composto detectado pelo método de Folin-Ciocalteu que acarretou em um

aumento do valor final do ECso pelo método de DPPH.
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Tabela 1 Coeficientes de correlacdo de Pearson realizada entre os resultados obtidos nas
andlises do teor de compostos fenolicos (FC e FBBB), teor de antocianinas monoméricas totais

(pH-D) e capacidade de captacao de radicais livres (DPPH)

DPPH
FC 0,65
FBBB -0,95
pH-D -0,64

6.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

Para avaliar a atividade biologica dos extratos dos frutos de Rubus idaeus L., foi
determinada a citotoxicidade pelo ensaio colorimétrico da sulforrodamina B (VICHAI;
KIRTIKARA, 2006) e a atividade anti-herpética por meio do ensaio de inibicdo da formagao
de placas de lise (DE LOGU et al., 2000).

6.5.1. Avaliagado da citotoxicidade pelo ensaio colorimétrico de sulforrodamina B (SRB)

O ensaio colorimétrico de sulforrodamina B ¢ um método in vitro utilizado para
determinar a citotoxicidade de amostras e, fundamenta-se na capacidade do corante em ligar-se
a componentes proteicos das células fixadas com acido tricloroacético, possibilitando sua
quantificacdo (VICHAI; KIRTIKARA, 2006) no comprimento de onda de 510 nm.

Neste trabalho foi investigada a citotoxicidade dos extratos de Rubus idaeus em células
VERO, empregando uma faixa de onze concentracdes (de 2500 a 2,44 ug/mL) diluidas na razao
1:2.

Apoés andlise dos dados de viabilidade, foi possivel verificar que nenhuma das
concentragdes testadas apresentou citotoxicidade frente as células VERO resultando em um
valor de CCso> 2500,0 ng/mL. Confirmando a baixa citotoxicidade, Carvalho e colaboradores
(2012) realizaram um experimento similar, utilizando cinco cultivares de morango (Aromas,
Camarosa, Camino Real, Portola e San Andreas) com valores de CCso que variaram de 19,99

mg/mL (cultivar Camino Real) a 14,46 mg/mL (San Andreas).

6.5.2. Avaliacdo do potencial antiviral pelo método de inibi¢do da formagao de placas de lise

Considerado como o padrdo ouro para a andlise quantitativa de infecgdes virais

(HUDSON; TOWERS, 1999: JEFFERY; PILLAY, 2004). De metodologia relativamente
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simples e precisamente quantitativa, baseia-se na habilidade que as particulas virais possuem
de causar uma area de efeito citopatico visivel macroscopicamente. Apos certo tempo, que varia
de virus para virus, as regides onde houve infecc¢ao viral formarao a chamada placa de lise, que
¢ contada com o auxilio de um corante para a visualizagdo e contagem das placas (CONDIT,
2007).

Neste trabalho foi investigado potencial antiviral de extratos de Rubus idaeus frente o
virus HSV-1 (cepa KOS), empregando cinco diluigdes, nas concentracdes de 250,0 a 16,12
pg/mL (diluicdes 1:2).

Nos ensaios realizados, nenhuma das concentragdes testadas apresentou capacidade de
inibir 50% da infecdo causada pelos virus HSV-1 (cepa KOS) resultando em um Cls50>250,0
pg/mL.

Até o momento da conclusdo desse trabalho, ndo foram encontrados relatos na literatura
sobre a atividade anti-herpética dos frutos de Rubus idaeus L., ndo sendo possivel assim,
comparar aos resultados obtidos neste trabalho. Entretanto, um estudo realizado por Carvalho
e colaboradores (2012) utilizando cinco cultivares de morango, mostrou a atividade frente ao
virus HSV-1, com valores de Clso variando de 2,69 a 1,68 mg/mL e um indice de seletividade
de 7,4 a 9,1 evidenciando que compostos fendlicos, em especial as antocianinas, possuem

atividade frente ao HSV-1.

7.  CONCLUSOES

A quantificagdo do teor de compostos fendlicos no método de Folin-Ciocalteu foi de
12,17 mg EAG.g™" FF, enquanto que no ensaio por Fast Blue BB o resultado foi 2,91 mg EAG.g"
'FF. Os teores de antocianinas monoméricas totais determinados pelo método do pH diferencial
resultaram em 0,25 mg. g'/100g FF, estando dentro dos valores de referéncia de artigos
previamente publicados.

Quanto a capacidade em captar radicais livres, o radical DPPH demonstrou um ECso=
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0,89 mg.mL!. Nesse método, foi verificado uma maior correlagio com os compostos fendlicos
totais do que com as antocianinas.

No estudo realizado para avaliar a atividade biologica dos extratos de Rubus idaeus, o
fruto ndo apresentou citotoxicidade relevante nas concentragdes utilizadas (CCso >2500,0
pg/mL). Da mesma forma, nos extratos dos frutos ndo apresentaram atividade antiviral frente

ao virus HSV-1 (CIs50>250,0 pg/mL) nas condic¢des testadas.
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