UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA VEGETAL

ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO
DE EXTRATOS DE CELULAS-TRONCO VEGETAIS OBTIDAS A
PARTIR DE CALOS DE Coffea canephora Pierre ex A. Froehner

LUANA DOS SANTOS NOGUEIRA

VILA VELHA
AGOSTO/2023



UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA VEGETAL

ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO
DE EXTRATOS DE CELULAS TRONCO VEGETAIS OBTIDAS A
PARTIR DE CALOS DE Coffea canephora Pierre ex A. Froehner

Dissertagcdo apresentada a Universidade Vila
Velha como pré-requisito do Programa de
Pés-Graduagdo em Biotecnologia Vegetal,
para obtencdo do grau de Mestre em
Biotecnologia Vegetal.

LUANA DOS SANTOS NOGUEIRA

VILA VELHA
AGOSTO/2023



Catalogacdo na publica¢do elaborada pela Biblioteca Central / UVV-ES

N778a  Nogueira, Luana dos Santos
Atividade antioxidante e anti-inflamatéria in vitro de extratos
de células tronco vegetais obtidas a partir de calos de Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner / Luana dos Santos
Nogueira - 2023.
53 f.:il.

Orientador: Marcio Fronza.
Coorientador: Victor Paulo Mesquita de Aragao.

Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia Vegetal) —
Universidade Vila Velha, 2023.
Inclui bibliografias.

1. Biotecnologia Vegetal. 2. Celulas-tronco. 3. Cafe.
I. Fronza, Marcio. Il. Aragéo, Victor Paulo Mesquita de.
[ll. Universidade Vila Velha. IV. Titulo.

CDD 660.6




LUANA DOS SANTOS NOGUEIRA

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO
DE EXTRATOS DE CELULAS TRONCO VEGETAIS OBTIDAS A
PARTIR DE CALOS DE Coffea canephora Pierre ex A. Froehner

Dissertacdo apresentada a Universidade Vila
Velha como pré-requisito do Programa de
Pos-Graduacdo em Biotecnologia Vegetal,
para obtencdo do grau de Mestre em
Biotecnologia Vegetal.

Aprovada em 29 de agosto de 2023.

Banca Examinadora:

”//, Ja !rfmfr 'ﬂh

Prof. Dr. Ellen De Moura ¥zle (UENF)

|

e ——

Prof. Dr. Rodrigo Scherer (UVV)

f}fr’lw 2eulo /wr;/—{,«;j,{a, .I\‘-'f',’}/_’;lb’

Dr. Victor Paulo Mesquifa Aragao — ICCA/UVV

tador)

/ [ngrg [ (e
Prof. Dr. Marcio Fronza (UVV)

(Orientador)




AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo bom animo em todo tempo, pelo sustento e cuidado
diario do inicio ao fim desse mestrado.

A minha familia que tanto me apoiou durante esses anos em momentos bons
e ruins. Em especial, meu noivo Thiago, que foi meu porto seguro em momentos de
angustia.

Aos meus colegas de laboratério; Anténio, lana, Tamires, Flavia, Mariana e
Moisés, que me ajudaram em tantos experimentos e repeticdes (risos). O lab 1C de
culturas de células mora em meu coracdo. Gratiddo eterna pelo aprendizado,
incentivo, empatia e companheirismo nesta jornada.

Agradeco imensamente ao meu orientador Marcio Fronza e coorientador Victor
Aragédo, que me acolheram, confiaram a mim esse projeto, sempre demonstrando o
guanto eu poderia ir além e ser capaz de executar e concluir esse trabalho. Além de
grandes pesquisadores, sao grandes seres humanos!

Ao apoio financeiro da FAPES (Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovagéo
do Espirito Santo) e da Universidade Vila Velha.

Muito obrigada!



SUMARIO

R V1 270 516107\ 1R 14
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA .....oiiieiiiieeieieiee st 16
2.1  Cultura de teCcidOS VEQELAIS..........uuuiiiiieeeeeeeeeiee e e e 16
2.2  Vantagens da cultura de tecidos vegetais na obtencdo de compostos
bioativos para utilizacdo na industria de cosméticos e farmacéutica...................... 17
2.3  Coffea canephora Pierre ex A. Froehner .............cccccvviviiiiii e, 19
2.4  Compostos bioativos de origem das plantas X obtidos por biotecnologia...19
2.5 Atividade antioxidante e anti-inflamatoria.............cccccovviiiiiiiiiiiii 21
T O (07 1 - V%= Lo PSP 22
3. OBUIETIVO GERAL....ottiiiiiii ittt e e e e e eeeaeeas 25
3.1  ODbjetivOs €SPECITICOS ....iii i 25
4. METODOLOGIAS ...ttt e e e e e e e e e e e e s nanneeees 26
4.1 Material VEgETaAl........ccoooe i 26
4.2  Desinfestacio do Material............ccooeeviiiiiiiiiiiiie e 26
4.3  INdUCAOD € CUltiVO dOS CalOS ......euuiieeeieiieeece e 26
4.4  Obtencao dos extratos VEgELaIS..........cccevuuuiiiieeeeeeeeeice e 27
4.5 Quantificac8o de ProteiNas .......cciieieeiiiiiiice e 27
4.6  Quantificacdo de polifendis totais e flavonoides ..........ccccccvvvvvvvveieiiieeenennnn. 27
4.7  Atividade de eliminagéo de radicais lIVIeS...........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 27
4.8  Estudos da atividade CItotOXiCa iN VItIO ..........cooiiuiiiiiiiiiieiiiiiiiieeeeee e 28
4.9  Determinagdo de OXido NItriCO IN VItrO ......ccoeeriiiiiiiiiiiiiiee e 28
4.10 Reducao da produgdo do anion SUPEroXido............eeeeeeeeeeriiiiiiiiiiiieeeeeeeenes 28
4.11 Inibicdo do dano oxidativo causado pelo peréxido de hidrogénio (H202) em
RS 4 RSO 29
4.12 Determinagao de CitoCINAS IN VITIO .......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 29
4.13 Ensaio in vitro de cicatrizagao de feridas (scratch assay)........cccccccvvveveeneen. 29
4.14 Ensaio de proliferag@o de BrdU ...........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 30
4.15 Analise estatistica doS dadosS..........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 30
5. RESULTADOS ... oot e e e e e e e e et e e e e e eaaaeees 30
5.1 Quantificag@o de ProteiNas ........coovviiiiiiiiiiiiiiiee e 30
5.2  Conteudo total de fendlicos e flavonoides...........ccccccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieene. 31



5.3  Atividade bioldgica d0oS eXtratos...........ceevviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31

5.3.1 ENSAIOS QUIMICOS. ...ccetiieiiiiiiiiiiiiiieee e e e e eeiiiieee e e e e e e 31
5.3.1.1Atividade antioxidante dos extratos .............ccccvvvvvnnnnne 31
5.4  Estudos biologicos in vitro intracelular .............ccooooeeeiiiiiiiiiii e, 32

5.4.1 Efeitos dos extratos de C. canephora sobre a viabilidade

CRIUIAT ...t e 32
5.4.2 Determinacao de 6xido nitrico in VItro.............coevvvvvnnnn. 32
5.4.3 Reducao da producéo do anion superoxido in vitro......33

5.4.4 Efeito preventivo contra danos oxidativos causados por
H202 em fIDroblastOS .......cooeeeiiieieee e 34

5.4.5 Reducao da producéo de citocinas in vitro.................... 35

5.4.6 Ensaio in vitro de cicatrizacdo de feridas (scratch assay)

....................................................................................... 36

5.4.7 Proliferacéo de fibroblastos in vitro (Brdu).................... 37
B.  DISCUSSAQ ..ottt ettt ettt ettt en 37
7. CONCLUSAOD ..ottt 44
8. REFERENCIAS ......ocoiieeeeeteeeeeeee ettt een e, 45



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Dosagem de proteinas totais extratos de calos de café em meio simples
(CMS) e meio composto (CMC) de C. CaANEPNOra..........uuuuiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeiee e 29

Tabela 2. Quantificacdo de polifendis e flavonoides nos extratos dos calos de café

(Coffea canephora) cultivados no meio simples (CMS) e no meio composto

Tabela 3. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos dos calos de café (Coffea

canephora) cultivados no meio simples (CMS) e no meio composto



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) (A) e
meio composto (CMC) (B) nas concentracdes de 1 a 1000 pg/mL sobre a viabilidade
de fibroblastos L929 e macr6fagos RAW 264.7 apos 24 h de exposicéo avaliado pelo
ensaio colorimétrico do MTT. Os resultados sdo expressos em porcentagem média +
D.P. de células viaveis comparada ao grupo controle de trés experimentos

g To =T 0T g o [T o1 (=1 USRS 30

Figura 2. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) e meio
composto (CMC) nas concentracdes de 10, 100 e 1000 pug/mL sobre a concentracéo
nitrito em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS 1 pug/mL (24 h).
Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre o0s
LUz 1210 0[] 010 1 TP 31

Figura 3. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) e meio
composto (CMC) sobre nas concentragcbes de 10, 100 e 1000 pg/mL sobre a
concentracéo do radical anion superdéxido (O2-) em cultura de macrofagos RAW 264.7
estimulados com LPS (1 pg/mL) apdés 24 h de tratamento. Letras diferentes
representam diferenca significativa (p<0,05) entre 0S

1 g1 =1 0 4151 0100 1T 32

Figura 4. Efeito protetor extratos de calos de C. canephora meio composto (CMC) (A)
e meio simples (CMS) (B) de C. canephora avaliados em fibroblastos L929 contra os
danos causados pelo peréxido de hidrogénio (H2032). Os fibroblastos foram expostos
a diferentes concentracdes de amostras na presenca ou auséncia de H20:2. A catalase
a 10 Ul/mL (CAT) foi utilizada como controle positivo. Os resultados foram expressos
como média + DP (n = 2). #Significativo (p <0,05) em comparac¢do com o controle
negativo sem H202. *Significativo (p <0,05) em comparacdo com o controle de H20:2
por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey post

Figura 5. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) e meio
composto (CMC) sobre a producéao de citocinas pro-inflamatérias TNF-a (A) e IL-6 (B).
Macrofagos RAW 264.7 foram expostos as concentracdes de 10, 100 e 1000 pg/mL

de CMS e CMC na presenca ou auséncia de LPS (1 pg/mL). Os resultados foram
9



expressos como média + DP de dois experimentos independentes. Letras diferentes

representam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos...............ccccceeennnn. 33

Figura 6. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) e meio
composto (CMC) sobre a migragéo de fibroblastos no scratch assay. As células foram
tratadas com 10, 100 e 1000 pg/mL dos extratos, 2 ng/mL de PDGF ou apenas com
meio de cultura, como controle. (A) Imagens representativas foram tiradas
imediatamente apds a leséo (0 h) e ap6s 16 h de incubacédo a 100 x. (B) Porcentagem
do numero de células apos 16 h na &rea lesionada, em comparagdo com a area de
lesdo no momento zero (0 h). As barras representam a média £+ DP de dois
experimentos independentes. *Letras diferentes representam diferenca significativa

ENIFE OS TralAMENTOS. ... e et e e et et e e a e e e eaennaes 34

Figura 7. Efeito dos extratos de calos de C. canephora meio simples (CMS) e meio
composto (CMC) de C. canephora na proliferacdo de fibroblastos. As células foram
tratadas com 10, 100 e 1000 pg/mL dos extratos. Os resultados foram expressos como
média + DP de dois experimentos independentes. # grupo controle comparado ao
tratamento. *Letras diferentes representam diferenca significativa entre os

L= 121 0 0151 0100 =TT 34

10



LISTA DE ABREVIATURA

ANOVA — Analise de Variancia

BAP — Benzilaminopurina

BOD - Demanda bioquimica de
oxigénio

BrdU — Ensaio de proliferacdo celular
CAT — Catalase

CMC - Extrato de calos em meio
composto

CMS - Extrato de calos em meio
simples

COX2 - Ciclooxigenase 2

DAPI — 4',6-Diamidino-2- Phenylindole
DMEN — Dubelcco modified Eagle
medium

DMSO — Dimetilsulfoxido

DP — Desvio padrao

ELISA — Ensaio Imunoenzimatico
EROs — Espécies reativas de oxigénio
FBS — Soro fetal bovino

FRAP — Poder antioxidante de reducéo
férrica;

ICso — Concentracdo do extrato
requerida para reduzir a quantidade de
radicais livres por 50%

IL-6 — Interleucina 6

LPS — Lipopolissacarideo

NBT - Cloreto de Nitroazul de
Tetrazdlio

NO — Oxido Nitrico

02" - Anion superoéxido

OPD - O-Phenilenediamina

PBS — Tampéao fosfato-salino

PDGF — Fator de crescimento derivado
de plaquetas

PGRs — Reguladores de crescimento
vegetal

PMSF — Phenylmethylsulfonyl Fluoride
PVPP — Polivinilpolipirrolidona

Scratch assay — Ensaio de migragao
celular

TBS-T — Solugdo salina tamponada
com tris e Polissorbato 20

TMB — Tetrametilbenzidina

TNFa — Fator de Necrose Tumoral
TPA — 12-O-tetradecanoil-13-acetil-
forbol

MS — Murashige e Skoog

EAC - Equivalente de acido
clorogénico

GAE - Equivalente de acido galico
ABTS* -2,2-Azinobis (3-etilbenzotiazol-
6-sulfonato)

DPPH — 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil
2,4-D - Acido 2,4-diclorofenoxiacético
MTT — (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazdlio)

11



RESUMO

NOGUEIRA, Luana dos Santos, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, agosto de 2023.
Atividade antioxidante e anti-inflamatoria in vitro de extratos de células tronco
vegetais obtidas a partir de calos de Coffea canephora Pierre ex A. Froehner.
Orientador: Marcio Fronza. Coorientador: Victor Paulo Mesquita de Aragéao.

No Brasil, o café € um dos principais produtos agricolas com grande relevancia no
mercado nacional e internacional. Por sua vez, o estado do Espirito Santo é o maior
produtor de Coffea canephora do pais. Além do alto valor econémico agregado a
bebida, o café possui diversos constituintes com propriedades biolégicas benéficas a
saude, com destaque para a atividade antioxidante e anti-inflamatéria. Assim, a cultura
de tecidos vegetais, através do cultivo de calos pode ser uma eficiente ferramenta
para a obtencao de bioativos com potencial farmacoldgico e/ou cosmético. O objetivo
deste trabalho foi avaliar as atividades antioxidante e anti-inflamatoria in vitro em
extratos de células-tronco vegetais oriundos de calos obtidos a partir de folhas de C.
canephora e cultivados em diferentes meios de cultura. Explantes foliares foram
utilizados para a obtencéo dos calos que foram cultivados em meio simples (CMS) e
em meio composto (CMC). ApOs duas repicagens, os calos foram submetidos a
extracdo aquosa na proporcéo de 10% (m/v). A atividade antioxidante dos extratos foi
avaliada pelo ensaio de determinacdo do poder antioxidante de reducdo do ferro
(FRAP) e sequestro dos radicais livre 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). A composicao fitoquimica foi
determinada pela quantificacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT ((brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazglio). A atividade anti-inflamatéria foi estudada em macrofagos
RAW 264.7 estimulados por lipopolissacarideos (LPS), pela inibicdo na producédo de
anion superoxido (02*), 6xido nitrico (NO), fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e
interleucina-6 (IL-6). A atividade estimulatéria sobre a proliferacdo e migracdo de
fibroblastos foi avaliada pelo teste colorimétrico BrdU que quantifica a sintese do DNA
e pelo scratch assay, respectivamente. Os resultados alcancados revelam que o
extrato CMC (61,74 mg/100g) demonstrou teores superiores de polifendis em
comparacdo com o extrato CMS (32,48 mg/100g), além de exibir um efeito
antioxidante superior nos testes do DPPH e ABTS. O teor flavonoides e proteinas
totais ndo apresentaram diferenca significativa entre os extratos. CMS e CMC
apresentaram acao protetora ao dano oxidativo causado pelo perdxido de hidrogénio
(H2032), promoveram a proliferagdo e migracao de fibroblastos e suprimiu a producéo
de importantes mediadores pro-inflamatérios como O2*° e NO e as citocinas
inflamatdrias TNF-a e IL-6 de forma dose-dependente. Os resultados alcangados
contribuem para a validacdo das propriedades bioldgicas presentes nos extratos de
células-tronco de café, representando uma pesquisa inédita na utilizacdo de extratos
de calos de C. canephora. Consequentemente, pode-se concluir que esses extratos
oferecem novas perspectivas para a obtencéo de compostos bioativos com potenciais
aplicacfes nas areas farmacéutica e/ou cosmeética.

Palavras-chaves: café, cultivo in vitro, calos, células-tronco, bioativos.
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ABSTRACT

NOGUEIRA, Luana dos Santos, M.Sc., Vila Velha University - ES, august 2023. In
vitro antioxidant and anti-inflammatory activity of plant stem cell extracts
obtained from callus of Coffea canephora Pierre ex A. Froehner. Advisor: Marcio
Fronza. Coadvisor: Victor Paulo Mesquita de Aragao.

In Brazil, coffee is one of the main agricultural products with significant importance in
both the national and international markets. In turn, the state of Espirito Santo is the
largest producer of Coffea canephora in the country. Besides the high economic value
associated with the beverage, coffee contains numerous constituents with beneficial
biological properties for health, particularly notable for their antioxidant and anti-
inflammatory activities. Thus, plant tissue culture, specifically the cultivation of callus,
can serve as an efficient tool for obtaining bioactive compounds with pharmaceutical
and/or cosmetic potential. The objective of this study was to evaluate the in vitro
antioxidant and anti-inflammatory activities of extracts from plant stem cells derived
from callus obtained from C. canephora leaves and cultivated in different culture
media. Leaf explants were used to generate callus, which was cultured in a simple
medium (CMS) and a composite medium (CMC). After two subcultures, the callus was
subjected to aqueous extraction at a proportion of 10% (w/v). The antioxidant activity
of the extracts was assessed using the ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay
and the scavenging of free radicals, specifically 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). The phytochemical
composition was determined by quantifying total phenolic and flavonoid compounds.
Cell viability was evaluated using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) method. The anti-inflammatory activity was studied
in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 macrophages by inhibiting the
production of superoxide anion (O2*), nitric oxide (NO), tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a), and interleukin-6 (IL-6). The stimulatory effects on fibroblast proliferation and
migration were assessed using the bromodeoxyuridine (BrdU) colorimetric assay,
which quantifies DNA synthesis, and the scratch assay, respectively. The results
obtained reveal that the CMC extract (61.74 mg/100g) exhibited higher polyphenol
content compared to the CMS extract (32.48 mg/100g), in addition to demonstrating
superior antioxidant effects in the DPPH and ABTS tests. The levels of flavonoids and
total proteins did not show significant differences between the extracts. Both CMS and
CMC extracts demonstrated protective action against oxidative damage caused by
hydrogen peroxide (H202), promoted fibroblast proliferation and migration, and
suppressed the production of important pro-inflammatory mediators such as O2*, and
NO, as well as inflammatory cytokines TNF-a and IL-6, in a dose-dependent manner.
The achieved results contribute to the validation of the biological properties present in
coffee stem cell extracts, representing innovative research in the utilization of callus
extracts from C. canephora. Consequently, it can be concluded that these extracts
offer new perspectives for obtaining bioactive compounds with potential applications
in the pharmaceutical and/or cosmetic fields.

Keywords: coffee, in vitro culture, callus, stem cells, bioactive.
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1. INTRODUCAO
O café é uma planta arbustiva pertencente a familia Rubiaceae e ao género
Coffea que abrange atualmente, 130 espécies (DAVIS et al., 2019; HAMON et al.,
2017). Dentre as espécies catalogadas destacam-se Coffea arabica L. (café ardbica)
e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner (café conilon e robusta), sobretudo por
proporcionarem melhor qualidade sensorial a bebida frente as outras espécies do
género (LEMOS et al., 2020).

No Brasil, o café € um dos principais produtos agricolas e apresenta grande
relevancia no mercado nacional e internacional, visto que o pais é o maior produtor
e exportador do mundo (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2021). Dados recentes
demonstram que a producdo nacional engloba tanto os grédos de C. arabica que
representa cerca de 70-75%, quanto graos de C. canephora representando,
aproximadamente, 25-30% de toda producédo nacional (VENIAL et al., 2020) e 40%
da producédo mundial (ICO, 2022).

O estado do Espirito Santo contribui significativamente para a producdo
nacional de café, sendo o segundo maior produtor deste gréo no pais (CONSORCIO
PESQUISA CAFE, 2021). Por sua vez, o Norte do Estado se destaca no cultivo das
variedades de C. canephora (FERRAO et al., 2017). Desta forma, o café tem grande
importancia e influéncia para o desenvolvimento econémico regional e nacional
(RODRIGUES; SALVA; BRAGAGNOLO, 2015). No cenario de expansado comercial,
tanto o C. arabica, quanto C. canephora podem ser consideradas as espécies de
maior importancia, em que a ultima é considerada por muitos como estratégica,
devido a prevaléncia de suas caracteristicas agrondmicas, como alta produtividade,
resisténcia a pragas e doencas e tolerancia ao estresse abidtico, proporcionando sua
expansdo em varias regides do mundo (DUQUE-CAMPUZANO et al.,, 2021;
PARTELLI et al., 2022; AQUINO et al., 2022).

O café possui inameros compostos quimicos que influenciam ndo somente no
aroma e sabor (LEMOS et al., 2020), mas também sao responsaveis por atribuirem
diversas propriedades biolégicas que podem estar presentes desde os graos até as
folhas (CHEN, 2019). A presenca de compostos fenolicos e alcaloides em C. arabica
e C. canephora conferem importantes propriedades bioldgicas a estas espécies, tais
como, atividade antioxidante (RODRIGUES; SALVA; BRAGAGNOLO, 2015), anti-
inflamatoria (JUNG et al., 2017), antitumoral (NIGRA et al., 2021) e fotoprotetora
(KITAGAWA et al., 2011). Estudos afirmam que seu consumo diario causa impacto

14



na reducao da incidéncia de uma série de doencgas, como: diabetes mellitus tipo 2,
mal de Alzheimer e de Parkinson, doencas coronarianas em geral, doencas cronicas
do figado, entre outras (VAN; HU, 2020; DI et al., 2021; HOU et al., 2022; LIU et al.,
2022).

Esta diversidade de propriedades e beneficios descritos para as espécies de
café tem despertado o interesse da industria farmacéutica e cosmética. Neste
sentido, a cultura de tecidos vegetais destaca-se como uma ferramenta
biotecnoldgica que pode ser utilizada para a producdo em larga escala de
metabdlitos secundarios para serem usados em produtos farmacéuticos, alimentos,
cosmeéticos e industrias relacionadas. Culturas de tecidos vegetais de plantas
medicinais produzem compostos bioativos que podem ser usados para tratar uma
ampla variedade de doencas, como céancer, doencgas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas e doencas infecciosas (AZIZ, et al., 2003; KARWASARA, et
al.,2010; ISAH, et al., 2018).

Dessa forma, esta pesquisa teve como objetivo a obtencao e o cultivo in vitro
de calos provenientes de folhas de C. canephora, utilizando diferentes meios de
cultura, com o proposito de estabelecer as condigcdes mais eficientes para o cultivo
e producao de metabdlitos, particularmente compostos fendlicos totais e flavonoides.
Além disso, visou correlacionar e avaliar as atividades antioxidante e anti-

inflamatoéria dos extratos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Cultura de tecidos vegetais

A técnica de cultura de células e tecidos vegetais consiste no cultivo de células,
tecidos ou Orgaos vegetais em condi¢cdes controladas de assepsia, temperatura, luz,
umidade e meios de cultivo apropriados (AKIN-IDOWU; IBITOYE; ADEMOYEGUN,
2009). Dentre as técnicas existentes, a micropropagacédo é uma das mais conhecidas,
pois consiste na propagacgéo clonal de plantas a partir de células, tecidos ou 6rgaos
(ERIG; SCHUCH, 2005). Em adicao, a regeneracéo de plantas in vitro pode ocorrer
por duas vias embriogénicas, direta ou indireta, isto €, 0 embrido somatico se origina
diretamente do explante ou se desenvolve de células de calo, depois de um periodo
de proliferacdo (GUERRA, 1999).

Essa capacidade de proliferacdo e diferenciacdo das células vegetais €
denominada de totipoténcia, que € uma caracteristica das células vegetais (TORRES
et al., 2000). Dentre as técnicas de cultura de tecidos vegetais existentes, a cultura de
calos pode ser definida como o cultivo de um conjunto de células agregadas de
aparéncia amorfa, textura friavel, com coloracdo variando de incolor a tons de
castanho-claro, oriundos de pequenos fragmentos de tecidos vegetais, que sofrem
desdiferenciacdo formando uma massa celular em constante proliferacéo, além de
nele, conter todas as informacgdes genéticas de uma planta inteira (EFFERTH, 2019;
FEHER, 2019).

A producdo de calos possui grande potencial para diversas aplicacfes, que
podem ser utilizados na industria em um produto biotecnoldgico, para fins
terapéuticos, para a producao de plantas agricolas por regeneracao celular, producéo
de anticorpos terapéuticos, dentre outras finalidade (EFFERTH, 2019). A formacéao de
calos também é importante na biotecnologia vegetal para conservacdo de espécies
ameacadas de extincdo, como o pau-brasil (WERNER et al.,, 2010) e espécies
utilizadas para consumo humano, como o adogante Stevia rebaudiana, o cupuagu e 0
cacau (VENTURIERI; VENTURIERI, 2004; AHMAD et al., 2011).

Em se tratando de cultura de tecidos, este método consiste, na verdade, no
cultivo de o6rgaos, tecidos ou células vegetais em meio nutritivo apropriado, em
ambiente asséptico. Baseia-se no fato, amplamente aceito, de qualquer célula do
organismo vegetal é “totipotente”. Isto €, detém em seu nudcleo toda a informacao

genética necessaria a regeneragdo de uma planta completa, estando, portanto, apta
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a dar origem, por si s6, a uma nova planta, quando submetida a condi¢des adequadas
(TEXEIRA, 1983).

Diante do exposto, as espécies de Coffea ssp. demonstram uma grande
capacidade para a producdo de metabdlitos secundarios in vitro, uma vez que, ja
existem relatos na literatura descrevendo diversas atividades biolégicas em seus
variados extratos. Castaldo et al. (2018), avaliou a atividade antimicrobiana dos
extratos da casca de café arabica através da determinacao da concentracao inibitoria
minima e concentragdo fungicida minima, e identificou que extratos metandlicos da
casca de café apresentaram atividade antimicrobiana contra Penicillium camemberti,
Penicillium. expansum, Penicillium. roqueforti, Aspergillus flavus e Aspergillus niger.
Além disso, Rebollo Hernanz et al., (2019), avaliaram o potencial inibitorio de extratos
aquosos da casca de café arabica e seus compostos na adipogénese, inflamacéo
relacionada a obesidade, disfuncdo mitocondrial e resisténcia a insulina in vitro. Os
resultados mostraram que o0s extratos reduziram o acumulo de lipidios e
consequentemente o aumento da atividade mitocondrial em adipécitos 3T3-L1.

Além disso, Guidoni et al. (2023), realizou um estudo in vitro em que o extrato
aquoso de células-tronco em suspensdo de C. canephora foi capaz de reduzir
significativamente a concentracdo de citocinas pré-inflamatérias IL-6 e TNF-a em
cultura de macroéfagos estimulados por LPS atribuida pelos autores pela supresséao d

fator de transcricdo NF-KB.

2.2 Vantagens da cultura de tecidos vegetais na obtencdo de compostos
bioativos para utilizacdo na industria de cosméticos e farmacéutica

A busca por novas fontes de produtos naturais e farmacos provenientes de
plantas tem aumentado significativamente (FOGLIO et al., 2006). Nesse contexto, a
aplicacao de abordagens biotecnolégicas emerge como uma alternativa cativante na
producdo de metabdlitos secundarios derivados de plantas. Essa abordagem visa
aprimorar a otimizacao industrial e mitigar a sobre-exploragcdo dos recursos naturais
(ISAH et al., 2018).

Os sistemas de cultura in vitro de plantas que sé&o utilizados para a producéo de
metabdlitos secundarios sao diversos, podendo ser culturas de raizes, culturas de
brotos, culturas de calos, suspenséo de células, cultura de plantas produzidas por
micropropagacéao entre outras (PERASSOLO et al, 2017; UDOMSIN et al, 2018).

A micropropagacao pode ser uma atividade comercial atraente para a producéo

de plantas de alta qualidade e oferece vantagens sobre as praticas convencionais de
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propagacdo (DEBNATH; MALIK; BISEN, 2006). Assim, a propagacao in vitro é uma
alternativa sustentavel para a producdo em larga escala de espécies com valor
medicinal e econdmico. A utilizacdo de substancias que desencadeiam a resposta de
defesa de plantas e células em cultivo in vitro € considerada um excelente método
biotecnolégico para a producdo de compostos secundarios (RAMIREZ-ESTRADA et
al., 2016; ISAH et al., 2018).

O cultivo de plantas visando a obtencdo de compostos quimicos enfrenta
multiplas complexidades. Isso decorre do fato de que as espécies vegetais prosperam
de maneira otimizada em ambientes que promovem seu crescimento, como solos com
0s nutrientes e o pH adequados, além de condi¢cdes de temperatura e umidade ideais.
O cultivo em campo, por sua vez, requer um espaco consideravel para o
desenvolvimento das plantas e exige a implementacdo de técnicas para prevenir
doencas e evitar a predacdo (ANDRADE, 2002; MORAIS, 2012; GONCALVES;
ROMANO, 2013).

De maneira geral, cultivar essas plantas in vitro, por meio das técnicas de cultura
de células, tecidos e oOrgdos, apresenta vantagens significativas. Isso se deve a
possibilidade de realizar o cultivo em espacos reduzidos, utilizando meios de cultura
ideais que contenham a quantidade apropriada de fonte de carbono, macronutrientes,
micronutrientes e reguladores de crescimento. Além disso, a utilizagdo de protocolos
repetiveis confere a flexibilidade de aplicacdo em diversos locais. Essa abordagem
permite impulsionar o rapido crescimento das células ou érgdos e amplificar a
producdo dos compostos do metabolismo secundario de interesse (ISAH et al., 2018).

As culturas celulares, sédo portanto, amplamente utilizadas uma vez que, com
esse método, a quantidade de compostos produzidos pode ser maior quando
comparada as plantas em campo, podendo produzir os compostos desejados em
larga escala, diminuindo a area necessaria para a producdo, além de reduzir a
demanda extrativista pela coleta de plantas diretamente do ambiente natural,
contribuindo para a conservagao dos recursos naturais, uma vez que o0s sistemas de
cultura in vitro podem ser mantidos em laboratérios (SARKATE et al, 2017; CAl et al.,
2012). Com o cultivo in vitro existe ainda a possibilidade de manipular o meio em que
a cultura ird crescer, adicionando-se os reguladores de crescimento mais adequados,
nutrientes e elicitores, a fim de se obter uma eficiéncia maxima da producéo de
metabdlitos secundarios (PERASSOLO et al, 2017).
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2.3Coffea canephora Pierre ex A. Froehner

No Brasil, o café figura como um dos principais produtos agricolas,
desempenhando um papel crucial nos mercados tanto nacional quanto internacional.
O pais detém a posicdo de maior produtor e exportador mundial desse produto
(CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2021). Dados recentes revelam que a producio
nacional abrange tanto os graos de C. arabica, que compreendem cerca de 70-75%
do total, quanto os grdos de C. canephora, que correspondem a aproximadamente
25-30% da producéo total (VENIAL et al., 2020).

O estado do Espirito Santo desempenha um papel significativo na producdo
nacional de café, ocupando a posicédo de segundo maior produtor desse grao no pais
(CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2021). Por sua vez, o Norte do Estado se destaca
no cultivo das variedades de C. canephora (FERRAO et al., 2017). Desta forma, o
café tem grande importancia e influéncia para o desenvolvimento econémico regional
e nacional.

A presenca de compostos fendlicos e alcaloides em C. arabica e C. canephora
conferem importantes propriedades bioldgicas a estas espécies, tais como, atividade
antioxidante (RODRIGUES; SALVA; BRAGAGNOLO, 2015), anti-inflamatoria (JUNG
et al., 2017), antitumoral (NIGRA et al., 2021), fotoprotetora (KITAGAWA et al., 2011),
dentre outras. Esta diversidade de propriedades descritas para as espécies de café
tem despertado o interesse da industria farmacéutica e cosmética. Neste sentido, a
cultura de tecidos vegetais destaca-se como uma ferramenta biotecnolégica que pode
ser utilizada na busca e producdo de metabdlitos primarios e secundarios de
interesse. Logo, a investigacao bioguimica em C. canephora é relevante, para que a
partir desse trabalho novos surjam, visando o aprimoramento e avanco da
biotecnologia vegetal nesta espécie, com enfoque na producédo de novos produtos que

valorizem ainda mais o café produzido no pais.

2.4Compostos bioativos de origem das plantas X obtidos por biotecnologia
As plantas possuem dois tipos de metabolismo, o metabolismo primario e
secundéario. As fungbes essenciais das plantas, como crescimento, desenvolvimento,
sobrevivéncia e reproducdo sdo desempenhadas pelo metabolismo primario, a partir
dos processos de fotossintese, sintese de aminoacidos e proteinas, absor¢cédo de
nutrientes, entre outros (BOTTGER et al., 2018), que garantem a funcgdo vital da

planta. Por outro lado, o metabolismo secundario esta associado a adaptacdo das
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plantas a fatores bidticos e abidticos provenientes do ambiente ao qual ela esta
inserida (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O metabolismo primario da origem ao metabolismo secundario, estabelecendo
as rotas biossintéticas que permitem a formacao de diferentes grupos de metabdlitos
secundérios, como os compostos fenodlicos, alcaloides e terpenos, entre outros
(KABERA et al., 2014). Esses compostos desempenham func¢des de defesa quimica
contra herbivoros e patdégenos, sendo também responsaveis por atribuir cor, odor e
sabor aos vegetais (BOTTGER et al., 2018). Acresce que, apresentam ag&o protetora
associada as mudancas de temperatura, conteudo de agua, niveis de luz, exposi¢cdo
a raios ultravioleta e deficiéncia de nutrientes e minerais (YANG et al., 2018). Portanto,
o conteudo de metabdlitos secundarios varia de acordo com as condi¢cdes ambientais
as quais a planta é exposta.

Matthew e Sankar (2014), quantificaram os principais metabolitos secundarios
de espécies do género Ocimum atraveés de culturas in vivo e culturas de calos in vitro,
com e sem elicitores. Maiores conteudos de fendlicos, alcaloides e terpendides foram
encontrados nas culturas de calos in vitro com elicitores. Em adi¢cdo, Deepthi e
Satheeshkumar (2016), obtiveram uma producdo de camptotecina trés vezes maior
em suspensao celular de calos de Ophiorrhiza mungos, em relacdo aos niveis
encontrados na planta ex vitro. O aumento na producdo de substancias fendlicas e
tocoferdis, também foi observado em culturas de calos de Vitis vinifera cultivados na
presenca de elicitores (CETIN, 2014; CETIN et al., 2014).

Costa et al. (2012), investigaram a atividade antioxidante e o perfil de compostos
fendlicos em plantas silvestres Thymus lotocephalus e cultura in vitro em diferentes
solventes. Os resultados revelaram que extratos a base de agua em calos
apresentaram maiores concentracdes de acido caféico (82,4%), luteolina (9,1%) e
apigenina (8,5%), do que as partes aéreas das plantas coletadas a campo,
apresentando assim um maior potencial antioxidante in vitro.

Diante do exposto, a cultura de tecidos vegetais € uma ferramenta eficiente para
a producdo em larga escala de biomassa vegetal para a extracdo de metabdlitos
secundérios de interesse, sem que ocorra a exploracdo predatoria de populagbes
selvagens. Uma vez que os demais métodos de cultivo vegetal sdo muitas vezes
limitados, onerosos e demandam mais tempo para producdo dos metabdlitos
(GONCALVES; ROMANO, 2013; MORAIS et al., 2012).
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2.5Atividade antioxidante e anti-inflamatoria

O uso de produtos de origem vegetal para beneficios a saude humana é milenar
(CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019). Entretanto, nas ultimas décadas, os
compostos bioativos, em especial os compostos fendlicos, tém se destacado pela
atividade antioxidante que pode atuar na prevencédo ou no tratamento de algumas
doencas, por desempenhar um papel importante contra o0 estresse oxidativo
(VELDERRAIN-RODRIGUEZ et al., 2014).

O estresse oxidativo é resultado de um desequilibrio entre as espécies reativas
de oxigénio (EROs) e/ou de nitrogénio e as defesas antioxidantes, causando
processos deletérios a nivel celular (TURRENS, 2003). Por sua vez, as espécies
reativas de oxigénio, (perdéxido de hidrogénio, superoxido e hidroxila), sdo uma
variedade de moléculas e radicais livres derivadas do oxigénio molecular que
apresentam um elétron desemparelhado em sua ultima camada (LIOU; STORZ, 2010;
TURRENS, 2003). Essa caracteristica confere um alto potencial de reatividade as
EROs, tornando-os moléculas instaveis e capazes de transformar outras moléculas
com as quais interagem. Assim, os compostos fendlicos desempenham um papel
relevante no estresse oxidativo e podem atuar de maneira preventiva e/ou no
tratamento de importantes doencas, pois as EROs estdo envolvidas no
desenvolvimento de  diabetes, doencas neurodegenerativas, doencas
cardiovasculares, cancer, asma, artrite reumatoide, processos inflamatorios, dentre
outros (PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2015; VELDERRAIN-RODRIGUEZ
et al., 2014).

Rodrigues; Salva; Bragagnolo (2015), descreveram que o extrato hidrofilico de
graos de C. canephora exibiu uma alta eficiéncia na eliminacéo de diversas espécies
de EROs, cuja atividade foi atribuida ao elevado teor de acidos clorogénicos. Em
adicao, Babova; Occhipinti; Maffei (2016), obtiveram alta atividade antioxidante em
extratos de graos verdes de diferentes gendétipos de C. canephora. J& Pinheiro et al.,
(2021), avaliou a capacidade antioxidante de flores de C. canephora e C. arabica, e
concluiu que em C. canephora hd4 um maior teor de compostos fendlicos e
consequentemente, capacidade antioxidante. Recentemente, um estudo realizado por
Guidoni et al. (2023), com extrato aquoso de células-tronco de C. capenhora
apresentou interessante atividade antioxidante em eliminar radicais livres, a presenca
de compostos fendlicos e flavonoides, além de atividade anti-inflamatoria, suprimindo
os danos causados pelo estresse oxidativo e efeito migratorio significativo em

fibroblastos.
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A inflamacé&o € uma reacgdo protetora iniciada ap0s a presenca de patdogenos ou
leséo tecidual (HEADLAND; NORLING, 2015). As respostas inflamatodrias, tem por
objetivo eliminar o estimulo iniciante e promover reparacao tecidual (FULLERTON;
GILROY, 2016). A resposta inflamatoria tem inicio através de um complexo
mecanismo que envolve macrofagos teciduais, linfécitos, ceélulas endoteliais,
fibroblastos e mastdcitos ativando um programa de citocinas pro-inflamatorias para
amplificar a resposta imune (FULLERTON; GILROY, 2016; HEADLAND; NORLING,
2015). O estresse oxidativo e o processo inflamatorio estdo intrinsecamente
relacionados, visto que a producdo de EROs pode modular vérios fatores de
transcricdo induzidos por estresse, como AP-1, p53 e NF-kB responsaveis por regular
a expressao de citocinas pré-inflamatorias, diferenciacéo celular e apoptose (BIRBEN
et al., 2012; BURTON; JAUNIAUX, 2011). O efeito anti-inflamat6rio do café pode ser
observado no estudo de Jung et al., (2017), onde extratos aquosos diminuiram a
expressdo de citocinas proé-inflamatérias e mediadores inflamatorios. Além disso,
Nigra et al., (2021), demonstrou que extratos aquosos de gréos de C. canephora teve
efeito antiproliferativo e citotéxico em células de cancer de mama em modelos de
cultura celular 2D e 3D sem afetar a viabilidade de células mamarias saudaveis.

Guidoni et al. (2023), também avaliou que o extrato aquoso de células-tronco de
C. canephora foi capaz de reduzir significativamente a concentracéo de citocinas proé-
inflamatorias IL-6 e TNF-a em cultura de macrofagos estimulados por LPS.

Outro estudo inédito realizado por Guidoni et al. (2022), avaliou através de uma
mistura lipossomal com extrato aquoso de células- tronco de C. canephora uma
melhora na resposta inflamatéria, com a capacidade de diminuir a expressdo de
citocinas pro-inflamatoérias e melhora na cicatrizacao de feridas.

Diante do exposto, o expressivo potencial antioxidante de C. canephora descrito
neste trabalho, leva a sugerir que os extratos de célula-tronco do café conilon podem
ser uma alternativa para minimizar o estresse oxidativo, e consequentemente o

processo inflamatorio e seus danos a pele.

2.6Cicatrizacao
Uma ferida pode ser definida como um rompimento da estrutura anatbmica da
pele, com a perda da funcionalidade celular normal. O processo de cicatrizagdo da
ferida € um complexo que envolve a interacdo de diferentes células sanguineas,
componentes da matriz extracelular e mediadores solUveis, como fatores de

crescimento e citocinas para repor a integridade estrutural e funcional do tecido
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lesionado. A cicatrizacdo de feridas cutaneas é um processo bioldgico multifacetado
qgue pode ser dividido em trés ciclos sobre postos: inflamacéo, reepitelizacdo e
remodelagem ou maturacdo do tecido (CAMPOS et al., 2007; REIKE et al., 2012;
KONDO et al., 2017; ERTL et al., 2018).

Essa fase é iniciada no momento que ocorre a lesdo, com exposicdo de sangue
dos vasos rompidos, ativacdo de plaquetas pelas substancias da matriz extracelular
gue envolve o endotélio, fazendo com que tenha inicio os processos de adeséo e
agregacdo celular. O coagulo formado, em conjunto com uma matriz de fibrina
formada, promove uma barreira impermeabilizante que impede a contaminacéo e
permite um suporte para as futuras células migratérias. Simultaneamente, citocinas e
fatores de crescimento séo liberados, assumindo importante papel no recrutamento
de células inflamatoérias para o local da ferida, aumentando o fluxo dessas células para
o debridamento (fase inflamatéria), formacéo de tecido de granulagéo (angiogenese),
proliferacdo de fibroblastos, formacdo de matriz extra-celular e colageno,
reepitelizacao e finalmente a remodelacao do tecido (ISAAC et al, 2010; YATES et al,
2012).

A fase inflamatoria depende de inUmeros mediadores quimicos, das células
inflamatorias, como as polimorfonucleares (PMN), macréfagos e linfécitos. O
macrofago é a célula inflamatéria mais importante dessa fase (BEHM et al., 2012).
Permanece do terceiro ao décimo dia, fagocita bactérias, debrida corpos estranhos, e
direciona o desenvolvimento do tecido de granulacdo. Além da presenca de células e
mediadores inflamatorios, conta com p importante papel da fibronectina (CLARK,
1998). Sintetizada por uma variedade de células como os fibroblastos, queratinécitos
e células endoteliais, ela adere, simultaneamente a fibrina, ao colageno, e a outros
tipos de células funcionando como cola, para estabilizar o codgulo de fibrina, as
células e os componentes da matriz (BARRIENTOS et al., 2008).

A fase proliferativa ou de formacgéo do tecido € responsavel pelo fechamento da
ferida propriamente dita. A primeira fase € a reepitelizacao, que ocorre pela migracéo
de queratindcito ndo-danificados da borda da ferida, em direcdo ao centro. Fatores de
crescimento sdo responsaveis pelo elevado numero de mitoses e hiperplasia do
epitélio (KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013). A segunda fase da proliferacdo inclui a
fibroplasia e formacdo da matriz, que € extremamente importante na formacéo do
tecido de granulacéo (colecdo de elementos celulares, incluindo fibroblastos, células
inflamato6rias e componentes neovasculares e da matriz, como a fibronectina, as

glicosaminoglicanas e o colageno). A formacao do tecido de granulacdo depende do
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fibroblasto, célula critica na formac&o da matriz. Longe de ser apenas produtor de
colageno, o fibroblasto produz elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases,
estas responsaveis pelo debridamento e remodelamento fisiologico (WERNER e
GROSSE, 2003). A ultima fase da proliferacdo é a angiogenese, essencial para o
suprimento de oxigénio e nutrientes para a cicatrizacao.

A remodelacado do tecido € a ultima das fases, ocorre no colageno e na matriz;
dura meses e é responsavel pelo aumento da forca de tensédo e pela diminuicdo do
tamanho da cicatriz e do eritema. Reformulagfes dos colagenos, melhoria nos
componentes das fibras colagenas, reabsorcdo de agua sdo eventos que permitem
uma conexao que aumenta a forca da cicatriz e diminui sua espessura (DOILLON et
al., 1985).

Um estudo recente realizado por Guidoni et al. (2022), avaliou a aplicacdo topica
de uma mistura lipossomal com extrato de células-tronco em suspensdo de C.
canephora na cicatrizacdo de feridas em ratos. Esse trabalho teve como resultado
uma melhora eficiente na regeneracao tecidual, refletindo em uma rapida cicatrizacao
da ferida com reducao da inflamacéo no local da leséo, quando comparado ao grupo
controle, especialmente durante a fase de reepitelizagdo. Guidoni et al. (2022),
também verificou um aumento significativo quanto a producdo e deposicdo de
colageno no local da ferida durante a fase mais importante da proliferacdo de células
fibroblasticas. Além de diminuir a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6
e TNF-a e aumentar a producéo e liberacao de interleucinas anti-inflamatorias, como
IL-10, demonstrando ser um produto com propriedades que podem modular o
processo inflamatério causado na pele e ser interessante ndo s6 para a cicatrizacao
de feridas, mas também para outras doencas em que o processo inflamatério esta

presente.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antioxidante e anti-inflamatéria in vitro em extratos de
células-tronco vegetais oriundos de calos obtidos a partir de folhas de C. canephora

cultivados em diferentes meios de cultura

3.10bjetivos especificos

e Estabelecer condi¢cbes de cultivo in vitro para obtencdo de calos a partir de

folhas de C. canephora;
e Selecionar o melhor meio de cultivo para a producdo de metabdlitos bioativos;
e Quantificar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e proteinas;
e Determinar a atividade antioxidante dos extratos;
e Avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro dos extratos;

¢ Auvaliar os efeitos dos extratos de calos de C. canephora sobre a proliferacao e

migracdo de fibroblastos.
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4. METODOLOGIAS

4.1 Material vegetal
Folhas de C. canephora (clone 501) foram coletadas na Fazenda S&o Luiz, no
Sitio Esperanca (20°52'58.2"S 41°19'27.7"W), na zona rural do municipio de Muqui

no estado do Espirito Santo, Brasil.

4.2 Desinfestac&do do material

Apos a coleta, as folhas foram transferidas para o laboratério e desinfestadas
superficialmente. Para a assepsia, foram selecionadas folhas expandidas, com
coloracdo verde intensa e sem sinais de lesdes, doencas ou ataque de insetos. As
folhas foram lavadas em agua corrente por 3 vezes durante 5 minutos, imersas em
etanol 70% (v/v) por 2 minutos, seguida por imersédo durante 20 minutos em solucéo
de hipoclorito de s6dio comercial contendo 2,5% de cloro ativo. Por fim, foram lavadas
3 vezes com &gua destilada autoclavada em camara de fluxo laminar (Guidoni et al.,
2022).

4.3 Inducdo e cultivo dos calos

A inducgédo dos calos foi realizada em dois meios de cultura, denominados de
meio de cultura simples e meio de cultura composto. Para o meio de cultura simples,
foi utilizado o meio de cultura Murashige e Skoog (MS) meia forca (Metade da
concentracdo de nutrientes totais recomendada) (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
contendo sacarose (20 g/L), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a 10 uM e
Phytagel® (2,0 g/L) segundo Souza et al., (2015) com adaptacdes. Para o meio de
cultura composto foi utilizado meio de cultura MS meia forca suplementado com
vitaminas de Gamborg’s (10 mL/L) (GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968), sacarose (30
g/L), L-cisteina (0,08 g/L), extrato de malte (0,4 g/L), caseina (0,1 g/L), 2,4-D (9,06
MM), benzilaminopurina (BAP) (4,44 uM) e Phytagel® (2,8 g/L) de acordo com Venial
et al., (2020). Ambos os meios de cultura foram ajustados para um pH de 5,7 antes
da autoclavagem a 121 °C, por 20 minutos a 1,5 atm. Explantes oriundos das folhas,
foram inoculados em ambos os meios de cultura e mantidos em camara de
crescimento tipo BOD (demanda bioquimica de oxigénio) no escuro a 25 + 2 °C por
45 dias para a inducao dos calos. Foram inoculados 40 explantes para cada meio de
cultura, sendo cada explante individualizado em um tubo de ensaio contendo 10 mL

de meio.
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Os calos friaveis obtidos, foram transferidos e subcultivados duas vezes em
intervalos de 45 dias para o0 aumento e multiplicacdo da massa celular. Apds isso, 0s

calos foram coletados para obtencédo dos extratos vegetais.

4.4 Obtencéo dos extratos vegetais
Os extratos foram preparados de acordo com Guidoni et al. (2022). Os calos
cultivados em meio simples e composto foram triturados por 5 minutos em blender
com agua deionizada na proporcdo de 10% (m/v). Depois, 0s extratos foram
colocados em ultrassom por 16 minutos e centrifugados a 6000xg por 15 minutos a
20 °C. O sobrenadante foi coletado, congelado a -80 °C overnight e liofilizado. Apds a
liofilizacdo, os extratos de calos de café do meio simples (CMS) e composto (CMC)

foram armazenados a -20 °C até a realizacao dos experimentos.

4.5 Quantificacdo de proteinas
A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford,
conforme descrito por Lorenconi et al. (2021). Para o ensaio foram utilizados 5 pL de
amostra e 200 puL do reagente Bradford. A curva padréo foi feita utilizando albumina
sérica bovina e as leituras foram realizadas a 595 nm, sendo os resultados expressos

em pg/mL.

4.6 Quantificacdo de polifendis totais e flavonoides
O contetdo de fendlicos totais foi determinado utilizando o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (ESQUIVEL-ALVARADO et al., 2020). O
conteudo de fendlicos totais do CMS e CMC foram expressos em mg equivalentes de
acido clorogénico (EAC)/100 g de extrato. O teor de flavonoides totais foi determinado
por método espectrofotométrico e os resultados foram expressos em mg equivalentes
de quercetina (EQ)/ 100 g em ambos os extratos.(XU; CHANG, 2007).

4.7 Atividade de eliminagédo de radicais livres
A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelos métodos
colorimétricos do sequestro do radical livre 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS) (RE et al., 1999), sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) (BLOIS, 1958) e a capacidade redutora do ion Fe3* para o ion Fe?* pelo
método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (BENZIE; STRAIN, 1996). Os

resultados serdo expressos como valor de ICso (mg/mL).
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4.8 Estudos da atividade citotoxica in vitro

A atividade citotoxica foi realizada pelo método do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di-
fenil brometo de tetrazolina (MTT) (MOSMANN, 1983). Foram utilizadas culturas de
células de fibroblastos (L929) e macrofagos RAW 264.7. As culturas foram incubadas
com diferentes concentracdes (1-1000 pg/mL) dos extratos por 24 horas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO2. ApGs este periodo, a cultura foi incubada com o MTT por 2
horas e em seguida sera adicionado 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) por 30
minutos com agitacdo para dissolucdo dos cristais de formazana. A leitura da
absorbancia das placas foi realizada em leitor de ELISA (Elisa Spectracount Packad
— EUA) a 595 nm.

4.9 Determinacao de 6xido nitrico in vitro

Para quantificacdo indireta de Oxido nitrico (NO) foi empregado cultura de
macréfagos estimulados por lipopolissacarideos (LPS). As células foram expostas a
diferentes concentracdes (1-1000 pg/mL) dos extratos e apos 24 horas, 0
sobrenadante sera utilizado para a quantificacdo de nitrito pelo reagente de Griess
(1% sulfanilamida em A&cido fosférico 5% e 0,1 % de diidrocloreto de
naftiletilienodiamina em &gua; 1:1). A concentracdo de nitrito foi calculada por
regressao linear utilizando-se uma solucdo padréo de nitrito de sédio (GREEN et al.,

1982). Os resultados foram expressos como valor médio de nitrito em uM.

4.10 Reducdo da producao do anion superoéxido

O potencial efeito inibitério dos extratos sobre a producédo do radical superéxido
(O2") foi determinado em cultura de macréfagos RAW 264.7 ativados por LPS (CHOI;
KLESSIG, 2016; PINHO et al., 2011; STURROCK et al., 2006). Os macréfagos foram
pré-tratados em concentracdes crescentes (1-1000 pg/mL) dos extratos e estimuladas
24 horas com LPS na concentracao de 1 ug/mL. Apds incubagao por 20 horas (5% de
CO2 a 37°C) o sobrenadante foi removido e adicionado cloreto de nitroazul de
tetrazélio (NBT) (1 mg/mL), seguido de incubacao por 2 horas. Em seguida, os cristais
de formazana formados foram dissolvidos e a densidade Optica mensurada a 630 nm,
usando leitor de microplacas (Multi-Mode Microplate Reader, Filter Max F5, Molecular
Devices Spectra, USA). Os resultados foram expressos em porcentagem de inibigao

da producéo de anion superoxido.
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4.11 Inibicdo do dano oxidativo causado pelo perdxido de hidrogénio (H202)
em L929
O efeito protetor dos calos de café contra o dano oxidativo e toxicidade do
peroxido de hidrogénio em fibroblastos L929 foi avaliado pelo ensaio do peroxido de
hidrogénio (ANNAN; HOUGHTON, 2008; ADETUTU; MORGAN; CORCORAN, 2011).
As células foram plaqueadas na concentracéo de 5 x 10* células/mL em placas de 96
pocos e cultivadas overnight. Apos incubacéo adicionou-se peroxido de hidrogénio
(H202) 125 pM, seguida de adicdo com diferentes concentragdes (1,10,100 e 1000
pg/mL) dos extratos por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de didxido de carbono
(CO2). Utilizou-se a catalase na concentracdo de 10 Ul/mL como controle positivo.
ApOs o periodo de incubacdo a viabilidade celular foi avaliada pelo método
colorimétrico do MTT e os resultados expressos em porcentagens de células vivas.
Os experimentos foram realizados em triplicata em pelo menos dois dias diferentes
(SCHERER, 2017).

4.12 Determinacdao de citocinas in vitro

Macrofagos (RAW 264.7) foram cultivados em placas de 96 pocos e incubados
até atingir de 70-80% de confluéncia. As células foram expostas a diferentes
concentracfes (1, 100, 1000 pg/mL) dos extratos por 60 minutos antes da adicéo de
lipopolissacarideos (LPS) (1 pg/mL). Decorridas 24 horas, o sobrenadante celular foi
utilizado para quantificagcdo da citocina fator de necrose tumoral a (TNF-a) e
interleucina 6 (IL-6) empregando o ensaio imunoenzimatico (ELISA — do inglés
“‘Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”). Para tal, a citocina foi detectada através de
anticorpos de captura, e anticorpos biotinilados e amplificados com estreptoavidina-
peroxidase de acordo com instrucdes do fabricante (eBioscience®). Como substrato,
foi utilizado o-Phenylenediamine (OPD) ou 23 tetrametilbenzidina (TMB) e a reacéo
foi bloqueada adicionando-se acido sulftrico (H2SO4 1M) aos pocos. As leituras foram
feitas em espectrofotdbmetro a 450 nm. A concentracdo de citocina foi determinada
pela equacdo da reta comparando-se as absorbancias das concentragdes conhecidas

da curva padrao para a citocina com as absorbancias obtidas nas amostras.

4.13 Ensaio in vitro de cicatrizagdo de feridas (scratch assay)
O ensaio de cicatrizacéo de feridas in vitro foi realizado conforme descrito por
(FRONZA et al., 2008). Resumidamente, os fibroblastos foram cultivados em placas

de 6 pocos até formarem monocamadas de células quase confluentes para realizar
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uma ferida linear artificial. As placas foram lavadas com solucdo salina estéril (PBS)
com a finalidade de remover as células durante a realizacdo da ferida. Em seguida,
as monocamadas foram tratadas por 16 horas com diferentes concentracdes dos
extratos de calos CMS e CMC (10, 100 e 1000 pg/mL). O fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) foi usado como controle positivo. Apds a incubacao, as
células foram fixadas e coradas com 2-(4-amidinofenil)-1-indole-6-carboxamidina
(DAPI) e a migracao celular para a area ferida foi quantificada usando o usando o
software CellC® (Finlandia). Os resultados s&o descritos como porcentagem de
células que migraram e/ou proliferaram na area lesionada em comparagdo com o

grupo de controle nao tratado.

4.14 Ensaio de proliferagcédo de BrdU

O efeito sobre a proliferacdo de fibroblastos foi determinado utilizando Kit de
qguantificacdo da proliferacéo celular — BrdU. As células foram plaqueadas em placas
de 96 pocgos a uma densidade de 30.000 células/pogo, com 90 pL de meio Dubelcco
modified Eagle medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS) a 37°C, 5%
de CO2. Apds 24 horas, os efeitos do extrato de calos de café nas concentracdes de
10, 100 e 1000 pg/mL na proliferacédo de fibroblastos foram medidos com o analogo
de timidina BrdU (5-bromo-2'-desoxiuridina), apds sua incorporacdo no DNA recém-
sintetizado e sua deteccdo subsequente com um anticorpo anti-BrdU de acordo com
as instrucdes e especificacdes do fabricante (Roche® Mannhein, Alemanha).

4.15 Analise estatistica dos dados
Todos os experimentos foram realizados em triplicada. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de separagdo de médias Tukey
(p<0,05) utilizando o software R (R Foundation for Statistical Computing, version 3.1.1,

2014, Vienna, Austria). Os dados foram expressos como média + desvio padréao (DP).

5. RESULTADOS

5.1Quantificacdo de proteinas
A tabela 1 apresenta a concentracéo de proteinas totais nos extratos de calos
de café em CMS e CMC. N&o foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre as amostras analisadas.
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Tabela 1. Quantificacdo de proteinas totais nos extratos de calos de café em meio

simples (CMS) e meio composto (CMC) de C. canephora.
Concentracao de proteinas

Amostras
(mg/mL)
CMS 31,1+0,92
CMC 34,1 +0,52

Os resultados foram expressos como média + DP (n=3). Letras diferentes na mesma coluna
correspondem a diferengas significativas (p<0,05).

5.2Conteudo total de fendlicos e flavonoides

A tabela 2 descreve a quantificacdo de fendlicos totais e flavonoides. Foram
identificadas diferencas significativas entre os polifendis presentes no CMC e no CMS.
E notavel que os valores de polifendis no CMC (61,74 mg/100g) foram superiores em
comparacao com os do CMS (32,48 mg/100g) (Tabela 2). No que diz respeito ao teor
de flavonoides, ndo foram observadas diferencas significativas entre os diferentes
meios de cultivo utilizados (Tabela 2).
Tabela 2. Quantificacdo de polifendis e flavonoides nos extratos dos calos de café

(Coffea canephora) cultivados no meio simples (CMS) e no meio composto (CMC).

Polifendis Flavonoides
Extratos de calos de

*mg de acido

café . *mg de quercetina/100g
clorogénico/100g

CMS 32,48 + 2,32 21,91 +1,282

CMC 61,74 + 1,942 22,70 £ 1,532

CMS: extrato de calos de café meio simples; CMC: extrato de calos de café meio composto. *resultados
expressos em mg de equivalentes de acido clorogénico em 100g de amostra; * resultados expressos
em mg de equivalentes de quercetina em 100g de amostra. Letras diferentes na mesma coluna
correspondem a diferengas significativas (p<0,05).

5.3 Atividade biolégica dos extratos

5.3.1 Ensaios quimicos
5.3.1.1Atividade antioxidante dos extratos

A atividade antioxidante dos extratos de CMC e CMS foram avaliadas usando
qguatro ensaios quimicos de sequestro dos radicais livres diferentes e os resultados
estdo apresentados na Tabela 3. Maiores ICso foram observados em amostra CMC
nos métodos DPPH e ABTS, enquanto para CMS foi encontrado uma maior atividade

antioxidante no método FRAP.
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Tabela 3. Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos dos calos de café (Coffea

canephora) cultivados no meio simples (CMS) e no meio composto (CMC).

DPPH ABTS FRAP
Amostras
ICs0 (Mg/mL)
CMS 12,45 + 0,272 5,76 £ 0,302 1,65 + 0,01°
CMC 8,12 + 0,90P 4,77 + 0,06 206+0,172
Acido Cafeico 0,0072 +0,72¢ 0,0055 + 0,39¢ 0,0009 + 0,02°¢

CMS: extrato de calos de café meio simples; CMC: extrato de calos de café meio composto; ICsy:
concentracao necessaria de antioxidante para inibir 50% de uma determinada concentracao de radical.
*Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferencas significativas entre as amostras (p<0,05).

5.4 Estudos bioldgicos in vitro intracelular

5.4.1 Efeitos dos extratos de C. canephora sobre a viabilidade
celular

Os efeitos dos extratos CMS e CMC na viabilidade das linhagens de fibroblastos
L929 e macrofagos RAW 264.7 foram avaliados por meio do método colorimétrico do
MTT. Os resultados indicaram que, em diferentes concentracdes, ambos os extratos
ndo provocaram efeitos citotoxicos significativos em nenhuma das linhagens

celulares, mesmo na concentragdo maxima testada de 1000 pg/mL, como ilustrado na
Figura 1.
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Figura 1. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) (A) e meio composto
(CMC) (B) nas concentracdes de 1 a 1000 pg/mL sobre a viabilidade de fibroblastos L929 e macrofagos
RAW 264.7 ap6s 24 h de exposi¢do avaliado pelo ensaio colorimétrico do MTT. Os resultados sédo

expressos em porcentagem média + D.P. de células vidveis comparada ao grupo controle de trés
experimentos independentes.

5.4.2 Determinacgdo de 6xido nitrico in vitro

Os extratos de calos de C. canephora foram capazes de reduzir
significativamente a producéao de NO (Figura 2). CMS na concentracao de 1000 pg/mL
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inibiu aproximadamente 46% da producao de nitrito comparada ao grupo LPS,
engquanto para CMC houve diferenca significativa nas concentracées de 100 e 1000
pug/mL, alcancando inibicdes na ordem de 52 e 57%, respectivamente, comparadas

ao grupo controle LPS.
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Figura. 2. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) e meio composto
(CMC) nas concentragbes de 10, 100 e 1000 pg/mL sobre a concentracdo nitrito em cultura de
macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS 1 pg/mL (24 h). Os resultados foram expressos como
média + DP de dois experimentos independentes. Letras diferentes representam diferenc¢a significativa
(p<0,05) entre os tratamentos.

5.4.3 Reducéo da producao do anion superoéxido in vitro

Os extratos de calos de C. canephora CMC e CMS também apresentaram efeito
inibitério na producgéo do radical superéxido de forma dose dependente em cultura de
macrofagos estimulados com LPS (Figure 3). Significativamente na concentracéo de
100 e 1000 pg/mL para CMC, enquanto para CMS houve inibicdo na concentracdo de
1000 pg/mL quando comparado ao grupo controle LPS (Figura 3).
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Figura 3. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) e meio composto (CMC)
sobre nas concentracdes de 10, 100 e 1000 pug/mL sobre a concentra¢@o do radical anion superéxido
(O%) em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS (1 ug/mL) ap6s 24h de tratamento.
Os resultados foram expressos como média + DP de dois experimentos independentes. Letras
diferentes representam diferencga significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

5.4.4 Efeito preventivo contra danos oxidativos causados por H20:2

em fibroblastos

Tanto o extrato de CMS, quanto o de CMC apresentaram acao protetora quando
comparado ao dano oxidativo causado pelo H20:2 isolado na concentracdo de 100
pg/mL e 1000 pg/mL em linhagem celular de fibroblastos do tipo L929 (Figura 4).
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Figura 4. Efeito protetor extratos de calos de C. canephora meio composto (CMC) (A) e meio simples
(CMS) (B) de C. canephora avaliados em fibroblastos L929 contra os danos causados pelo peroxido
de hidrogénio (H202). Os fibroblastos foram expostos a diferentes concentra¢cdes de amostras na
presenca ou auséncia de H20:2. A catalase a 10 Ul/mL (CAT) foi utilizada como controle positivo. Os
resultados foram expressos como média + DP (n = 2). #Significativo (p <0,05) em compara¢do com o
controle negativo sem H20:2. *Significativo (p <0,05) em comparagdo com o controle de H20:2 por
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey post hoc.

5.4.5 Reducédo da producao de citocinas in vitro

Conforme observado na Figura 5, a exposicdo dos macréfagos ao LPS
produziu um aumento significativo na producdo de ambas as citocinas inflamatorias
TNF-a e IL-6. Quando as células foram expostas ao LPS em conjunto com o extrato
CMS nas concentracdes de 10, 100 e 1000 ug/mL observou-se um efeito inibitério
significativo de 14, 31 e 48% na producédo de TNF-a e de 5, 15 e 23% na producéo de
IL-6, respectivamente. O extrato CMC apresentou maior efeito inibitério na producgéo
dessas citocinas inflamatorias, alcancando efeitos inibitorios de 67 e 34% para o TNF-

a e a IL-6, respectivamente na concentragdo de 1000 pug/mL (Figura 5).
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Figura 5. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) e meio composto (CMC)
sobre a producédo de citocinas pré-inflamatérias TNF-a (A) e IL-6 (B). Macréfagos RAW 264.7 foram
expostos as concentracdes de 10, 100 e 1000 pg/mL de CMS e CMC na presenca ou auséncia de LPS
(1 pg/mL). Os resultados foram expressos como média = DP de dois experimentos independentes.
Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

5.4.6 Ensaio in vitro de cicatrizacao de feridas (scratch assay)

Para avaliar a migrag&o celular in vitro, foi realizado o ensaio de "scratch assay"
utilizando fibroblastos. Ap6s 16 horas em cultura com diferentes concentragbes de
CMS e CMC, os resultados demostraram um aumento positivo, dose dependente na
migracao dos fibroblastos na ferida artificial, especialmente na concentracdo de 1000
pg/mL de CMS e CMC, alcancando valores aproximados de 25% e 40%,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle (p <0,05). Interessante
destacar ainda que se observou um maior efeito para o extrato CMC em relacdo ao
CMS. Os efeitos significativos de CMC na concentracdo de 100 e 1000 pg/mL foram
comparaveis ao PDGF (45%) utilizado como controle positivo (Figura 6).
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Figura 6. Efeito dos extratos de calos de C. canephora em meio simples (CMS) e meio composto (CMC)
sobre a migracédo de fibroblastos no scratch assay. As células foram tratadas com 10, 100 e 1000 pg/mL
dos extratos, 2 ng/mL de PDGF ou apenas com meio de cultura, como controle. (A) Imagens
representativas foram tiradas imediatamente apés a leséo (0 h) e apds 16 h de incubagédo a 100 x. (B)
Porcentagem do nimero de células apds 16 h na area lesionada, em comparagéo com a area de lesdo
no momento zero (0 h). As barras representam a média + DP de dois experimentos independentes.
*Letras diferentes representam diferenca significativa entre os tratamentos.
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5.4.7 Proliferacao de fibroblastos in vitro (Brdu)

As células tratadas com os extratos de calos de C. canephora mostraram um
aumento significativo comparado ao controle para CMC e CMS na incorporacédo de
BrdU no DNA, indicando efeito estimulador na proliferagcdo de fibroblastos na
concentracdo de 1000 pg/mL, no qual que foi medido pela densidade Optica da cultura

em todas as concentragfes testadas (Figura 7).
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Figura 7. Efeito dos extratos de calos de C. canephora meio simples (CMS) e meio composto (CMC)
de C. canephora na proliferacdo de fibroblastos. As células foram tratadas com 10, 100 e 1000 pg/mL
dos extratos. Os resultados foram expressos como média + DP de dois experimentos independentes.
*Letras diferentes representam diferenca significativa entre os tratamentos.

6. DISCUSSAO

A utilizac&o de culturas de tecidos vegetais possibilita a obtencdo de substancias
biologicamente ativas para a saude humana (GUERRIERO et al., 2018). Essas
substancias, conhecidas como metabdlitos primarios e secundéarios, sao
caracterizadas pela ampla diversidade quimica, que podem apresentar inUmeras
propriedades com aplicac@es industriais e medicinais (LATTANZIO, 2013; MOSAVAT
et al., 2019; TIJJANI et al., 2020).

Dentre os diversos grupos de metabdlitos existentes, merecem destaque 0s
compostos fendlicos, os quais sdo sintetizados em praticamente todas as células
vegetais, apresentando atividade antioxidante substancial. Segundo Aryal et al.
(2019), eles séo capazes de estabilizar a acédo de radicais livres, protegendo assim
nao apenas as células vegetais, mas também as células humanas da acao de

espécies reativas de oxigénio (EROs). Além disso, esses metabdlitos vegetais sdo
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caracterizados por uma variedade de atividades farmacoldgicas, tais como
fortalecimento capilar, antimicrobiano, anticancerigeno e cardioprotetor (ULLAH et al.,
2020; DI LORENZO et al.,2021). Tudo isso desperta grande interesse na producao
biotecnolégica, inclusive utilizando a culturas de tecidos vegetais (CHEYNIER et al.,
2013; HASANUZZAMAN et al., 2020).

Os efeitos benéficos do café podem ser mediados por varios mecanismos, como
a inducéo da autofagia, melhorando a sensibilidade a insulina, estimulando a captacéo
de glicose, retardando a progressdo da sarcopenia e promovendo a regeneracao do
musculo lesionado (NAYLOR-DIRKS, 2015), e vias, como o AMP- a via da proteina
quinase ativada (AMPK) para controle metabdlico (SANTOS; LIMA, 2016), e a via
Nrf2/elemento regulador antioxidante (ARE) para a resposta ao estresse oxidativo
(BUTT;SULTAN, 2011). Além disso, as propriedades antiangiogénicas e anti-
inflamatodrias do café podem ser parcialmente mediadas pela inibicdo da expresséo
da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da secrecédo da proteina quimioatraente de monaocitos-
1 (MCP-1) (CARDENAS; QUESADA; MEDINA, 2011). Os efeitos biolégicos do café
sdo em parte atribuidos a compostos biologicamente ativos, como cafeina, terpenos,
acido clorogénico e melanoidinas, embora suas quantidades variem dependendo da
espécie de café, grau de torrefacdo, método de preparo e tamanho da porcéo
(GODOS et al., 2014).

Nos ultimos anos, as pesquisas com extratos vegetais vém recebendo destaque
por suas propriedades biolégicas. Seus compostos naturais estdo ganhando enorme
atencdo nas industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia, sendo considerados
produtos economicamente valiosos (RAHMAN et al., 2021; ABDULHAFIZ et al., 2022).
Aliado ao potencial biotecnoldgico, estes extratos obtidos a partir de células-tronco
vegetais podem ser incorporados em formulagdes tdpicas e também em suplementos
alimenticios, uma vez que had em sua composicdo riqueza de metabdlitos com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e regenerativas (MIASTKOWSKA,
SIKORA, 2018).

Ao se tratar de metabdlitos primarios, o teor de proteinas foi avaliado pela
primeira vez em extratos de calos de C. canephora, confirmando a presenca de uma
guantidade significativa de proteinas em ambos os extratos. Este fato, indica também
a presenca de aminoacidos em ambos o0s extratos, que podem apresentar
propriedades benéficas a saude humana, pois sdo capazes de promover a
cicatrizagcdo de feridas e reparar a pele danificada, de modo a protegé-la contra danos

do ambiente (SOLANO, 2020).
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Explantes de folhas de C. canephora foram submetidos ao cultivo em dois tipos
de meios de cultura. Para cada meio de cultivo realizou-se a combinacéo de diferentes
reguladores de crescimento vegetal (auxinas e citocinas) para a inducéo e proliferacao
dos calos. De acordo com os resultados obtidos, os extratos de CMC exibiram
quantidades significativamente maior de compostos fendlicos comparadas aos
extratos de CMS. Este fato evidencia que a composicao inerente ao tipo de meio de
cultura e seus componentes suplementares o qual o calo € cultivado influéncia em sua
composi¢cdo quimica conferindo-o caracteristicas farmacologicas Unicas. Em adigéo,
os elementos do meio de cultura comportam-se como agentes similares a elicitores,
uma vez que seus componentes induzem uma maior sintese de compostos fendlicos.
Neste sentido, Bartos (2012), verificou que a concentracdo de sacarose influenciou
diretamente na inducdo e desenvolvimento dos calos de C. arabica, visto que, a
presenca de uma fonte de carbono no meio de cultura é essencial para o crescimento
vegetal, ja que in vitro a fotossintese do explante € limitada.

No meio de cultivo utilizado para obtencdo do CMC, foi utilizado horménios
sintéticos tais como, 2,4-D e BAP e outros nutrientes, enquanto no meio que foi obtido
o CMS foi empregado apenas o agente 2,4-D e componentes que 0 MS meio contém.
Sendo assim, a combinacéo de 2,4-D (auxina), BAP (citocinina) e demais nutrientes
suplementados no meio de cultura, potencializou o aumento da producdo de
metabdlitos secundarios em CMC comparado aos extratos de CMS.

A presencga de compostos fendlicos nos extratos de calos de café, reforca sua
capacidade antioxidante, corroborando com Lemos, et al. (2020) e Pinheiro, et al.
(2021). Por conseguinte, um estudo realizado por Wongsa et al. (2019), demonstrou
que o teor de fendlicos totais em extratos aquosos de graos de C. canephora torrado
foi de 27,2 mg equivalentes de acido galico (GAE)/100 g de amostra, valor inferior ao
presente em CMS deste estudo (32,48 + 2,32) e CMC (61,74 = 1,94 mg EAC/100 g),
gue se destaca por apresentar um contetdo superior de compostos fendlicos. Outro
estudo feito com folhas de Bauhinia vahlii com extrato metandlico, constatou para
fendlicos totais 48,7 mg de GAE/100 g, enquanto para extrato aquoso quente, 23,7
mg de GAE/100 g (KANDHASAMY; KANG, 2012), mostrando novamente que CMC
contém altas quantidades de compostos fendlicos quando comparados com dados da
literatura. Em adicé&o, amostras de caule e folha de extratos aquosos de calos em meio
suplementado com auxinas de Lavandula coronopifolia pesquisados por Sharifzadeh
et al. (2023), apresentaram quantidades préximas (64,73 + 9,93 mg GAE/ 1009)

comparativamente ao CMC. Rodriguez-Hernandez et al. (2018), investigaram o teor
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total de fendlicos em extratos de células-tronco vegetais de Olea europaea, onde 0s
polifendis totais foram 20,8 mg EAC/100 g, demonstrando novamente que 0s extratos
CMC e CMS apresentaram um conteudo significativo de fendlicos com base nos
relatados na literatura.

O teor de flavonoides totais ndo apresentou diferenca entre os diferentes meios
de cultivo empregado para obtencao dos extratos CMS e CMC. No entanto, os valores
de flavonoides encontrados neste estudo foram superiores aos descritos por Guidoni
et al. (2023), que encontrou um total inferior de flavonoides em suspensodes celulares
C. canephora.

O extrato CMC demonstrou maior atividade antioxidante, com valores de ICso
significativamente inferiores em comparacdo com o extrato CMS, tanto para os
radicais DPPH quanto para ABTS. Em consonancia com um estudo anterior
conduzido por Krishnan; Ahmad; Mahmood (2015), em que houve altas correlacdes
entre DPPH com compostos fendlicos totais e flavonoides observadas em calos de
Gynura procumbens. Achados semelhantes também foram demonstrados por Kapoor
et al. (2018), onde o teor de compostos fendlicos foi significativamente correlacionado
com a capacidade de eliminagao do radical DPPH em calos de Rhodiola imbricada e
calos de Pouteria bullata (ZAMAN et al., 2020).

Lemos et al. (2022), investigou a atividade antioxidante do extrato etanélico de
graos verdes de nove gendtipos de café conilon com diferentes graus de maturacao.
Nessas amostras o ICso da capacidade redutora no método FRAP variou de 19,9 a
150 pg/mL, DPPH 10,8 a 438 pg/mL e ABTS 31,7 a 355 pg/mL Desta forma, CMC
apresentou resultados superiores para DPPH (8,12 = 0,90), ABTS (4,77 + 0,06) e
FRAP (2,06 + 0,17), exibindo menores valores de ICso, enquanto CMS, apenas para
ABTS (5,76 = 0,30) e FRAP (1,65 = 0,01). Estes resultados demonstram um alto
potencial antioxidante nos extratos de calos de C. canephora. Em adicdo, Guidoni et
al. (2023), também avaliou extratos aquosos de células-tronco de C. canephora,
porém, em suspencdes celulares, em que o valor encontrado para ABTS foi 58,15 +
12,4 e FRAP 6,32 + 0,21, evidenciando que extratos CMC e CMS tem atividade
antioxidante superior aos encontrados em suspensoes celulares de C. capenhora.

A producéo de radicais livres, como o NO e o O2" constitui-se de um processo
continuo e fisiologico, mas em excesso podem comprometer as funcdes celulares
(MAN et al., 2022). Eles participam de inumeros processos metabolicos contribuindo
com os mecanismos de defesa do organismo. Contudo, de acordo com Barbosa et al.

(2010), a producdo excessiva leva a oxidacdo de biomoléculas com consequente
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perda de suas funcdes bioldgicas e desequilibrio homeostatico, cuja manifestacao é
o dano oxidativo contra células e tecidos. O desequilibrio entre esses radicais €
considerado um fator importante no processo de envelhecimento, visto que, é
responsavel pela disfungcdo mitocondrial, apoptose celular e outras alteracbes
patologicas do envelhecimento (AFANAS’EV, 2009). Além do desencadeamento de
diferentes eventos patolégicos como a inflamacéo, que por sua vez, esta envolvida
nos processos cardiovasculares, carcinogénicos e neurodegenerativos. No processo
inflamatorio, células sédo ativadas, dentre elas o macrofago (KORAC, et al., 2021).
Essas células produzirdo mediadores inflamatorios, sendo alguns deles o Oxido
nitrico, anion superoxido, fatores de transcricdo, e citocinas (ARULSELVAN et al.,
2016).

Analisando a atividade dos extratos, ambos suprimiram a producdo de Oxido
nitrico (NO) e do radical superdxido (O2"), em células de macréfagos RAW 264.7. Os
resultados do presente estudo indicam uma importante atividade biologica dos
extratos de calos de C. canephora na reducdo da producdo de NO e O2™ in vitro.
Destacando-se o extrato CMC, que foi capaz de inibir significativamente NO e Oz na
concentracdo de 100 e 1000 pg/mL, enquanto o extrato de CMS apenas na
concentracdo de 1000 pg/mL. Similarmente, Guidoni et al. (2022), trabalhando com
extratos de células-tronco em suspensao de C. canephora também observou uma
reducdo significativa na producédo de NO e superoxido.

Entretanto, quando comparado a um estudo desenvolvido por Lemos et al.
(2022), em que apenas 6 de 27 extratos etandlicos de gréos ex vitro C. canephora
foram capazes de inibir a produgcéo de NO a uma concentracao de 50 ug/mL, onde a
inibicdo variou de 13,3% a 26,9%. Os extratos CMC e CMS se destacam, com
capacidade inibitoria de NO superior aos extratos etandlicos de graos verdes de café
conilon, pois em uma concentracado de 10 pg/mL, ambos os extratos de calos de café
apresentaram supressao de NO com 30% de inibicdo para CMS e 18% para CMC.

Compostos capazes de sequestrar EROs, como o radical NO, podem
desempenhar uma funcao citoprotetora, agindo em processos de citoxicidade induzida
por EROs, atuando na modulacéo de processos inflamatérios, diminuindo o estresse
oxidativo (MAIA et al, 2010). Testando a atividade antioxidante pelo perdoxido de
hidrogénio, houve um efeito protetor quanto ao dano oxidativo causado nas células
pelos dois extratos de calos de café (CMC e CMS) nas concentra¢des de 100 pg/mL
e 1000 ug/mL. A respeito da capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio,

Rodrigues; Salva; Bragagnolo (2015), demonstraram que diferentes genétipos de C.
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canephora assim como nesse estudo, foram capazes de sequestrar o peréxido de
hidrogénio.

Neste estudo, também foi demonstrado que a producdo das citocinas pro-
inflamatoérias TNF-a e IL-6, que sdo consideradas cruciais nos estagios iniciais e no
desenvolvimento da inflamacéo, foram significativamente suprimidas pelos extratos
de calos de C. canephora, sugerindo um potencial atividade anti-inflamatéria. Essas
citocinas quando associadas ao estresse oxidativo contribuem para o ciclo da
resposta inflamatdria, de modo a intensificar a degradacéo da matriz extracelular e a
transducédo de sinalizacéo pro-inflamatoéria (LI et al., 2012).

Logo, compostos que podem interferir na atividade do TNF-a e IL-6 no estresse
oxidativo desempenham um papel importante na manutencado da homeostase celular
e tecidual. A resposta inflamatoria é considerada uma etapa importante do processo
de cicatrizacédo de feridas, pois prepara o ambiente da ferida para o processo de
reparacdo. No entanto, uma resposta inflamatéria excessiva pode atrasar a
cicatrizac&o de feridas (ARAUJO et al., 2010; EUBANK; MARSH, 2010).

O efeito inibitrio na producdo de TNF-a e IL-6 corroboram com os achados de
Lemos et al. (2022), onde os extratos de diferentes gendtipos de C. canephora,
também apresentaram inibicdo destas citocinas. Guidoni et al. (2022), também
demonstrou que o extrato de células-tronco de C. canephora em suspensao celular
reduziu a producéo de TNF-a e IL-6. Os resultados apresentados sugerem que
extratos de calos de café CMC e CMS modulam a resposta inflamatodria,
possivelmente por inibir a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL- 6 e TNF-
a no local da ferida, podendo, portanto, controlar o grau e a duracdo da resposta
inflamatoéria contribuindo para o fechamento bem-sucedido da ferida (EUBANK;
MARSH, 2010; BEHM et al., 2011; GUIDONI et al., 2022).

Extratos de células-tronco vegetais estdo sendo cada vez mais utilizados para
formulacdo de produtos topicos, devido seus potenciais efeitos antirrugas e
antienvelhecimento comprovados na literatura (SANZ et al., 2016). A presenca de
moléculas complexas biologicamente ativas, em extratos de células-tronco vegetais
demonstram efeitos satisfatorios na prevencdo do envelhecimento da pele
(ARGYROPOULOU et al., 2013). Um estudo com extrato de células-tronco de tomate
comprovou sua capacidade em preservar a integridade do DNA frente aos danos
causados por metais pesados e neutralizar a degradacao do colageno (TITO et al.,
2011). Em adicado, Guidoni et al. (2022), analisou o extrato aquoso de células-tronco

de C. canephora a partir de suspensdes celulares, demonstrando que a formulagéo
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lipossomal melhora o processo de cicatrizacdo de ferida na pele, o que pode ser
atribuido a regulacéo de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias.

No presente estudo, demonstrou-se que os extratos de calos de C. canephora
contribuem de forma significativa para a proliferacdo e migracao de fibroblastos. Os
extratos CMC e CMS revelaram um potencial de proliferacdo celular no ensaio BrdU,
a uma concentragao de 1000 pg/mL, corroborando com as descobertas de Guidoni et
al. (2023). Por outro lado, no ensaio do scratch assay, que avalia ndo apenas a
proliferacdo, mas também a migragéo celular, tanto o CMS quanto o CMC exibiram
efeitos significativos. Esses dados demonstram que os extratos de calos de café
podem representar uma estratégia promissora para estimular os fibroblastos,
contribuindo para a regeneracéo tecidual e a integridade de uma pele saudavel. Estes
dados corroboram com o estudo de Bimonte et al. (2011), com extratos de células-
tronco da espécie Coffea bengalensis, que foi capaz de induzir a sintese de colageno
em fibroblastos em cultura e apresentou efeitos antirrugas. Em adicdo, o extrato de
células-tronco a partir de suspencéo celular de C. canephora, foi capaz de contribuir
significativamente para a proliferacéo e migracéo de fibroblastos (Guidoni et al., 2023).
Assim, os resultados obtidos neste estudo com CMC e CMS, mostram-se promissores
na busca por novas fontes naturais de matéria prima a serem utilizadas na industria
cosmeética e/ou farmacéutica.

Como evidenciado por este estudo, o extrato aquoso derivado de calos de C.
canephora apresenta compostos bioativos com propriedades terapéuticas benéficas
e promissoras. Estes compostos demonstram potencial atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, cicatrizante, entre outros, o que os torna candidatos ideais para serem
incorporados em formulacfes de medicamentos e produtos cosméticos. Esse enfoque
€ particularmente relevante, dado que nos ultimos anos, as fontes de recursos naturais
tém desempenhado um papel fundamental, sendo responsaveis por mais de 80% de
toda a producéo industrial global (EIBL, 2018).

Nesse contexto, a sugestao de criar um produto a partir de extratos de calos de
C. canephora emerge como uma alternativa inovadora e promissora para aplicacoes
terapéuticas voltadas ao reparo e regeneracéo de tecidos. E importante salientar que
0os resultados obtidos revelam um desempenho ainda mais satisfatorio em
comparacao com os achados anteriores referentes ao extrato de suspensao celular
de C. canephora, conforme documentado por Guidoni et al. (2022). Isso ressalta o

potencial significativo desses extratos na promog¢éao da saude tecidual.
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7. CONCLUSAO

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo destacam os notaveis efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios e estimulatorios sobre a proliferacdo e migracao de
fibroblastos nos extratos CMC e CMS de C. canephora. A observacdo de uma
resposta mais promissora nos ensaios antioxidantes, anti-inflamatdérios e proliferativos
com o extrato CMC enfatiza seu potencial superior na geragcdo de compostos
bioativos.

Estes achados ndo somente corroboram a relevancia do cultivo de calos de café
para a producdo de metabdlitos secundarios, mas também apontam para uma direcao
promissora no desenvolvimento de produtos inovadores. Nesse contexto, 0s extratos
de calos de C. canephora revelam-se como uma fonte promissora de bioativos,
oferecendo oportunidades consideraveis para a formulacéo de produtos cosméticos e
terapéuticos.

A medida que adentramos uma era que valoriza cada vez mais solugdes naturais
e eficazes, a exploracdo desses extratos de calos de C. canephora surge como uma
abordagem promissora. A continuidade dessa pesquisa podera ndo apenas
aprofundar nosso entendimento sobre as propriedades benéficas desses extratos,
mas também abrir caminho para a criacdo de produtos que contribuam

significativamente para a saude e o bem-estar humano.
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