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

EFEITO DOS ELICITORES ESPERMIDINA E METIL JASMONATO
NA CULTURA DE CALOS DE Coffea canephora SOBRE A
PRODUCAO DE METABOLITOS BIOATIVOS COM POTENCIAL
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, ANTI-INFLAMATORIA E
CICATRIZANTE

MARIANA MAGALHAES MARCHESI RIBEIRO CELESTINO

VILA VELHA
OUTUBRO/2023



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

EFEITO DOS ELICITORES ESPERMIDINA E METIL JASMONATO
NA CULTURA DE CALOS DE Coffea canephora SOBRE A
PRODUCAO DE METABOLITOS BIOATIVOS COM POTENCIAL
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE, ANTI-INFLAMATORIA E
CICATRIZANTE

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

MARIANA MAGALHAES MARCHESI RIBEIRO CELESTINO

VILA VELHA
OUTUBRO/2023



Catalogacao na publicacdo elaborada pela Biblioteca Central / UVV-ES

C392e

Celestino, Mariana Magalhdes Marchesi Ribeiro.

Efeito dos elicitores espermidina e metil jasmonato na cultura de
calos de Coffea canephora sobre a produgéo de metabdlitos bioativos
com potencial atividade antioxidante, anti-inflamatéria e cicatrizante /

Mariana Magalhaes Marchesi Ribeiro Celestino. — 2023.
51f. il

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

Dissertacao (Biotecnologia vegetal) — Universidade Vila
Velha 2023.

Inclui bibliografias.

1. Biotecnologia vegetal. 2. Células — Tronco. 3. Fertilizag&o in vitro.

4. Cafe |. Fronza, Marcio. Il. Aragao, Victor Paulo Mesquita de.
lll. Universidade Vila Velha. IV. Titulo.

CDD 660.603




MARIANA MAGALHAES MARCHESI RIBEIRO CELESTINO

EFEITO DOS ELICITORES ESPERMIDINA E METIL JASMONATO NA
CULTURA DE CALOS DE Coffea canephora SOBRE A PRODUCAO DE
METABOLITOS BIOATIVOS COM POTENCIAL ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE, ANTI-INFLAMATORIA E CICATRIZANTE

Dissertacdo apresentada a Universidade
Vila Velha, como pré-requisito do
Programa de Pés-graduacdo em
Biotecnologia Vegetal para a obtencao do
grau de Mestre em Biotecnologia Vegetal.

Aprovada em 26 de outubro de 2023.

Banca Examinadora:

) v

7 s )

| AN N At > PRSI o
L A

Profa. Dra.Tatiana Santos Barroso (UFES)

Prof. Dr. F&;Iifigo Schen‘ér (UVV)
,zjfflm 2o dp Ny s 1. Ny

Dr. Victor Paulo Mesquita Aragao (ICCA/UVV)
Co-orie r

o |

Prof. Dr. Marcio Fronza (UVV)
Orientador



AGRADECIMENTOS

A Deus, agradeco pela vida que Ele me concedeu repleta de desafios e vitérias. E
em meio as provacdes, batalhas, aflicdes, me proporcionou esperancga, perseveranca
quando escolhi ser vencedora durante toda a minha caminhada. Gratidao por ter me
guiado até aqui com a tua graca, conselhos, amor incondicional, zelo e por sempre estar
ao meu lado me dando a tua forga para superar dias dificeis e alcancar as vitorias.

Ao meu esposo Vitor que acima de tudo € um grande amigo, meu maior incentivador
nessa vida, agradeco pelas oracfes, amor, paciéncia e parceria em todos os momentos
da minha caminhada e em mais uma jornada de sucesso concluida. Com vocé ao meu
lado, tudo se torna leve e prazeroso! Dedico a vocé esta vitéria. Te amo demais, Tudao!

Aos meus amados pais Rosalva e Celso, agradeco pelo amor, carinho, incentivo e
oracdes em toda a minha vida, me ajudando a alcancar mais uma vitéria. Obrigada por
tudo! Amo muito vocés, pois Deus me deu os melhores pais que eu poderia ter!

A minha irm& e amiga Lidiane que sempre me aconselhou e apoiou na realizacao
do mestrado. Obrigada pelas oracfes, por compartilhar tantos momentos juntas e ser uma
pessoa e profissional admiravel e incentivadora. Ao meu cunhado Rodrigo, gratiddo pela
torcida e ajuda quando sempre precisava.

Aos meus sogros e cunhados por todas as oracdes e carinho!

Aos irmaos da minha igreja por tantas oracdes levadas aos céus.

Agradeco especialmente ao meu Orientador Dr Marcio Fronza pelo acolhimento,
confianca depositada em mim desde o inicio deste projeto, disponibilidade para orientar
com sua vasta experiéncia e direcao assertiva nos experimentos e por me orientar de uma
maneira tdo leve, incentivadora, pautada pela sua exceléncia como profissional e ser
humano diferenciado que encanta a todos. Vocé é inspirador!

Em especial também ao meu Coorientador Dr Victor Aragdo, pela confianca,
disponibilidade no ensino, conselhos, pelos momentos de risadas, amizade construida e
por ser diferenciado em tudo que faz, me ajudando a tornar este trabalho uma valida e
agradavel experiéncia de aprendizado com uma coorientacdo exemplar.

Portanto, a vocés doutores, Marcio e Victor, gratiddo por terem contribuido com
tanto em minha formacao académica de uma forma tdo especial que levarei para a vida!
Vocés séo incriveis e sao presentes de Deus em minha vida!

Aos avaliadores da banca, Dr. Rodrigo Scherer e Dra Tatiana Santos, por suas

consideraveis e valiosas contribuicdes no iniciar e findar desta pesquisa.



E nesta trajetéria permeada por inUmeros desafios, alegrias e muitos percalcos pelo
caminho, houve contribuicdo também de varias outras pessoas, indispensaveis em cada
momento da caminhada. Trilhar este caminho foi arduo, mas possivel com o apoio e
energia dos colegas nos experimentos do Laboratério de Cultura de Células a quem sou
grata: Anténio Domingos, lana Pessoa, Luana Nogueira, Tamires Cruz, Julia Sales, Moisés
Caus, Kariane Sousa e Gabriela Simbes. Obrigada pela agradavel convivéncia durante o
dia-a-dia no laboratério e nos momentos de pausa para aquele bom café (conilon) com
prosa.

A Marcela Gongalves, minha IC, maravilhosa, ajudadora, paciente. Sua parceria foi
essencial e levarei para a vida. Obrigada por tudo!

A amiga especial que o mestrado me proporcionou, Débora Santana, que desde o
inicio me ajudou, apoiou e incentivou nesta caminhada de sucesso. Sua amizade é um
presente em minha vida!

Aos amigos Wedson Correa e Marcia Sales, pela amizade, incentivo na escolha do
programa e da orientacdo/coorientacdo. Sempre recordarei com muito carinho. Gratidao!

Agradeco aos funcionarios da UVV, especialmente ao Edson Rodrigués da
secretaria da p0s de scrito sensu que dispensou toda atengéo ao falar sobre o curso de
uma forma encantadora. A dona Zenaide por tanto carinho e palavras de incentivo ao
iniciar cedinho mais um dia de labuta. A UVV/UENF, ao meu Programa de Biotecnologia
Vegetal e a todos os professores do curso pela qualidade do ensino, especialmente ao Dr
Alessandro Coutinho por ser tdo humano, sabio, diferenciado e inspirador.

Por fim, o meu profundo agradecimento a todas as pessoas que contribuiram para

a concretizacao desta dissertacdo, estimulando-me intelectualmente.

Muito Obrigada!
Mariana Marchesi

“A oragdo vai aonde eu nao posso ir. Deus prometeu me socorrer quando eu pedir. A oragcédo dos que

amam a Deus pode muito em seu poder e quando estou em oragao tudo pode acontecer”

“Aquele que é poderoso para fazer tudo mais abundantemente além daquilo que pedimos ou

pensamos, segundo o poder que em nés opera”. Efésios 3:20



SUMARIO

O |V 1 270] 16 107:Y 0 O 14
1.1. Cultura de células-tronco vegetais: cultivo in vitro de calos ..................cceeeeeee 14
1.2. Coffea canephora Pierre ex A. FIOENNer...........cccooiiiiiiiiiii e 15
1.3.  EIliCitores N0 CUltiVO IN VItIO ......cooiiiiiiiiiiieiiee et e 16
1.4. Atividade antioxidante e anti-inflamatoria.............ccccveviiieeiiiiniiiiee e 18
LT O (o 1 4= Yot Lo J TP PP PP PPPPPPPPRP 20
2. OBUJIETIVOS ..ottt e et e e e et e e e eaa e eaeee 22
2.1, ODJEUVO GEIAl ....eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiet e 22
2.2, ODbjetivOS ESPECITICOS .......uuuiiiiiiiiieeee it 22
3. METODOLOGIA ...t et e e e e e e e ab e e aeees 22
3.1, Material Vegetal .........ccooiiiiiiiii i 22
3.2. Desinfestacdo do material vegetal..............ccooooiiiiiiiiiiii e, 22
GRS TN [ 0o [0 o%=To N o [T o= 1 [0 1P USRPPPPPPPN 23
3.4. Elicitacdo com Metil jasmonato e Espermidina...........ccccceeeeeveeviiiiiiiiieeeeneeeennn, 23
3.5.  Obtenc@o dos extratos VEQELAIS .........ccuvuuiiiiii i e 24
3.6.  Quantificacao de ProteiNAS.......ccceeuiiiiiiiiiiiiieee e 24
3.7. Quantificacdo de polifenGis tOtaIS ...........uueeiiiiieeiiiiiii e 24
3.8. Quantificag8o de flaVONOIdES ...........uuuuiiiriiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
3.9. Ensaios quimicos de atividade antioXidante..............ccccuuvveuvrmmnnrineninnnnininnnnnnn. 25
3.10. Estudo da atividade CItOIOXICA IN VItrO.........uuuuurriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieibieeiiiieeees 25
3.11. Determinag@o de OXido NItriCO IN VItIO .........uvuveiiuviriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiieiaeaees 25
3.12. Reducéo da producao do anion SUPEroXido .............uueiiieeeeeeeeeiriiiiiiieeeeeeeeeennns 26
3.13. Determinagao de CItOCINAS IN VIO .......ccoiiiiiiiieieieese s 26
3.14. Estudo do efeito dos extratos sobre a proliferagéo celular - BrdU ...................... 27
3.15. Efeito dos extratos na migracao de fibroblastos - Scratch assay ...........ccccceevu.... 27



3.16. Analise estatistiCa dOS AaTOS .....c..eenieeee e 27

4. RESULTADOS ...t e e e et e e e e e e e enas 28
4.1 Obtencgéo dos extratos de calos de C.canephora .........ccccccvvvvvveiiiiiiiiiiiieeennnn. 28
4.2. Teor de proteinas nos extratos de calos de C.canephora ..........ccccccoeeviinnnnnne. 28
4.3. Conteudo de fendlicos totais e flavonoides ..............ceveiiiiiiiiiiiiiieeee 29
4.4. Atividade antioxidante dos extratos de calos de C.canephora......................... 29

4.5. Efeitos dos extratos de calos de C.canephora sobre a viabilidade de fibroblastos

LN g T (0] =T [0 1S TP PRTURPTPRRP 30
4.6. Reducéo da producao de Oxido NitriCo IN VIO ........cccovviiiiiiiiiiiee e 31
4.7. Reducéo da producao do anion superoxido in VItro..........ccceeeeeeeeeeeveiiiiineeeeennn, 32
4.8. Reducédo da producao de CitOCINAS IN VItIO .......uiiieeeiieiiiiiiiiie e ee e 33
4.9. Proliferacao de fibroblastos in Vitro - BrdU ............cccceviiiiiiiiii e 34
4.10. Efeitos dos extratos na migragao celular in Vitro ..........cccccevvvviviiiiiiiiiiiiiienennn. 35
5. DISCUSSAD ..ottt bbbttt 37
B.  CONCLUSOES ..ottt 41
7. AGRADECIMENTOS ...t e e e e e e e eenans 42

8. REFERENCIAS .. ..o et 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Conteudo de proteinas totais nos extratos de calos de C. canephora (ECCC)
sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 pM de Spd e MJ.

Tabela 2. Conteddo de fenoélicos totais e flavonoides nos extratos de calos de C.

canephora (ECCC) sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ

Tabela 3. Atividade antioxidante dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) sem

elicitor  (controle) e elictados com 100 e 200 pM de Spd e



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Efeito dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) sobre a viabilidade de
fibroblastos L929 (A) e macréfagos RAW 264.7 (B). As células foram expostas por 24h aos
extratos sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 puM de Spd e MJ nas
concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 pg/mL. Os resultados sdo expressos em porcentagem
média £ DP de células viaveis, comparada ao grupo controle, de trés experimentos

Lo l=T 0T a0 (o gL (oIS (s ) TP PPRPSSRRS 31

Figura 2. Efeito dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) sobre a producéo de 6xido
nitrico (NO) em cultura de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS 1 pg/mL. As
células foram expostas por 24h aos extratos sem elicitor (controle) e elicitados com com
100 e 200 uM de Spd e MJ nas concentracdes de 1, 10 e 100 pg/mL. Os resultados foram
expressos como meédia + DP de dois experimentos independentes (n=2). SignificAncia
estatistica (p < 0,05). * grupo tratado comparado ao controle LPS por ANOVA de uma via

seguida pelo teste post hoc de

Figura 3. Efeito dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) sobre a concentragaodo

radical anion superoxido (02%), em cultura de macrofagos RAW 264.7 estimulados com
LPS (1 pg/mL) ap6s 24 h de tratamento.. As células foram expostas aos extratos sem
elicitor (controle) e elicitados com com 100 e 200 uM de Spd e MJ nas concentracdes de
1, 10 e 100 pg/mL. Os resultados foram expressos como meédia + DP de dois experimentos
independentes (n=2). Significancia estatistica (p < 0,05). *grupo tratado comparado ao

controle LPS por via unidirecional ANOVA seguida de teste post hoc de

Figura 4. Efeito dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) na inibicdo da producao
das citocinas pré-inflamatérias TNF a (A) e IL-6 (B). Os extratos sem elicitor (controle) e
elicitados com com 100 e 200 pM de Spd e MJ foram testados nas concentracdes de 1,
10 e 100 pg/mL em cultura de macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS (1 pg/mL).
Os resultados foram expressos como média = DP de dois experimentos independentes
(n=2). *Significativo (p <0,05) em compara¢do com células induzidas por LPS por ANOVA

de uma via seguida pelo teste post hoc de



Figura 5. Efeito dos ECCC na proliferacédo de fibroblastos. As células foram expostas aos
extratos sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ foram testados
nas concentracdes de 1, 10 e 100 pg/mL. Os resultados foram expressos como média +
DP de dois experimentos independentes (n=2). *Significativo (p < 0,05) em comparacao

com o controle basal por ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de

Figura 6. Efeito dos ECCC na migracao de fibroblastos no scratch assay. A) Porcentagem
do nimero total de células presentes na ferida artificial apos 16 h de incubacéo (37 °C a 5%
CO_) e expostas aos extratos sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 uM de Spd
e MJ nas concentragfes de 10 e 100 pg/mL, e 2 ng/mL de PDGF (controle positivo). (B)
Imagem representativa ilustrando a ferida criada na monocamada de fibroblastos
imediatamente apos a leséo (zero Scratch 0 h) e apds 16 h, conforme indicado em cada
painel. As barras representam a média £ SD de dois independentes experimentos (n=2).
*Significativo (p < 0,05) em comparagdo com o controle basal por ANOVA de uma via
seguido pelo teste post hoc de



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2,4-D — Acido 2,4-diclorofenoxiacético

ABTS™ — 2,2-Azinobis (3- etilbenzotiazol-6-
sulfonato)

ANOVA — Andlise de Variancia

BOD — Demanda bioquimica deoxigénio
BrdU — Ensaio de proliferagéo celular
CAT - Catalase

COX2 - Ciclooxigenase 2CAT Catalase
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
DMEN — Dubelcco modified Eagle medium
DMSO - Dimetilsulféxido

DP — Desvio padrao

DPPH - 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil,

EAC — Equivalente de acido clorogénico

ELISA — Ensaio Imunoenzimatico
EROs — Espécies reativas de oxigénio

FBS — Soro fetal bovino

FRAP — Poder antioxidante de reducao feérrica,

ICs0 — Concentragao do extrato requerida para

reduzir a quantidade de radicais livres por 50%

IL-6 — Interleucina 6

IL-10 — Interleucina 10

LPS — Lipopolissacarideo

NBT — Cloreto de Nitroazul deTetrazolio
NO — Oxido Nitrico

02" - Anion superoéxido

MJ — Metil jasmonato
MS — Murashige e Skoog

MTT — (Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio)

OPD - O-Phenilenediamina
PBS — Tampéo fosfato-salino

PDGF — Fator de crescimento derivado de

plaguetas

Scratch assay — Ensaio de migragao

celular
TMB — Tetrametilbenzidina

TNFa — Fator de Necrose Tumoral



12

RESUMO

CELESTINO, Mariana Magalhdes Marchesi Ribeiro, M.Sc., Universidade Vila Velha —
ES, Outubro de 2023. Efeito dos elicitores espermidina e metil jasmonato na
culturade calos de Coffea canephora sobre a producao de metabdlitos bioativos
com potencial atividade antioxidante, anti-inflamatéria e cicatrizante. Orientador:
Dr.Marcio Fronza. Coorientador: Dr. Victor Paulo Mesquita de Aragao.

A técnica de cultura de tecidos e células vegetais in vitro representa uma valiosa
ferramenta no contexto da producéo sustentavel de metabdlitos secundarios. Esta
abordagem permite a criacao de condi¢gbes controladas, e ao empregar elicitores,
€ possivel estimular rotas biossintéticas visando a otimizacdo da producdo de
metabolitos primarios e secundarios de interesse a saude humana. Neste contexto,
apesar do café destacar-se pela sua riqueza de compostos bioativos, até o momento,
nao foram conduzidos estudos que descrevam o uso dos elicitores Espermidina (Spd)
e Metil jasmonato (MJ) para incrementar a sintese de metabdlitos primarios e
secundarios em culturas in vitro da espécie C. canephora. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos dos elicitores Spd e MJ na producdo de metabolitos
bioativos com potencial atividade antioxidante, anti-inflamatéria e cicatrizante em
cultura de calos derivados de folhas de C. canephora. Folhas do clone 501 foram
submetidas a inducéo de calos e elicitados com Spd e MJ nas concentragfes de 100
e 200 pM. Os extratos dos calos de C. canephora (ECCC) foram analisados quanto
ao teor de compostos fendlicos, flavonoides e proteinas totais. A atividade antioxidante
dos extratos foi determinada pelos ensaios quimicos do ABTS, DPPH e FRAP. A
atividade anti-inflamatdria in vitro foi investigada em cultura de macréfagos RAW 264.7
estimulados com lipopolissacarideos (LPS) pela inibicdo da producéo de éxido nitrico
(NO), anion superoéxido (0O2*), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-6 (IL-
6). Os efeitos sobre a proliferacdo e migracao de fibroblastos foram avaliados pelos
ensaios BrDU e scratch assay, respectivamente. Os resultados evidenciaram que 0s
extratos elicitados tiveram um teor de proteinas superior ao nao elicitado (controle),
destacando os extratos elicitados com Spd e MJ 200 uM (371,1 + 0,4 e384,1+1,4
mg/100g de extrato, respectivamente). Os maiores teores de fendlicos (532,44 + 1,94
mg/100g) e flavonoides (208,74 + 36,07 mg/100g) foram obtidos apds elicitagdo com
MJ 200 pM, comparados ao grupo controle sem elicitor. A atividade antioxidante
observada para o extrato elicitado com MJ 200 uM no ABTS, DPPH e FRAP
apresentou valores de ICso de 7x, 9x e 8x inferiores, respectivamente, comparados ao
grupo controle sem elicitor. Todos os ECCC promoveram a proliferacdo e migracao
de fibroblastos e apresentaram a capacidade de suprimir os mediadores proé-
inflamatérios NO, O2°, TNF-q, e IL-6 de forma dose-dependente, com destaque para
0 ECCC testado na concentracdo de 100 pug/mL e elicitado com MJ 200 uM. Portanto,
os resultados deste estudo indicam, pela primeira vez, que a elicitacdo com Spd e MJ
em culturas de calos de C. canephora revelou-se como uma estratégia promissora
para a producéo de metabdlitos bioativos com potencial antioxidante, anti-inflamatorio
e cicatrizante. Esses achados contribuem para o desenvolvimento de estratégias
sustentaveis na producdo de metabolitos secundarios com beneficios a saude
humana.

Palavras-chave: cultivo in vitro, células-tronco, café, calogénese, elicitores, bioativos
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ABSTRACT

CELESTINO, Mariana Magalhdes Marchesi Ribeiro, M.Sc., Universidade Vila Velha —
ES, October 2023. Effect of the elicitors spermidine and methyl jasmonate on the
culture of Coffea canephora callus cells regarding the production of bioactive
metabolites with potential antioxidant, anti-inflammatory, and wound healing
activity. Advisor: Dr. Marcio Fronza. Co-advisor: Dr. Victor Paulo Mesquita de Aragéo.

The in vitro tissue and plant cell culture technique represents a valuable tool in the
context of sustainable production of secondary metabolites. This approach allows the
creation of controlled conditions, and by employing elicitors, it is possible to stimulate
biosynthetic routes aiming to optimize the production of primary and secondary
metabolites of interest to human health. In this context, although coffee stands out for
its richness of bioactive compounds, to date, no studies have been conducted
describing the use of the elicitors Spermidine (Spd) and Methyl jasmonate (MJ) to
increase the synthesis of primary and secondary metabolites in in vitro cultures of the
species C. canephora. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effects
of Spd and MJ elicitors on the production of bioactive metabolites with potential
antioxidant, anti-inflammatory and healing activity in callus cultures derived from C.
canephora leaves. Leaves of clone 501 were subjected to callus induction and elicited
with Spd and MJ at concentrations of 100 and 200 puM. Extracts from C. canephora
callus (ECCC) were analyzed for the content of phenolic compounds, flavonoids and
total proteins. The antioxidant activity of the extracts was determined by chemical
assays of ABTS, DPPH and FRAP. The in vitro anti-inflammatory activity was
investigated in cultures of RAW 264.7 macrophages stimulated with
lipopolysaccharides (LPS) by inhibiting the production of nitric oxide (NO), superoxide
anion (O2*), tumor necrosis factor (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6). The effects on
fibroblast proliferation and migration were evaluated by the BrDU and Scratch assay,
respectively. The results showed that the elicited extracts had a higher protein content
than the non-elicited (control), highlighting the extracts elicited with Spd and MJ 200
MM (371.1 + 0.4 and 384.1 + 1.4 mg/100g of extract, respectively). The highest levels
of phenolics (532.44 + 1.94 mg/100g) and flavonoids (208.74 + 36.07 mg/100g) were
obtained after elicitation with MJ 200 uM, compared to the control group without elicitor.
The antioxidant activity observed for the extract elicited with 200 uM MJ in ABTS,
DPPH and FRAP presented IC50 values of 7x, 9x and 8x lower, respectively,
compared to the control group without elicitor. All ECCC promoted the proliferation and
migration of fibroblasts and showed the ability to suppress the pro-inflammatory
mediators NO, O2*, TNF-a, and IL-6 in a dose-dependent manner, with emphasis on
the extract tested at a concentration of 100 pg/mL and elicited with 200 pM MJ.
Therefore, the results of this study indicate, for the first time, that elicitation with Spd
and MJ in C. canephora callus cultures proved to be a promising strategy for the
production of bioactive metabolites with antioxidant, anti-inflammatory and healing
potential. These findings contribute to the development of sustainable strategies for
the production of secondary metabolites with benefits for human health.

Keywords: in vitro culture, stem cells, coffee, callogenesis, elicitors, bioactives
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1. INTRODUCAO

1.1 Cultura de células-tronco vegetais: cultivo in vitro de calos

A cultura de células e tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas
utilizadas para cultivar células e tecidos vegetais in vitro, para a multiplicacdo de
plantas ou também para a producdo de metabdlitos primarios e secundarios de
interesse a saude (Ochoa-Villarreal et al., 2016). Dentre as técnicas da cultura de
tecidos vegetais, destacam-se a micropropagacdo, a embriogénese somatica, a
calogénese (cultura de calos), a cultura de embrides e a cultura em suspenséao celular
(Abdulhafiz et al., 2022). Especialmente, o cultivo de células-tronco vegetais, baseia-
se na capacidade das células vegetais de se desdiferenciar e rediferenciar em
gualquer tecido vegetal, sendo capaz de se multiplicar redefinindo uma nova via
metabdlica, tornando-se uma célula especifica, com possibilidades de produzir novos
tecidos e até mesmo uma nova planta (Ozyigit et al., 2023).

Esta técnica oferece mdultiplas vantagens quando comparada ao cultivo de
plantas no campo, tais como, cultivo em condi¢des assépticas e condicbes ambientais
controladas incluindo temperatura, luz e umidade (Akin-ldowu et al., 2009). No
entanto, o sucesso da cultura é influenciada por diversos outros fatores, tais como:
estado fisiol6gico da planta matriz, qualidade dos explantes, esterilizacdo dos meios
de cultura, condicfes de incubacgéo, manipulacao de subculturas e uso de reguladores
de crescimento adequados (Ozyigit et al., 2023).

Em particular, na técnica de cultura de calos, estes podem desenvolver-se a
partir de pequenos fragmentos de tecidos vegetais, chamados de explantes
(fragmento de folha, raiz, caule ou qualquer tecido que responda as condi¢cdes de
inducdo do meio de cultura). Assim, logo apds a desinfestacdo, os explantes sdo
introduzidos in vitro, e cultivados em ambiente totalmente controlado para inducéo de
calos (calogénese) (Buranasudja et al., 2021; Ozyigit et al., 2023). Ademais, 0
estabelecimento da cultura de calos € dividido em trés etapas: (1) inducao:
organizacdo do tecido isolado, metabolismo ativado para a desdiferenciacédo e
também divisdo celular; (2) divisdo propriamente dita: ocorre divisdo das células em
tamanho menor, comecando pelas periféricas e depois ocupando a regiao central do
explante; e (3) desdiferenciacéo: o tecido deixa de ter sua identidade histologica, as
células ficam maiores, vacuolizadas, a taxa de divisdo cai e ha o equilibrio entre a
divisdo e a expanséo celular (Umeda et al., 2021).

Uma vez estabelecidos, os calos sdo considerados agregados celulares com

caracteristicas amorfa, textura friavel, coloragéo variavel (incolor a tons de castanho-
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claro) formando uma massa celular em proliferacédo (Fehér, 2019). A formacgédo de um
calo s6 é possivel devido a uma propriedade intriseca as células vegetais, que € a
totipoténcia celular. A totipoténcia se refere a habilidade de uma célula vegetal viva,
diferenciada e com suas estruturas integras de regredir ao estado meristematico
(indiferenciado) e se regenerar em qualquer tecido vegetal, até mesmo em uma planta
inteira, e produzir compostos que podem estar presentes desde as raizes até o fruto,
visto que os calos contém todas as informacdes genéticas de uma planta inteira, sendo
considerados um agregado de células-tronco vegetal (Efferth, 2019; Fehér, 2019).
Nesse contexto, a indugéo de calos em espécies de café arabica, em sua maioria esta
associada a embriogénese somatica e melhoramento genético (Rezende et al., 2012).
Santos et al. (2008) induziram calos em segmentos foliares e nodais de Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner para estabelecer in vitro uma cultura de embrides
somaticos, enquanto Santos et al. (2014) utilizaram calos embriogénicos para a
micropropagacao desta mesma espécie (Santos et al., 2008, 2014). Além disso,
trabalhos relacionados a hibridizacdo e producdo de gendtipos polipléides de C.
canephora e Coffea arabica L. também foram realizados utilizando as técnicas de
inducédo de calos e embriogénese somatica (Sanglard et al., 2017; Venial et al., 2020).

Diante do exposto, o cultivo de células-tronco vegetais é considerado uma fonte
promissora para a producdo sustentavel e valiosa de metabdlitos secundarios a
industria (Manivannan et al., 2016). Nesse contexto, destaca-se o café, uma planta
com varios compostos bioativos ja descritos na literatura (Rodrigues et al., 2015),

presentes desde as folhas até os grdos (Chen, 2019).

1.2 Coffea canephora Pierre ex A. Froehner

A existéncia de uma ampla variedade de metabdlitos secundarios, como
compostos fendlicos e alcaloides presentes no C. arabica e C. canephora estédo
relacionados a varios efeitos benéficos a saude por possuirem diferentes atividades
biologicas como antioxidante (Guidoni et al., 2023; Lemos et al., 2022; Pinheiro et al.,
2021; Rodrigues et al., 2015), anti-inflamatoria (Jung et al., 2017), antitumoral (Nigra
et al., 2021), fotoprotetora (Kitagawa et al., 2011) e antimicrobiana (Almeida et al.,
2006). Tais beneficios a saude é devido a presenca dos constituintes bioativos, como,
por exemplo, a cafeina que tem cerca de 50% a mais em C. canephora do que 0s
graos de C. arabica (Depaula and Farah, 2019). Aléem da cafeina, os acidos
clorogénicos também estdo presentes no café, sendo importantes e terapéuticos na

saude podendo desempenhar atividade biolégica como, antioxidante, antibacteriana,
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antiviral, acdo hepatoprotetora, anti-inflamatéria, antipirética, neuroprotetora, anti-
hipertensivo, capacidade de eliminacdo de radicais livres e de estimulagcéo do sistema
nervoso central (Depaula and Farah, 2019).

Particularmente, com C. canephora foi desenvolvido um creme lipossomal
obtido a partir de células-tronco, demonstrando que as feridas tratadas com esse
creme tiveram uma reepitelizacado mais rapida, aumento do tecido granular nas feridas
acelerando a cicatrizacdo, regeneracdo do tecido e estimulacdo da producédo de
coldgeno e neovascularizacao da pele. Além da modulagéo da resposta inflamatoria
com reducgédo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 e um aumento de IL-
10 e ainda aumento do fator de crescimento transformador beta e do fator de
crescimento endotelial vascular, melhorando a qualidade do tecido cicatricial (Guidoni
et al., 2022). Posteriormente, em outro estudo, com extratos de células-tronco de C.
canephora foi observado alto conteudo de compostos fendlicos com atividade

antioxidante, proliferacdo e migracao de fibroblastos e supressdo dos mediadores pro-

inflamatorios 02°7, NO, TNF-a e IL-6 de forma dose dependente e ainda inibicdo do
fator de transcricdo NF-Kb, podendo o extrato ser utilizado como agente natural contra
danos a pele (Guidoni et al., 2023).

Este potencial biotecnologico para a obtencdo de compostos biologicamente
ativos, € de interesse da industria farmacéutica e/ou cosmética e a cultura de tecidos
vegetais destaca-se como uma ferramenta biotecnoldgica para este fim. Assim, a
investigagdo de principios ativos oriundos da espécie C. canephora Uteis aos diversos
ramos da biotecnologia, e que possam ser empregados na industria, tem despertado
0 interesse e a realizacdo de pesquisas com a técnica de cultura de células/tecidos

vegetais in vitro nesta espécie.

1.3 Elicitores no cultivo in vitro

As plantas possuem dois tipos de metabolismo: primario e secundario. O
metabolismo primario da planta estd relacionado aos mecanismos vitais, como
fotossintese, respiracdo, absorcédo e assimilacdo de agua e nutrientes, enquanto o
metabolismo secundario, é gerado através do metabolismo primario na etapa de
conversdo de energia luminosa em energia quimica (Cardoso et al., 2019; Ozyigit et
al.,, 2023). No metabolismo secundario, os compostos biodisponibilizados estéo
envolvidos no aumento da adaptabilidade das plantas a varias condicdes ambientes,
principalmente moléculas para responder aos estresses bioticos e abioticos (Cardoso
et al., 2019).
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S&o denominados elicitores, compostos que possuem por fungédo levar a
ativacdo das vias de defesa vegetal, de modo a desencadear a producdo de
metabdlitos secundarios, que ndo sdo normalmente produzidos ou produzidos em
baixa quantidade (Baenas et al., 2014). O efeito da estratégia de elicitagdo no
metabolismo vegetal depende de varios fatores, como concentracédo, o tipo e o0 tempo
de exposicdo do uso do estimulo na cultura (Giri and Zaheer, 2016). Ademais, por
induzirem a producédo dos metabdlitos, a utilizacdo de elicitores € uma técnica muito
comum nas pesquisas cientificas, devido a importancia dos metabdlitos secundarios,
seja na agricultura, farmacologia ou biotecnologia (Farag et al., 2016; Krishnan et al.,
2015). A elicitacdo € entdo, um processo em que agentes estimuladores (elicitores)
guando introduzidos no meio de cultivo in vitro promovem uma resposta dos
mecanismos de defesa, se mostrando como uma técnica eficaz e relevante para
aumentar a producdo de fitoquimicos de interesse farmacoldgico e/ou cosmético
(Baenas et al., 2014; Yue et al., 2016).

Os elicitores podem ser classificados de acordo com sua origem: bidtica ou
abidtica, e irdo levar a reagfes diferentes dependendo do tipo. Elicitores biéticos sao
normalmente compostos oriundos dos patégenos ou predadores ou ainda compostos
presentes nas vias de defesa vegetal, como é o caso do acido salicilico (SA) e de
compostos derivados do jasmonato, como o metil jasmonato (MJ) e acido jasménico
(JA) (Baenas et al., 2014; Giri and Zaheer, 2016). Os elicitores abidticos sdo menos
utilizados que os bidticos e podem ser quimicos (ions metalicos, etanol e sais
inorganicos), agindo na integridade da membrana celular na planta, ou fisicos
(estresse osmatico, salino, nutricional, radiagdo UV), promovendo um estresse na
planta, aumentando suas vias de defesa (Baenas et al., 2014; Giri and Zaheer, 2016;
Sharma et al., 2020).

O elicitor MJ € um mensageiro de sinalizacédo vegetal presente na resposta de
defesa contra ferimentos, patdgenos, temperatura e estresse, atuando como um
componente de sinalizagdo de estresse vital envolvido na resisténcia sistémica
adquirida (SAR) contra doencas e patdogenos (Manivannan et al., 2016). O MJ tem
sido amplamente utilizado para estudos de elicitagdo in vitro em cultura de calos
(Yazdanian et al., 2022).

No estudo recente de Yazdanian et al. (2021), foram utlilizados os elicitores
guimicos MJ e putrescina, na investigacdo de seus efeitos em diferentes
caracteristicas bioquimicas sob cultura de calos, nos quais 0s resultados mostraram

maior eficiéncia do MJ comparativamente a putrescina no aumento dos metabdlitos
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secundérios e atividade antioxidante em calos Allium jesdianum, além de maiores
teores de fenolicos e flavonoides totais. Em adicdo, a atividade antioxidante pelo
método DPPH também foi maior com a utilizacdo de MJ (Yazdanian et al., 2022).

Poliaminas sdo compostos naturais formadas por aminas alifaticas
semelhantes a fitohorménios, que exercem fun¢des criticas no mecanismo de defesa
das plantas diante de estresses ambientais. As poliaminas sdo benéficas para a
homeostase de proteinas, desintoxicacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS),
ativacao da maquinaria antioxidante e concedem tolerancia de amplo espectro contra
varios fatores de estresses ambientais, além do mais, estdo envolvidas em varios
processos celulares como viabilidade, divisdo e proliferacdo celular, sintese de
proteinas, replicacdo de DNA, regulacdo de variados processos fisiologicos, como
embriogénese, desenvolvimento floral e amadurecimento e senescéncia de frutos
(Yazdanian et al., 2022).

Interessantemente, Zhou et al. (2020) estudaram os efeitos da poliamina
espermidina (Spd) e diciclohexilamina (DCHA, inibidor da sintese de espermidina) na
atividade antioxidante e no estado energético do feijao-mungo em germinacgéo. A Spd
aumentou o conteudo de fendlicos totais, de acido ascorbico e a atividade
antioxidante, porém reduziu as atividades e expressdes génicas de peroxidase (POD)
e catalase (CAT). Tais alteracdes podem ser explicadas pelo aumento do contetudo
de H20:2 e das atividades da succinico desidrogenase (SDH), adenosina trifosfatases
(ATPases) e citocromo c oxidase (CCO), resultando em maior adenosina trifosfato
(ATP) e carga energética (EC). A Spd induziu o acimulo de H202, melhorou o sistema
antioxidante e o metabolismo energético para melhorar a qualidade nutricional dos
brotos de feijdo mungo (Zhou et al., 2020). No trabalho de Kim et al. (2015) foi
demonstrado que a Spd funciona como um elicitor capaz de promover uma maior
tolerancia de Saccharomyces cerevisiae contra o0s principais inibidores de
fermentacao (Kim et al., 2015).

No entanto, apesar das evidéncias e comprovacdes cientificas descritas na
literatura em C. canephora, ainda ndo ha estudos descrevendo a utilizacédo de MJ e
da Spd como elicitores para o aumento da sintese de metabdlitos secundarios em

culturas vegetais in vitro de calos de C.canephora.

1.4 Atividade antioxidante e anti-inflamatoria
Antioxidantes sdo substancias quimicas ou produtos biolégicos com

capacidade de retardar o inicio do processo de oxidacdo de muitas moléculas,
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especialmente acidos graxos, nas quais reagfes acontecem na alimentagdo e no
corpo humano , e podem provocar alteracdes fisiologicas levando a muitas doencas
(Man et al., 2022). Os antioxidantes tem papel importante na prevencao de doencas
cronicas, como o cancer, doencas cardiacas, derrame, doenca de Alzheimer, artrite
reumatoide e catarata, o que explica a realizagdo de varias pesquisas na busca de
compostos com propriedades antioxidantes (Man et al., 2022).

O estresse oxidativo ocorre quando a producao de EROs, que incluem radicais
livres e peroxidos, esta além da capacidade protetora das defesas antioxidantes do
nosso organismo. As EROs s&o produzidas naturalmente pelos organismos vivos
como resultado do elevado consumo de oxigénio por componentes celulares, como
mitocondrias, peroxissomos e reticulo endoplasmatico. No entanto, os radicais livres
também podem ter origem exdgena vindo da polui¢cao do ar e da 4gua, luz ultravioleta,
alcool, tabaco etc (Man et al., 2022; Phaniendra et al., 2015).

As EROs quando induz a oxidacao podem levar a desintegracdo da membrana
celular, e mutac6es no DNA que exercem funcéo essencial no envelhecimento (Kotha
et al.,, 2022). O excesso de radicais livres pode desencadear ou intensificar ainda
mais o desenvolvimento de varias doencas, como arteriosclerose, cancer, diabetes
mellitus, lesdo hepatica, inflamacéo, danos na pele, doencas coronarias e artrite.
Portanto, os antioxidantes ajudam a neutralizar os radicais livres antes que possam
causar danos as células, sendo as defesas antioxidantes essenciais para a protecao
dos componentes celulares e estabilizacdo dos radicais livres (Bayr, 2005; Kotha et
al., 2022).

Os antioxidantes podem ser enddgenos, ou seja, sao produzidos no
metabolismo celular, como as enzimas superdxido dismutase (SOD), CAT e glutationa
peroxidase (GSH-Px). E ainda exdgenos, ndo-enzimaticos, que dependem de uma
alimentacao regular de vitaminas como A, C e E, além de compostos fenélicos com
elevada atividade antioxidante (Liguori et al., 2018).

Quando tratamos da acdo antioxidante em C. arabica ou C. canephora, a
literatura mostra a atividade dos extratos de café com atividade antioxidante
significativa (Khochapong et al., 2021; Phan et al., 2021). Em C. canephora, extratos
de graos verdes de diferentes gendtipos, bem como de flores apresentaram altas
concentracdes de compostos fendlicos e capacidade antioxidante (Lemos et al., 2017;
Pinheiro et al., 2021; Rodrigues et al., 2015).

Contudo, em outro estudo, quatro extratos de grédo verde de diferentes

gendtipos de C. canephora apresentaram maiores atividades antioxidantes em
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comparacao aos extratos de C. arabica (Babova et al., 2016).

Em se tratando de estresse oxidativo e processo inflamatério, ambos estédo
relacionados, uma vez em que a producdo de EROs pode modular muitos fatores de
transcricdo gerados por estresse, como AP-1, p53 e NF-kB com funcéo de regulacéo
da expresséao de citocinas pro-inflamatdrias, diferenciagdo celular e apoptose (Birben
et al., 2012; Burton and Jauniaux, 2011). Ademais, no processo inflamatério as células
inflamatorias séo recrutadas para o local de dano e ha producdo de mais espécies
reativas, podendo evoluir para um quadro cronico (Biswas, 2016; Reuter et al., 2010).

Durante o processo inflamatério, os compostos fendlicos atuam como
antioxidantes, interferindo na sinalizacdo do estresse oxidativo e suprimindo as
transducdes de sinalizacdo pro-inflamatoria (Zhang and Tsao, 2016). A acédo anti-
inflamatéria pode ser observada no estudo de Jung et al. (2017), onde extratos
aquosos de graos de café verde C. arabica reduziram a expressao de citocinas pré-
inflamatorias e mediadores inflamatérios (Jung et al., 2017). No estudo de Nigra et al.
(2021), extratos aquosos de grédos de C. canephora obtiveram efeito antiproliferativo
e citotoxico em células de cancer de mama em modelos de cultura celular 2D e 3D
ndo prejudicando a viabilidade de células mamérias saudaveis (Nigra et al., 2021).
Ademais, em um trabalho recente, foi avaliado os teores de acido clorogénico, cafeina
e as atividades antioxidante e anti-inflamatdria in vitro de 9 gendétipos de café conilon,
uma cultivar de Arabica e uma de Robusta, com diferentes graus de maturacéo, e
tanto o 4cido clorogénico quanto a cafeina, tiveram teores mais elevados em todos os
genatipos de conilon do que em arabica. O &cido clorogénico apresentou alta atividade
antioxidante e anti-inflamatoria e a cafeina elevada atividade anti-inflamatéria (Lemos
et al., 2022).

1.5 Cicatrizacao

A cicatrizacdo de feridas é um processo biolégico natural em que o corpo
responde a uma lesdo como forma de se proteger do ambiente externo enquanto o
reparo da pele ocorre simultaneamente e esse processo pode ser dividido em trés
etapas que ocorrem de forma sobreposta: inflamacéo, reepitelizacdo ou proliferacéo
e remodelagem ou maturacéo do tecido (Napavichayanun and Aramwit, 2017).

A primeira fase da cicatrizacdo € iniciada no momento em que ocorre a leséo,
com ativacao de plaquetas, adesao e agregacao e liberacéo de granulos plaquetéarios
com fatores de crescimento. O coagulo é entdo formado por colageno, plaquetas e

trombina, que servem de reservatdrio protéico para sintese de citocinas e fatores de
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crescimento, aumentando seus efeitos. A resposta inflamatéria se inicia com
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, producéo de radicais livres pelos
neutrofilos que auxiliam na destruicdo bacteriana, sendo substituidos por macréfagos
gue migram para a ferida ap6s 48 - 96 horas da lesdo e tém papel no término do
desbridamento iniciado pelos neutréfilos e sua maior contribuicdo é a secrecao de
citocinas e fatores de crescimento, além de contribuirem na angiogénese, fibroplasia
e sintese de matriz extracelular, importantes na transicdo para a fase proliferativa
(Nazir et al., 2022).

A fase proliferativa ou de formagé&o do tecido € responsavel pelo fechamento
da ferida propriamente dita. A reepitelizacdo se inicia horas apdés a lesdo com
migracdo de queratindcito nao-danificados na ferida. Posteriormente ocorre a
fibroplasia e formacdo da matriz, para formacdo do tecido de granulacdo. A
angiogénese € estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), € caracterizada
pela migracao de células endoteliais e formacéo de capilares. As células endoteliais e
os fibroblastos migram para ferida, e estes ultimos possui o fator de crescimento que
€ o0 PDGF. Em seguida é liberado o TGF-3, que estimula os fibroblastos a produzir
colageno tipo I, levando a contracédo da ferida (Lindley et al., 2016; Nazir et al., 2022).

A fase de maturacdo ou remodelamento constitui-se pela deposicdo de
colageno de maneira organizada, sendo no inicio mais fino do que o colageno da pele
normal. O colageno inicial, tipo 11l é reabsorvido e um mais espesso é produzido e
organizado ao longo das linhas de tenséo. A cicatrizacdo tem sucesso quando ha
equilibrio entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga € mesmo ap6s um
ano a ferida apresentara um colageno menos organizado do que o da pele sa, e a
forca ténsil jamais retornara em torno de 80% ap0s trés meses (Lindley et al., 2016;
Nazir et al., 2022).

Extratos de plantas tém sido usados no reparo de tecidos como em emulsdes
contendo 6leo de Calendula officinalis que apresentaram maior recrutamento de
células inflamatdrias para o local da ferida, sendo eficaz no processo de cicatrizagao
(Okuma et al., 2015). Em um estudo de Dos Santos Gramma et al. (2016), uma
preparacdo farmacéutica de 5% do extrato etandlico de Struthanthus
vulgaris aumentou o tecido de granulacdo, modulou a liberagéo de citocinas pro e anti-
inflamatorias, e levou a deposicéo e organizacdo das fibras colagenas nas feridas.
Além disso, o extrato metanolico das folhas de Hibiscus micranthus exibiu potencial
atividade antibacteriana contra os microrganismos testados e atividade cicatrizante

pela presenca de alcalbides, flavonoides, entre outros, modulando as fases do
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processo de cicatrizacdo, sendo anti-inflamatérios, antioxidantes (Begashaw et al.,
2017). Nao obstante, no estudo Guidoni et al. (2022), a aplicacdo topica de uma
mistura lipossomal com extratos de células-tronco de C. canephora em ratos com
feridas proporcionou uma melhor cicatrizacdo de ferida, reducdo da inflamacéo
gquando comparado ao grupo controle, além do aumento de colageno no local da

ferida.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos dos elicitores Espermidina
(Spd) e Metil jasmonato (MJ) na producdo de metabdlitos bioativos com potencial
atividade antioxidante, anti-inflamatéria e cicatrizante em cultura de calos derivados

de folhas de C. canephora.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficacia dos elicitores Spd e MJ na producdo de metabdlitos
secundarios em cultura de calos de C. canephora;

e Avaliar os efeitos dos elicitores sobre o teor de proteinas totais nos
extratos;

e Determinar os efeitos dos elicitores sobre o teor de compostos fendlicos
e flavonoides totais nos extratos;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de calos obtidos a partir de
diferentes elicitores;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoéria in vitro dos diferentes extratos; e

e Avaliar os efeitos na proliferacdo e migracéo de fibroblastos in vitro dos

diferentes extratos elicitados.

3. METODOLOGIA
3.1 Material vegetal
Folhas de C. canephora (clone 501) foram coletadas na zona rural do municipio
de Muqui no estado do Espirito Santo na Fazenda Sao Luiz, no Sitio Esperanca
(20°52'58.2"S 41°19'27.7"W) a 450 metros de altitude.

3.2 Desinfestacao do material vegetal

Apoés a coleta e transferéncia para o laboratorio, foram selecionadas folhas
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bem expandidas, de cor verde-intensa e isentas de sinais de lesdes, doencas ou
ataque de insetos. Estas folhas foram lavadas em agua corrente por 3 vezes durante
5 minutos. Posteriormente, imersas em etanol a 70% (v/v) por 2 minutos e logo em
seguida em solucao de hipoclorito de sodio comercial contendo 2,5% de cloro ativo
por 20 minutos. Apos isso, as folhas foram lavadas 3 vezes com agua destilada
autoclavada em camara de fluxo laminar e em seguidas introduzidas in vitro (Guidoni
et al., 2023).

3.3 Inducéo de calos
A inducao de calos foi realizada em meio de cultura Murashige e Skoog (MS)
meia forca (Metade da concentracdo de nutrientes totais recomendada) (Murashige

and Skoog, 1962) contendo sacarose (20 g/L), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

alOouMe Phytagel® (2,0 g/L) com adaptacdes (Guidoni et al., 2023). O pH do meio
de cultivo foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a 121°C, por 20 minutos a
1,5 atm. Explantes (x 2 cm) foram obtidos das folhas desinfestadas e inoculados no
meio de cultura. Em seguida, incubados em camara de crescimento tipo B.O.D
(demanda bioquimica de oxigénio) no escuro na temperatura de 25 + 2°C. Foram
inoculados 150 explantes, individualizados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de
meio de cultura. Apés 45 dias, os calos induzidos foram repicados para multiplicacdo da

massa celular e usados em todos 0s experimentos.

3.4 Elicitac&o dos calos com Metil jasmonato e Espermidina

A elicitacdo dos calos foram feitas utilizando Spd ou MJ (Baenas et al., 2014;
Yazdanian et al., 2022). Para tanto, foram usadas as concentra¢ées de 0, 100 e 200 uM
de Spd ou MJ. As solucdes padrdes dos elicitores foram filtradas por membranas 0,22
pm e posteriormente adicionadas ao meio de cultura nas concentra¢des supracitadas
acima. O subcultivo foi realizado em meio de cultura MS meia for¢ca suplementado
com sacarose (20 g/L), 2,4-D (10 uyM) e Phytagel® (2,0 g/L) (Guidoni et al., 2023,
Murashige and Skoog, 1962). O pH do meio foi ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem a 121 °C, por 20 minutos a 1,5 atm. As solucdes dos elicitores foram
preparadas e tiveram seu pH ajustado para 5,7. Apés o resfriamento do meio de
cultura, as solu¢des contendo os elicitores foram incorporadas a eles, utilizando
seringas descartaveis acopladas a filtros contendo poros de 0,22 um, sendo esse
procedimento realizado em camara de fluxo laminar. Posteriormente, foram

preparadas 10 placas de petri estéreis por tratamento contendo 3 calos em cada placa.
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As culturas de calos permaneceram em contato com Spd e MJ por 15 dias, no qual
foram mantidas em camara de crescimento tipo B.O.D no escuro com temperatura de
25+ 2 °C.

3.5 Obtencao dos extratos vegetais

Os extratos foram preparados conforme a metodologia descrita na literatura com
modificacdes (Guidoni et al., 2023; Nigra et al., 2021). Os calos sem elicitores ou na
presenca dos elicitores, Spd ou MJ, foram coletados, pesados e triturados por 5
minutos em liquidificador, utilizando etanol 70%, na propor¢cdo de 10% (m/v).
Posteriormente, o material foi submetido ao ultrassom por 16 minutos e em seguida
centrifugado a 6000 g por 15 minutos a 20°C. O sobrenadante foi coletado,
rotaevaporado e liofilizado. Apos a liofilizagdo, os extratos dos calos de C. canephora
(ECCC) sem elicitor (controle) e elicitados com Spd 100 uM, Spd 200 uM, MJ 100 puM
e MJ 200 um foram armazenados em frascos ambar hermeticamente fechados a -20

°C para a realizacdo dos experimentos.

3.6 Quantificacdo de proteinas
A quantificacdo de proteinas totais foi determinanda pelo método de Bradford
com modificacdes (Lorenconi et al., 2021). Para o ensaio foram utilizados 5 pL de
solugéo amostra e 200 pL do reagente Bradford. Para a curva padrao foi utilizada a
albumina e as leituras foram realizadas a 595 nm, e os resultados foram expressos em

mg/100g do extrato.

3.7 Quantificacdo de polifendis totais
O conteado de fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Esquivel-Alvarado et al., 2020). No ensaio,
foram utilizados 200 pL de &gua ultrapura, 15 pL de reagente Folin-Ciocalteu, 30 L
de amostra e 50 pL de carboato de sédio (20%, p/v) em microplaca. A absorbancia foi
medida imediatamente a 765 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalente de &cido clorogénico por 100 gramas de extrato (mg de EAC/100 g de

extrato). Pelo menos dois experimentos independentes foram realizados em duplicata.

3.8 Quantificacéo de flavonoides
O teor de flavonoides totais foi realizado por método espectrofotométrico

empregando cloreto de aluminio conforme descrito na literauta com modificacdes (Xu
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and Chang, 2007). No ensaio, em microplaca foram adicionados 180 pL de amostra e
15 pL de NaNO2 2,5 %. Apos seis minutos foram adicionados 15 pL de AICI; 10% e,
apos cinco minutos, foram adicionados 50 pL de NaOH 1M. Permaneceu por 10
minutos a temperatura ambiente. A curva padrao foi elaborada com quercetina. As
leituras foram realizadas a 415 nm e os resultados expressos em miligramas
equivalentes de quercetina por 100 gramas de extrato (mg eq quercetina/100 g de

extrato). Pelo menos dois experimentos independentes foram realizados em duplicata.

3.9 Ensaios quimicos de atividade antioxidante
A atividade antioxidante dos extratos foi realizada pelos métodos colorimétricos
do sequestro do radical livre 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS) a 734nm (Re et al., 1999), 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) a 517 nm (Blois,

1958), a capacidade redutora do ion Fe3* para o ion Fe2* pelo método Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP) a 595 nm (Benzie and Strain, 1996). Os
resultados foram expressos como um valor de ICso (mg/mL) de dois experimentos

independentes realizados em duplicata.

3.10 Estudos da atividade citotoxica in vitro

Para investigar a atividade citotoxica foi realizado o método colorimétrico do
MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio) (Mosmann, 1983).
Foram utilizadas culturas de células fibroblastos (L929) e macréfagos RAW 264.7. As
células foram incubadas com diferentes concentracfes (1-1000 ug/mL) dos extratos
por 24h a 37°C em atmosfera de 5% de CO.. Ap0s, a cultura foi incubada com o MTT
por 2h e posteriormente adicionado 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) por 30 minutos
com agitagao para dissolucao dos cristais de formazana. A leitura da absorbéancia das
placas foi feita em leitor de ELISA (Elisa Spectracount Packad — EUA), utilizando-se
filtros de 595 nm.

3.11 Determinagéo de oxido nitrico in vitro
A quantificacdo de oOxido nitrico (NO) foi determinada pela influéncia do
estresse oxidativo sobre a producdo de NO em cultura de macréfagos (Guidoni et al.,
2023; Soares et al., 2021). Os macrofagos foram cultivados em placas de 96 pocos e
incubados até atingir a 70-80% de confluéncia. As células foram expostas a diferentes
concentracgdes (1-1000 pg/mL) dos extratos por 60 minutos antes ou depois da adi¢éo

de lipopolissacarideos (LPS) (1 pg/mL). Apds as 24h, o sobrenadante celular foi
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utilizado para a quantificacdo de nitrito onde a amostra foi misturada ao mesmo
volume de reagente de Griess (1% sulfanilamida em acido fosforico 5% e 0,1 % de
diidrocloreto de naftiletilenodiamina em agua; 1:1) e a concentracdo de nitrito
calculada por regressao linear utilizando-se uma solucéo padréo de nitrito de sodio. A
leitura da absorbancia das placas para a quantificacdo de nitrito foi feita em leitor de
ELISA, utilizando-se filtros de 540 nm.

3.12 Reducdo da producédo do anion superoxido
O potencial efeito inibitorio dos extratos utilizados sobre a producéo do radical

superdxido (02°7) em cultura de macréfagos RAW 264.7 ativados por LPS foi avaliado
pelo ensaio do superéxido (Guidoni et al., 2023; Soares et al., 2021). Macréfagos RAW
264.7 foram plaqueados em placas de 96 pocos e pré-tratadas com concentracdes
crescentes (0, 1, 10 e 1000 pg/mL) dos extratos e estimuladas com LPS na
concentracdo de 1 pg/mL. Apds incubagdo por 20h (5% de CO> a 37°C) o
sobrenadante foi desprezado e adicionado cloreto de nitroazul de tetrazélio (NBT) (1
mg/mL) e incubadas por 2h. ApdOs isso, as células passaram pela lavagem com
metanol e secas e entdo os cristais de formazana formados ser&o dissolvidos e a
densidade o6ptica 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 inibicao da producéo de anion superoxido.

3.13 Determinacdo de citocinas in vitro

O 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
concentracdes (0,1, 10 e 1000 pg/mL) dos extratos por 60 minutos antes da adicéo
de lipopolissacarideos (LPS) (1 ug/mL). Apés 24h, o sobrenadante celular foi usado
para quantificar as citocinas interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e interleucina 10 (IL-10) empregando o ensaio imunoenzimatico
(ELISA - do inglés “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”). As citocinas foram
detectadas por meio de anticorpos de captura, e anticorpos biotinilados e amplificados
com estreptoavidina-peroxidase de acordo com as instru¢cbes do fabricante
(Thermo Fisher Scientific®). Foi utilizado o substrato o-Phenylenediamine (OPD) ou
tetrametilbenzidina (TMB) e a reacéo foi bloqueada com o acido sulfdrico (H2SO4 1M)
aos pocos. As leituras foram feitas em espectrofotémetro com filtro de 420 nm. A

concentracéo de cada citocina foi determinada pela equacéao da reta comparando-se
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as absorbancias das concentragbes conhecidas da curva padrao para cada citocina

com as absorbancias obtidas nas amostras.

3.14 Estudo do efeito dos extratos sobre a proliferagao celular - BrdU

O efeito sobre a proliferacéo de fibroblastos foi determinado utilizando Kit de
guantificacdo da proliferacéo celular-BrdU. As células de fibroblastos foram mantidas
em cultura com meio Dubelcco modified Eagle medium (DMEM)contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB) a 37°C, 5% de CO:. As células foram plaqueadas em placas de 96
pocos a uma densidade de 3000 células/poc¢o, com 90 uL de meio sem SFB. Apos 24
horas, os efeitos do extrato de calos de café nas concentracdes de 1, 10 e 100 pg/mL
na proliferacdo de fibroblastos foram medidos com o analogo de timidina BrdU (5-
bromo-2'-desoxiuridina), apds sua incorporagdo no DNA recém-sintetizado e sua
deteccdo com um anticorpo anti-BrdU de acordo com as instrucdes e especificacdes

do fabricante (Roche® Mannhein, Alemanha).

3.15 Efeito dos extratos na migracao de fibroblastos - Scratch assay

A andlise da proliferacdo e migracdo de fibroblastos foi realizada utilizando o
Scratch assay como modelo experimental (de Christo Scherer et al., 2019; Fronza et
al., 2009). As células foram cultivadas em placas de 6 pocos até atingirem uma
monocamada confluente. Uma ferida linear artificial (scratch) foi induzida na
monocamada. As placas foram lavadas com solugdo salina estéril (PBS) para
remocao das células durante a realizacao da ferida. Posteriormente, as monocamadas
foram tratadas por 16 horas com 10 e 100 pug/mL dos extratos. Foi utilizado como
controle positivo o Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) na
concentracdo de 2 ng/mL. Apés o tratamento, as células foram fixadas e coradas com
4' 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Imagens das areas raspadas foram feitas com
uma camera fotografica acoplada ao microscopio. A migracdo das células para o
interior da regido raspada (do scratch) foi quantificada usando CellC software®. Os
resultados foram relatados como porcentagem de células que migraram e/ou

proliferaram na area lesionada em comparacao ao grupo de controle néo tratado.

3.16 Analise estatistica dos dados
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
8 (EUA). Os dados sao apresentados como médias + desvio padrdo (SD). As

comparacdes estatisticas foram feitas por meio de andlise de variancia univariada
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(ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey. Valores com p < 0,05 foram
considerados significativos. Pelo menos dois experimentos independentes foram

realizados e em duplicata.

4. RESULTADOS

4.1. Obtencéo dos extratos de calos de C. canephora

Calos de C. canephora foram cultivados em meio simples e apos 4 repiques
foram elicitados com 0, 100 e 200 uM de Spd ou MJ. Apods cultivo, os calos foram
submetidos ao processo de extracdo e liofilizados, resultando em cinco extratos
secos, denominados de extrato controle (sem elicitor), Spd 100 (elicitado com 100 puM
de espermidina), Spd 200 (elicitado com 200 puM de espermidina), MJ 100 (elicitado
com 100 uM de metil jasmonato) e MJ 200 (elicitado com 100 uM de metil jasmonato).

Sendo assim, a cultura de calos proporcionou rendimentos de 1,94% para o
extrato de controle, 1,71% e 2,11% para os calos elicitados com Spd nas
concentragcbes de 100 e 200 uM, repectivamente, e 1,60% e 1,72% para os calos

elicitados com de MJ nas concentracdes de 100 e 200 uM, respectivamente.

4.2. Teor de proteinas nos extratos de calos de C. canephora
A concentracdo de proteinas totais nos extratos de calos de C. canephora
(ECCC) estao representadas na Tabela 1. Os extratos elicitados com Spd 200 e MJ
200 pM apresentaram os maiores teores de proteinas (371,3 £+ 0,4 e 384,1 + 1,4
mg/100g de extrato, respectivamente) com diferenca significativa em relacdo aos
demais extratos (Tabela 1).

Tabela 1. Conteudo de proteinas totais nos extratos de calos de C. canephora (ECCC)

sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ.

ECCC Concentracgao de proteinas

(mg/100g de extrato)

Controle 308,0+0,82
Spd 100 pM 321,2 + 0,42
Spd 200 uM 371,3+0,4"
MJ 100 uM 3245+ 1,52
MJ 200 uM 384,1+1,4"

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média = DP (n = 3).
Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferencas significativas (p<0,05).
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4.3. Conteudo de fendlicos totais e flavonoides
O conteudo de fendlicos totais e flavonoides nos ECCC estéo representados
na tabela 2. O maior teor de fendlicos e flavonoides foi encontrado no extrato elicitado
com MJ 200 pM (532,44 + 1,94 mg de EAC/100 g de extrato) e (208,74 + 36,07 mg de
guercetina/100g de extrato), respectivamente.

Tabela 2. Contetudo de fendlicos totais e flavonoides nos extratos de calos de C.

canephora (ECCC) sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ.

Fendlicos* Flavonoides **
ECCC
(mg equivalentes de (mg equivalentes de

Acido clorogénico/100g) quercetina/100g)

Controle 40,77 £3,33 2 13,69+0,482

Spd 100 pM 48,00 +0,83° 14,89+0,192

Spd 200 pM 51,88 + 0,55 P 12,42 +0,01 2

MJ 100 pM 4591 +1,25° 14,63+ 1,142
MJ 200 pM 532,44 +1,94°¢ 208,74 + 36,07 P

*Resultados expressos em mg de equivalentes de acido clorogénico por 100 gramas de extrato de
C.canephora; **resultados expressos em mg de equivalentes de quercetina por 100 gramas de extrato
de C.canephora. Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferencas significativas (p<0,05).

Os testes foram realizados em duplicata e os resultados sao expressos como média + erro padrao.

4.4. Atividade antioxidante dos extratos de calos de C. canephora

Os ECCC demonstraram atividade antioxidante nos trés métodos quimicos
investigados: ABTS, DPPH e FRAP (Tabela 3). A atividade de captura de radicais
livres foi expressa pelo valor do ICso em mg/mL.

As maiores atividades antioxidantes foram encontradas no extrato elicitado com
MJ 200 uM no ensaio do ABTS, DPPH e FRAP com valores de I1Cso de 0,47 £ 0,01,
0,89 £ 0,11 e 0,06 £ 0,01 mg/mL, respectivamente. Também foi observado que o
ECCC MJ 200 puM exibiu diferenca significativa em comparacéo a todos os outros
extratos, destacando-se assim por sua notavel atividade antioxidante (Tabela 3).
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Tabela 3 — Atividade antioxidante dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) sem
elicitor (controle) e, elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ determinada pelos
métodos do ABTS, DPPH e FRAP.

ICs0 [mg/mL]

ECCC

ABTS DPPH FRAP
Controle 3,15 +0,015° 7,90 £0,07 0,50 + 0,09 ©
Spd 100 pM 3,40 +0,39P 8,57+0,382 0,46 +0,01 ¢
Spd 200 pM 2,96+0,18" 7,08 £0,30 ¢ 0,47 + 0,04 ¢
MJ 100 pM 4,78 + 0,10 2 5,22+0,16 ¢ 0,79 + 0,02 P
MJ 200 uM 0,47 0,01 © 089+0,11° 0,06 + 0,01 ¢

Letras diferentes na mesma coluna correspondem a diferengas significativas (p<0,05) calculadas por

ANOVA. Os testes foram realizados em duplicata (n=2), e os resultados como média * desvio padrao.

4.5. Efeitos dos extratos de calos de C. canephora sobre a viabilidade de
fibroblastos e macrofagos

Inicialmente, foram realizadas analises para avaliar os efeitos dos ECCC sobre

a viabilidade celular in vitro utilizando as linhagens celulares de fibroblastos L929 e

macrofagos RAW 264.7. Os resultados obtidos revelaram de maneira conclusiva que

todos os extratos analisados, nas diversas concentracoes testadas, variando de 1 a

1000 pg/mL, ndo apresentaram efeitos citotoxicos em ambas linhagens celulares

testadas (Figura 1A e B).
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Figura 1. Efeito dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) sobre a viabilidade de fibroblastos L929
(A) e macréfagos RAW 264.7 (B). As células foram expostas por 24h aos extratos sem elicitor (controle)
e elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ nas concentracfes de 1, 10, 100 e 1000 pg/mL. Os
resultados séo expressos em porcentagem média + DP de células viaveis, comparada ao grupo
controle, de trés experimentos independentes (n=3).

4.6. Reducao da producéo de 6xido nitrico in vitro

Todos os ECCC, na maior concentracao testada (100 pg/mL), foram capazes
de reduzir significativamente a producdo de NO quando comparado ao grupo
estimulado por LPS (Figura 2). Destacaram-se 0s extratos elicitados com 200 uM de
Spd ou/e MJ, os quais reduziram de forma significativa a producdo de NO nas
concentracdes de 10 e 100 pg/mL, alcancando reducdes de 32,05 e 40,86% para a
Spd, e de 37,47 e 44,70% para o MJ, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Efeito dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) sobre a producao de 6xido nitrico (NO)
em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS 1 pg/mL. As células foram expostas por
24h aos extratos sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ nas concentragdes
de 1, 10 e 100 pg/mL. Os resultados foram expressos como média = DP de dois experimentos
independentes (n=2). Significancia estatistica (p < 0,05). * grupo tratado comparado ao controle LPS
por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey.

4.7. Reducdo da producéo do anion superoxido in vitro

Os ECCC também apresentaram efeito inibitério na producdo do radical
superoxido de forma dose dependente em cultura de macréfagos estimulados com
LPS (figura 3). Os extratos elicitados com Spd 200 uM e MJ 100 pM, reduziram

significativamente a producdo de 02", em 40,5% e 38,1%, repectivamente, apenas
na maxima concentracdo testada (100 pg/mL), quando comparada ao grupo

estimulado por LPS. Destaque para os calos elicitados com MJ 200 uM que

apresentaram as melhores atividades com reduc&o significativa da producgéo de 02
alcancando inibicdes de 50,8 e 53,8% ap0s exposicao as concentracdes de 10 e 100
pHg/mL, respectivamente, quando comparado ao grupo controle LPS. O ECCC do
grupo controle e o extrato elicitado com Spd 100 uM em todas as concentracdes

testadas nao apresentaram efeitos significativos (Figura 3).
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Figura 3. Efeito dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) sobre a concentragéo do radical &nion
superoxido (Oz*), em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS (1 pg/mL) apds 24 h de
tratamento. As células foram expostas aos extratos sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200
pUM de Spd e MJ nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL. Os resultados foram expressos como média
+ DP de dois experimentos independentes (n=2). SignificAncia estatistica (p < 0,05). *grupo tratado
comparado ao controle LPS por via unidirecional ANOVA seguida de teste post hoc de Tukey.

4.8. Reducdao da producéo de citocinas in vitro

Com relacéo a producéao de citocinas, os efeitos dos ECCC elicitados com Spd
e MJ na producéo e liberacdo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6 foram
determinadas em cultura de macréfagos estimulados com LPS. Os resultados estdo
apresentados na Figura 4. Todos os extratos, incluindo o grupo controle sem o
emprego de elicitores, apresentaram efeito dose dependente na reducdo da
concentracdo das citocinas TNF-a e IL-6 quando testados na concentracdo de 100
Mg/mL. Destaque para o elicitor MJ que apresentou os melhores resultados na inibi¢éo
das citocinas estudas. Tanto para os calos elicitados com 100 uM quanto para os calos
elicitados com 200 uM e posteriormente testados nas concentracdes de 1, 10 e 100

pMg/mL observou-se efeitos inibitorios significativos (Figura 4).
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Figura 4. Efeito dos extratos de calos de C. canephora (ECCC) na inibi¢cdo da producédo das citocinas
pro-inflamatorias TNF a (A) e IL-6 (B). Os extratos sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200
UM de Spd e MJ foram testados nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg/mL em cultura de macréfagos
RAW 264.7 estimulados com LPS (1 pg/mL). Os resultados foram expressos como média £ DP de dois
experimentos independentes (n=2). *Significativo (p <0,05) em comparacgao com células induzidas por

LPS por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey.

4.9. Proliferacao de fibroblastos in vitro — BrDU

As células tratadas com ECCC também demonstraram um aumento
significativo na incorporagcdo de BrDU no DNA, indicando efeito estimulador na
proliferacdo de fibroblastos que foi medido pela densidade éptica da cultura em todas
as concentracoes testadas (Figura 5). Com excecdo do grupo controle, sem elicitor,
nas concentragbes de 1 e 10 pg/mL e o extrato elicitado com Spd 100 pM na
concentracédo de 1 pg/mL, todos os demais extratos apresentaram um efeito
estimulatério sobre a proliferagcdo comparado com o controle basal. Destaque mais
uma vez para o extrato elicitado com MJ 200 uM que, nas concentracfes de 1, 10 e
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100 pg/mL apresentou um efeito estimulatorio significativo e expressivo alcangando
aumentos de 42,5%, 96,7% e até 101,9 %, respectivamente, quando comparado ao

controle (Figura 5).
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Figura 5. Efeito dos ECCC na proliferacao de fibroblastos. As células foram expostas aos extratos sem
elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ foram testados nas concentragfes de 1,
10 e 100 pg/mL. Os resultados foram expressos como média + DP de dois experimentos independentes
(n=2). *Significativo (p < 0,05) em comparagédo com o controle basal por ANOVA de uma via seguido

pelo teste post hoc de Tukey.

4.10. Efeitos dos extratos na migracgéo celular in vitro

Para avaliar os efeitos dos ECCC sobre a migracéo celular in vitro, foi realizado
0 ensaio de “scratch assay” utilizando fibroblastos. Os resultados demonstraram que
todos os ECCC promoveram um efeito estimulatério sobre a migracao de fibroblastos
na ferida artificial de forma dose dependente (Figura 6). Uma estimulacao de 32,30%
e 45,50% foi observada ap6s exposicdo com os ECCC MJ 100 pM e testados nas
concentracfes de 10 e 100 pg/mL. Para os ECCC MJ 200 uM e testados nas mesmas
concentracdes o efeito estimulatério foi ainda superior, alcancando valores de 49,37%
e 61,07%, respectivamente. Esses valores demonstraram ser inclusive superiores ao
efeito estimulatorio observado no controle positivo de PDGF, o qual atingiu a marca
de 45,25% (Figura 6).
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Figura 6. Efeito dos ECCC na migracéo de fibroblastos no scratch assay. A) Porcentagem do niimero
total de células presentes na ferida artificial apds 16 h de incubacéo (37 °C a 5% CO,) e expostas aos
extratos sem elicitor (controle) e elicitados com 100 e 200 uM de Spd e MJ nas concentragdes de 10 e
100 pg/mL, e 2 ng/mL de PDGF (controle positivo). (B) Imagem representativa ilustrando a ferida criada
na monocamada de fibroblastos imediatamente apés a lesdo (zero Scratch 0 h) e apos 16 h, conforme
indicado em cada painel. As barras representam a média + SD de dois independentes experimentos
(n=2). *Significativo (p < 0,05) em compara¢édo com o controle basal por ANOVA de uma via seguido

pelo teste post hoc de Tukey.
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5. DISCUSSAO

A utilizacdo das técnicas de cultura de tecidos vegetais emerge como uma
ferramenta valiosa na busca sustentavel por compostos biologicamente ativos
destinados a producdo de medicamentos e produtos cosméticos, com iniumeros
beneficios para a saude humana. Pela primeira vez, neste estudo investigaram-se 0s
efeitos dos elicitores Espermidina e Metil jasmonato na cultura de calos de Coffea
canephora. Os extratos obtidos, especialmente ap6s a elicitacdo com MJ,
demonstraram propriedades farmacoterapéuticas in vitro capazes de melhorar a
saude da pele de forma abrangente, devido as suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, além da capacidade de estimular a proliferacdo e migracdo de
fibroblastos.

A cultura de tecidos vegetais também tem sido indicada como instrumento para
aumentar a concentracdo dos metabolitos primarios e secundarios em diferentes
plantas, constituindo um sistema apropriado para a producao de desses importantes
compostos com propriedades farmacoldgicas. Pesquisas bem-sucedidas tém
demonstrado a eficiéncia desta tecnologia na producdo de metabdlitos primarios e
secundarios tanto em calos como em suspensédo de células (Abdulhafiz et al., 2022;
Guidoni et al., 2023; Wang et al., 2017).

Em nosso estudo, o teor de proteinas totais presente nos extratos foi avaliado
como um indicador do efeito dos elicitores sobre o metabolismo priméario de C.
canephora. Proteinas e aminoacidos desempenham um papel fundamental na saude
e na funcado da pele, atuando na sua recuperacéo e regeneracao, na protecao contra
radiacdo solar, no combate a radicais livres e melhorias da aparéncia da pele (Solano,
2020). Dessa forma, sédo considerados componentes essenciais em formulagdes
tépicas com propriedades terapéuticas (Miastkowska and Sikora, 2018). Portanto, os
resultados do presente estudo demonstraram que tanto a Spd quanto o MJ podem
estimular e aumentar a producéo de proteinas totais nos extratos. Essa descoberta
ressalta o potencial desses elicitores na promocdo de respostas metabolicas
benéficas nas plantas, com implica¢des importantes para as aplicages terapéuticas
benéficas dos extratos de C. canephora principalmente a saude e integridade da pele
(Abdulhafiz et al., 2022; Solano, 2020).

Em relacdo ao conteudo de metabdlitos secundarios, os resultados obtidos
neste estudo também destacam e enaltecem a efichAcia desta ferramenta

biotecnolégica quando associada ao uso de elicitores para aumentar os teores de
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fendlicos totais e flavonoides. Para exemplificar, o ECCC elicitado com 200 uM de MJ
demonstrou um aumento expressivo de 13 vezes e 15 vezes nos teores de fendlicos
e flavonoides, respectivamente, em comparacao com o grupo que nao foi empregado
elicitores. Diversas pesquisas ja demonstraram que o emprego de elicitores bidticos e
abioticos podem estimular significativamente o teor total de fendlicos, flavonoides e
outros metabolitos secundarios em diversas espécies de plantas (Abdulhafiz et al.,
2022; Espinosa-Leal et al., 2018; Ozyigit et al., 2023). Ho e colaboradores (2018)
relataram que os teores de fendlicos aumentaram aproximadamente 2 vezes em
amostras de raizes de Polygonum multiflorum elicitadas com 50 uM de MJ. Lucho et
al. (2019) demonstraram que o uso de 100 uM de MJ resultou em um aumento de
29% no conteudo de fendlicos totais na Stevia rebaudiana Bertoni. Os teores de
ginsenosideo, xantotoxina e bergapten aumentaram 1,1 vezes, 6 vezes e 7 vezes,
respectivamente, pela elicitagdo de 100 puM de MJ em cultura de Changium
smyrnioides (Cai et al., 2017). A otimizacdo da concentracdo de MJ e o tempo de
exposicao sao fatores criticos de importancia fundamental para aprimorar a sintese
de metabolitos secundarios (Ho et al., 2020).

E de notdrio saber, e diversos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos
dos compostos fendlicos e flavonoides obtidos de diversas fontes, principalmente
devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, apresentando efeitos
positivos em uma ampla variedade de patologias, incluindo inflamacédo, cancer,
diabetes, doencas cardiovasculares e o envelhecimento precose (de Lima Cherubim
et al., 2020; Lutz et al., 2019; Rahman et al., 2021). Neste contexto, € importante
destacar e enaltecer a importancia desta valiosa ferramenta sustentavel para a
obtencédo de altos teores desses bioativos, em comparacdo aos métodos extrativos
tradicionais.

Em nosso estudo, observou-se uma relacao positiva entre o teor de fendlicos e
flavonoides com a atividade antioxidante dos extratos. De forma similiar, o teor de
compostos fendlicos totais e flavonoides observados em extratos de calos de Gynura
procumbens (Krishnan et al., 2015), de Rhodiola imbricada (Kapoor et al., 2018), e de
Polyalthia bullata (Kamarul Zaman et al., 2020) também apresentaram correlagdes
com a atividade antioxidante determinada pelo ensaio do sequestro do radical livre
DPPH. No estudo de Lucho et al. (2019) extratos etandlicos de folhas de S. rebaudiana
elicitadas com MJ observou-se aumento do conteudo de fendlicos totais e da atividade
antioxidante em comparacao aos extratos elicitados com Spd e &cido salicilico (Lucho

et al., 2019). Estudo recente de Guidoni et al. (2023) avaliando extratos aquosos de
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suspensoes de células-tronco de C. canephora sem a presenca de elicitores, também
descreveu a atividade antioxidante pelos ensaios do ABTS e do FRAP e sua
correlacdo com o teor de fendlicos. Neste contexto, pela primeira vez na literatura,
nossos resultados evidenciaram o aumento significativo da atividade antioxidante nos
ECCC apés emprego de elicitores, especialmente do MJ na concentracdo de 200 puM,
e este resutlado pode ser diretamente correlacionado com o aumento significativo de
fendlicos totais presentes neste extrato.

A elicitacdo de MJ exdgeno em culturas in vitro € responsavel pela inducao de
EROs, regulacdo da resposta de defesa por acumulo de atividade de enzimas
antioxidantes, estimulacdo da transducao de sinal molecular, regulacdo da expressao
genética que leva ao acumulo de metabdlitos secundarios (Ho et al., 2020). Quando
os teores de EROs excedem os mecanismos de defesa, as células entram em um
estado de estresse oxidativo. Embora as EROs desempenhem o papel de segundos
mensageiros em processos celulares, como a tolerancia a estresses ambientais em
baixas concentracfes, quando presentes em concentracdes elevadas, tornam-se
toxicas e prejudiciais (Ho et al., 2020). Isso, por sua vez, esta relacionado a
inflamacdao, que pode levar a alteracdes na estrutura das proteinas, a apoptose celular
e a liberacdo de citocinas inflamatoérias (Nakai and Tsuruta, 2021).

No processo inflamatorio, diversas células sdo ativadas, incluindo os
macrofagos, o que resulta em um aumento na produgdo de mediadores inflamatorios,
tais como NO, Oz™, IL-6, TNF-a, entre outros (Man et al., 2022). A producao de radicais
livres, como o NO e o O2", constitui-se de um processo continuo e fisiologico para
manter a homeostase, contribuindo com os mecanismos de defesa do organismo,
porém em excesso podem comprometer as funcdes celulares (Man et al., 2022). O
desequilibrio entre esses radicais contribui no processo de envelhecimento, disfuncao
mitocondrial, e estimulo a diferentes eventos patolégicos como a inflamacgéo
(Papaccio et al., 2022).

Neste contexto, as atividades anti-inflamatorias in vitro dos extratos obtidos de
C. canephora séo especialmente promissores, devido a sua capacidade de inibir a
producéo de NO, Oz, e das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6. Esses resultados
abrem novas oportunidades para a continua busca e exploragéo sustentavel de novos
extratos de plantas com reconhecidas propriedades farmacoterapéuticas, com o C.
canephora. Lemos et al. (2022) ja demonstraram que 0s extratos etanolicos dos graos
de C. canephora foram capazes de inibir a produgéao de NO e O2". Guidoni et al. (2023)

empregando cultura de células-tronco de vegetais em suspensado de C. canephora
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também observaram diminuicdo significativa na producao de NO, O2", IL-6 e TNF-a
em cultura de macréfagos estimulados por LPS.

As citocinas inflamatdrias, quando associadas ao estresse oxidativo, podem
intensificar a degradacdo da matriz extracelular e a transducéo de sinalizagédo pro-
inflamatoéria. Esse processo pode favorecer o envelhecimento precoce da pele e
atrasar o processo de reparo tecidual. O estresse oxidativo e a inflamacgéo cronica
podem desencadear uma série de eventos que contribuem para o envelhecimento da
pele, incluindo a quebra de colageno e elastina, o acimulo de danos celulares e a
reducdo na capacidade de regeneracdo da pele (Man et al., 2022; Papaccio et al.,
2022). Portanto, a modulacao adequada desses processos observada, especialmente
pelos extratos elicitados com MJ podem reduzir o ambiente de estresse oxidativo
intracelular e o processo inflamatério, contribuindo para a manutencéo da integridade
e o reparo tecidual (dos Santos Gramma et al., 2016; Guidoni et al., 2022, 2019).

A salde e a integridade da pele sdo mantidas por meio de diversos fatores
celulares e moleculares. Os fibroblastos desempenham um papel fundamental nesse
processo, incluindo o aumento da producéo de colageno, a sintese de componentes
da matriz extracelular e a contribuicdo para o reparo tecidual. Qualquer disfuncéao
nessas células pode ter um impacto adverso na aparéncia e na funcdo da pele
(Nilforoushzadeh et al., 2022). Estudos tem evidénciado a importancia dos
fibroblastos. Extratos de Calendula officinalis promoveram a cicatrizagao de feridas,
estimulando a proliferacdo e migracao de fibroblastos (Dinda et al., 2015; Fronza et
al., 2009). Panax ginseng conhecido por suas propriedades anti-envelhecimento teve
seus efeitos atribuidos a sua capacidade estimular a producéo de colageno e elastina
na pele pelos fibroblastos, e inibir a producéo e secrecao de metaloproteinase (Hwang
etal., 2017). Estudo de Bimente et al. (2011) com extratos de células-tronco de Coffea
bengalensis demonstrou que foi possivel induzir a sintese de colageno em fibroblastos
e reduzir as EROs intracelulares, indicando protecdo das células, ativando
mecanismos de hidratacdo, firmeza e preenchimento, melhorando a qualidade da
pele e com efeitos antirrugas. Recentemente, estudo realizado com extrato de células-
tronco vegetal em suspensdo de C. canephora, também demonstrou efeitos
estimulantes in vitro sobre a proliferagédo e migracéo de fibroblastos (Guidoni et al.,
2023). Os mesmos autores, desenvolveram uma formulacéo lipossomal contendo 5%
deste extrato que apresentou uma importante capacidade reparadora tecidual in vivo
modulando o processo inflamatorio, extresse oxidativo e estimulando a producgéo de

colageno (Guidoni et al., 2022). Os resultados do presente estudo evidenciaram que
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0s extratos de calos de C. canephora demonstraram ter um efeito estimulante
significativo na proliferacdo e migragdo de fibroblastos. Portanto, esses extratos
podem ser considerados uma estratégia relevante no desenvolvimento de produtos
de aplicagdo tdpica, contribuindo assim para a promo¢do da manutencao e reparo

tecidual.

6. CONCLUSOES

Os ECCC apresentaram concentracdes elevadas de metabdlitos primarios, tais
como proteinas, assim como metabdlitos secundarios, incluindo fendlicos totais e
flavonoides. E notavel que o extrato MJ, comprovadamente eficaz na promocao da
sintese desses compostos bioativos, pode, consequentemente, aprimorar as
propriedades farmacolégicas investigadas in vitro neste estudo.

Os ECCC demonstraram a capacidade de reduzir o estresse oxidativo ao
eliminar os radicais livres, uma vez que essas propriedades biol6gicas podem ser
associadas aos compostos fendlicos e flavonoides presentes. Além disso, os ECCC
inibiram a producdo de mediadores pro-inflamatoérios, como o 6xido nitrico (NO), o
anion superoxido (O2"), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-
6), evidenciando seu papel na modulacdo de processos inflamatorios e estresse
oxidativo.

Os ECCC também demonstraram ter uma acdo estimuladora sobre o0s
fibroblastos, promovendo tanto a proliferacdo quanto a migracao dessas células. Isso
sugere que esses compostos podem desempenhar um papel importante na
cicatrizacdo de feridas, no rejuvenescimento da pele e na prevencdo ou reparo de
danos teciduais durante o processo de envelhecimento cutaneo, contribuindo assim
para a manutencao da integridade e saude da pele.

Assim, este estudo apresenta, pela primeira vez com sucesso, evidéncias de
gue os ECCC, especialmente quando induzidos com MJ, demonstraram propriedades
biolégicas notaveis, incluindo antioxidantes, anti-inflamatérias, e a capacidade de
estimular a proliferacdo e migracdo de fibroblastos. Esses efeitos benéficos podem
ser atribuidos ao acumulo de compostos bioativos, como fendlicos totais e
flavonoides. Portanto, os ECCC representam um promissor potencial biotecnolégico
como novas fontes naturais de matéria-prima a serem desenvolvidas em bioprodutos

cosmeéticos e farmacéuticos, contribuindo assim para a promog¢éo da saude cutanea.
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