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INTRODUCAO:

Ao longo dos tempos até a atualidade, as espécies vegetais desempenham um papel importante na area da
saude sendo fontes promissoras para a descoberta de novas substancias de interesse farmacoldgico. Assim, estudos
guimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais e seus principios ativos podem ser utilizados com fins terapéuticos
ou precursores de novos farmacos. A Fragaria, um fruto silvestre popularmente consumido e conhecido como morango,
€ extensamente cultivada e apresentam alta capacidade antioxidativa, além de potenciais beneficios a salde, se
correlacionando a uma menor incidéncia de patologias crénicas como cardiovascular, obesidade, doencas relacionados
a inflamacéo, Doenca de Alzheimer e atividade anticancerigena (DONGJU L. et al, 2020)

Sendo o0 morango uma das frutas mais acessiveis e consumida do mundo, com producgdo global em 2020
chegando a mais de 12 milhes toneladas em 79 paises e por ser uma cultura extensiva, gera presumivelmente
grandes quantidades de residuos verdes ndo comestiveis ou fora dos parametros de qualidade, mas que podem vir a
conter muitos componentes de alimentos funcionais e proveitosos na indistria(SALAS-ARIAS et.al,2023;VILLAMIL et
al,2022).A obtencdo de compostos promotores de saude a partir de subprodutos agroindustriais € uma estratégia
utilizada para revalorizar subprodutos agroindustriais, gerando o seu reaproveitamento que permitem a transformacéo
da economia circular, maximizando o uso de recursos e melhorando eficiéncia nas agroindustrias.

Essas observagfes sugerem que as folhas e os residuos da produgdo de morango podem ser um biorrecurso
promissor contendo quantidades significativas de compostos com alta atividade antioxidante, podendo ser até maior
gue o encontrado no fruto, além de possuir diversas aplicacdes relacionadas a saude tais como vasodilatador, anti-
inflamacdo e para diabetes (FOTIRIC AKSIC et al, 2019). Assim, o objetivo desse projeto é avaliar o potencial
farmacolégico in vitro de extratos e fra¢des produzidas a partir das folhas e caules oriundos do residuo de producgéo da
cultura de Fragaria ssp da empresa STAW Agricultura.

METODOLOGIA:
1. Padronizacgdo de processo de extracéo

Todos os insumos vegetais foram provenientes da empresa STAW Agricultura. A cultura de Fragaria e seus
derivados séo isentos de registro no SISGEN de acordo a instrugdo normativa n® 23 de 2017, isto &, as espécies
listadas neste Anexo | ndo sdo consideradas patriménio genético encontrado em condic¢des in situ no territério nacional
dispensando seu registro no SISGEN. Todas as partes verdes liofilizadas da Fragaria (Folha liofilizada, coroa, broto,
Fragaria verde in natura congelado, flor, talo e sépala) foram extraidas com solucao hidroalcéolicas (alcool 70%). Os
solventes organicos dos extratos produzidos foram eliminados sob vacuo a 50°C; resultando numa soluc¢éo aquosa que
foi posteriormente extraida por particdo com acetato de etila, resultando em duas frac8es para cada amostra vegetal,
uma fragdo aquosa e outra frac@o de acetato de etila.
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2. Analises colorimétricas
a) DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, FRAP- Ferric Reducing Antioxidant Power, Fendlicos totais e
Flavonoides

Essas andlises tém por objetivo caracterizar, quantificar e avaliar a composi¢do fendlica, de flavonoide e
capacidade antioxidante das amostras produzidas. As analises colorimétricas seguem o protocolo estabelecido pelo
laboratério LAFTEXx (Laboratério de Fitoquimica, Farmacologia e Toxicologia Experimental). A atividade de potencial
antioxidante pelo teste de DPPH ocorre pela captura do radical DPPH e utiliza a determina¢&o por ECso para obter os
resultados. Ja pelo método FRAP é medida pela capacidade de redugdo de ion férrico e utiliza umol de Fe?*
(equivalentes de Fe?*)/mg de amostra. O teor de compostos fendlicos foi medido seguindo a metodologia Folin-
Ciocalteu descrita por Singleton e Rossi (1965) com modificacBes e os resultados expressos em mg equivalente de
acido gélico (EAG)/g de amostra. E por fim, a analise de Flavonoides, que estabelece os resultados por equivalentes
de catequina (EC)/mg de amostra.

3. Cromatografia Camada Delgada

Foi realizada cromatografia de camada delgada (um processo fisico de separagdo para comparar 0S COmpostos
da separacao) utilizando solvente polar BAW (butanol:dcido acético:agua 4:1:5) e também solvente apolar
(diclorometano: metanol 99:1) para as amostras das folhas liofilizadas. Apdés a placa eluida, as placas foram
reveladas com os reveladores: NP-Peg, Anisaldeido, Cloreto férrico e DPPH, para um panorama geral dos
constituintes das amostras verdes do morango.

4. Culturade Células
a) Teste de atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa das amostras foi realizada segundo o protocolo descrito por Monks et al. (1991)
nas linhagens celulares mama (MCF-7), glioma (U251), ovério resistente a multiplas drogas (NCI-ADR/RES), pulméo
(NCI-H460), fibroblastos embrionarios murinos (3T3) e uma linhagem néo tumoral de queratindcito (HaCat).Esse teste
visa estabelecer a toxicidade da amostra, compreendo a existéncia de uma concentragdo toxica responsavel para os
respectivos tipos de células tanto tumorais e ndo tumorais.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

2. DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, FRAP-Ferric Reducing Antioxidant Power, Fendlicos totais e
Flavonoides

Aquoso
Comparando os dados produzidos das amostras com
omy PR Morango , 0 \{at_lor do padréo de referéncia Trolo>§® thido em cada
(EC50) W liofiizada  CO®  Bro© cOﬁZﬁi o er Tae seéala gndlise realizada, a amostra mais antioxidante € a que
mais se aproxima com o padréo Trolox respectivo de sua
Mgml 167.17 25065 15141 22687 14792 48L19 54366 apélise. Sendo assim, a amostra de folha in natura, coroa
e flor fracdo aquosa sdo as que apresentaram maior
Acetato atividade antioxidante. Podemos também comparar as
amostras da folha in natura e a liofilizada, em que a folha
oper MR g Meamgo sepale in 'na.tura (167,17 ug/mL). gpresenta uma atividade
(EC50) e liofilizada Congelado antioxidante maior que a da liofilizada (250,65 pg/mL) e as
fracBes acetato em geral apresentaram uma atividade
ug/ml. 99.76 .27 9.21 antioxidante maior que as fragbes aquosas.
Aquoso
J4 para o método FRAP, os resultados
Foha . Morango observados para folha in natura e folha liofilizada
Amostra/ FRAP M liofiizada  C°T02  Brow verde g Talo Seépala

natura

congelado

pmol de
Fe?*/mg
amostra(média)

1,846

0,372

1,001

2,019

0,793

1,209

1,035

Coeficiente de
variacéo

3,254

7,117

0,428

10,849

3,227

3,443

5,545

DV PAD

0,060

0,026

0,004

0,219

0,026

0,042

0,057

corroboram com o que foi visto na analise do DPPH
(in natura mais antioxidante que a liofilizada). O
broto e a coroa também apresentam um alto
potencial de atividade antioxidante.
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Aquoso

. Morango
Folha in Folha
Amqgtra/ natura liofilizada Coroa Broto verde Flor Talo .
Fendlicos congelado Sépala
mg de
acido
glico 259,164 34,768 132,270 78,461 42,705 190,031 85825 140,899
(EAG)/g de
amostra
(média)
Coeficiente
de 0,173 1,745 0,998 2,518 2,643 1,892 0,514 0,967
variacéo
DV PAD 0,447 0,607 1,321 1,976 1,129 3,595 0,441 1,362
Acetato
. Morango
Folhain Folha
Amosta/ - Coaua liofilzada  CO'°2  Broo verde Flor Talo  Sépala
Fenélicos congelado
mg de
acido
galico 356,150 220,478 772,143 593,559 127,010 560,738 958,679 815,231
(EAG)/g de
amostra
(média)
Coeficiente
de 1,460 2,841 0,457 1,533 9,231 1,524 3,588 1,112
variacdo
DV PAD 5,200 6,264 3,525 9,101 11,724 8,547 34,399 9,065
Aquoso
. Morango
Folhain Folha
Amos}_ra/ natura liofilizada Coroa Broto verde Flor Talo Sépala
Flavonéides congelado
mg de
catequina
/mg de 68,602 7,609 52,166 51,775 65,583
amostra
(média)
Coeficiente 5 474 4,935 3,503 8,223 5,038
de variacdo
DV PAD 2,381 0,375 1,827 4,257 3,304

3. Cromatografia Camada Delgada

A: Placa
diclorometano:metanol 99:1,
Feoon — Extrato alcodlico da
folha liofilizada; Fr2o0 — Extrato
aquoso da folha liofilizada; M
— morango; P -pelargonidina,
apos revelador anisaldeido

365 nm ( Ps NP- PEG)

B: Placa BAW,
Feon - Extrato
alcodlico da folha
liofilizada; Fuo —
Extrato aquoso da
folha liofilizada; M —
morango; P
pelargonidina  ,apés
revelador NP-PEG

A determinagdo de fendlicos dessas amostras
revela que a folha in natura(259,164 mgEAG/Q)
apresenta a maior quantidade desse composto se
comparada as outras amostras, e logo em seguida, a
flor, enquanto a folha liofilizada é a que possui o
menor contetdo fendlico.

J& para as fracbes acetato, as amostras que
mais apresentaram presenca de fenélicos séo o talo,
sépala e broto. Observa-se também que o0 mesmo se
repete para a folha in natura e liofilizada, em que a
folha in natura possui um maior conteldo de
fendlicos (356,159 mgEAG/g) em comparacio com o
da folha liofilizada(220,478 mgEAG/g).

Ao observar a tabela ao lado, a folha in natura é a
amostra que revela ter o maior conteddo de
Flavonoides, logo em seguida da sépala e coroa.
A folha liofilizada apresenta uma baixa quantia
desse composto.

C: Placa BAW, M —
morango; Feon — Extrato
alcodlico da folha liofilizada;
Fr2o — Extrato aquoso da
folha liofilizada antes e apés
rotaevaporador; Facetato —
Extrato acetato de etila da
folha liofilizada, pés NP-
PEG. (365 nm)

Legenda: M — morango

Fliof H20 - Folha liofilizada aquosa

Fliof Ac — Folha liofilizada acetato

C H20 - Coroa extrato aquoso

C Ac - Coroa extrato acetato

MV H20 — extrato morango verde aquoso
MV Ac — extrato morango verde acetato
Br H20 — extrato broto aquoso

Br Ac — extrato broto acetato

Sép H20 - extrato sépala aquoso

Sép Ac — extrato sépala acetato

Flor H20 — extrato flor aquoso

Flor Ac — extrato flor acetato

Talo H20 — extrato talo aquoso

Talo Ac — extrato talo acetato

365 nm ( P6s NP- PEG)
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365nm — reveladores Anisaldeido, DPPH, Cloreto Férrico

4 .Cultura celular

Além disso, foram realizadas com o auxilio do Doutorando Rogério José

antiproliferativo para as amostras aquosas e de
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230320_Morango talo aquoso
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Observa-se que os extratos de acetato apresentaram uma atividade antiproliferativa significante apenas na maior
concentracao, podendo ser indicativo de um potencial atividade de inibicdo de crescimento tanto de células tumorais e
ndo tumorais. JA as amostras aquosas apresentaram pouca ou quase nenhuma atividade antiproliferativa, sendo,
portanto ndo toxicas para as linhagens celulares testadas e néo interferindo na sua proliferacdo. O teste proliferativo
que sera realizado em seguida ira analisar como essas amostras vao interferir no potencial das células proliferarem e
crescerem no meio.

CONCLUSAO:

As amostras das partes verdes advindas dos residuos da producdo do morango mostraram-se como sendo fontes
de diversos tipos de compostos, vistos pela CCD (cromatografia de camada delgada), com atividades promissoras
relacionadas ao seu potencial antioxidante (DPPH e FRAP), contelido fendlicos e flavonoides tanto para as amostras
aquosas quanto para as fragdes acetatos. A folha in natura em comparacgao com a folha liofilizada apresentou ter essas
propriedades mais pronunciadas, sendo uma possivel fonte de estudo acerca dessa caracteristica antioxidante, além
disso, outras amostras como o broto, flor e coroa do morango também revelaram ter efeitos potenciais contra radicais
livres. Em relagdo a cultura celular, os extratos da fracdo acetato apresentaram uma atividade antiproliferativa
significante na maior concentracdo, o que pode indicar uma provavel atividade inibidora no crescimento das células
tumorais e ndo tumorais. Ja as amostras aquosas ndo demonstraram quase nenhuma atividade antiproliferativa, sendo
ndo toxicas e nao interferindo na proliferacéo de células.
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