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RESUMO

O Coffea arabica L. (Rubiaceae) é um arbusto adaptado a climas tropicais e
subtropicais sendo o Brasil o maior produtor e exportador de grdos no mundo. Durante
a colheita e beneficiamento do grédo de café muitos subprodutos sdo gerados no
processo. Nesse contexto, a busca por melhor utilizacéo de residuos de producéo leva
a sustentabilidade ambiental e econdmica. O objetivo do trabalho foi avaliar a
aplicabilidade farmacéutica do residuo foliar da cadeia produtiva do grdo de café
arabica visando o aproveitamento. Os extratos e fragdes foram obtidos por 2 métodos
distintos, turbdlise e extracdo sucessiva com troca de solvente, os perfis quimicos
foram comparados por cromatografia em camada delgada, o teor de compostos
fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu, o doseamento de
cafeina através da cromatografia liquida de alta eficiéncia, avaliacdo da atividade
antioxidante através do método de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), avaliacdo da
atividade anticancer segundo o modelo in vitro de avaliagdo do potencial
antiproliferativo em linhagens celulares e avaliacdo da atividade de migracéo celular
in vitro através o ensaio de scratch assay, utilizando queratindcitos ndo-tumorais
imortalizados (HaCat) e fibroblastos gengivais (HGF). Os maiores doseamentos de
compostos fendlicos totais foram determinados na fracdo acetato de etila (AC)
(289,75+7,12 ug de acido cafeico equivalente/mg de extrato) e no extrato das
amostras coletadas na cidade de Ouro Fino (MG) (193,63+11,68 g de acido cafeico
equivalente/mg de extrato). Todas as amostras apresentaram atividade antioxidante,
exceto a fracdo de diclorometano (DCM), os maiores resultados foram obtidos no
extrato resultante da primeira coleta realizada na cidade de Toledo (PR1)
(1C50=141,3246,43 pg/mL) e AC (ICs0=108,64+6,92 pg/mL). Nos doseamentos de
cafeina obtivemos maior extracdo pela fracdo AC (11,77% m/m) e menor extracdo
pela fracdo de agua destilada (AG) (0,19% m/m). Os extratos possuem teor de cafeina
entre PR1 (2,52% m/m) e amostra coletada em S&ao Jerénimo da Serra (ES) (3,93%
m/m). Os extratos MG (Glso = 24,4 + 3,5 pg/mL), PR1 (Glso =26,6 + 14,5 pg/mL), DCM
(Glso estimada de 15 pg/mL) e o extrato obtido de amostras coletadas na cidade de
Jaboticabal (SP) (Glso =22,9 + 10,8 pg/mL), demonstraram atividade citostatica
seletiva frente a linhagem tumoral de glioblastoma (U251), também o extrato DCM
(Glso =26,9 + 19,5 pg/mL) demonstrou atividade citostatica frente a linhagem HaCat.
Os demais extratos ndo apresentaram efeitos citotéxicos ou proliferativos sobre as
linhagens celulares testadas. Os extratos ndo apresentaram efeito significativo sobre
a atividade de migracao celular em células HaCat e HGF. Conclui-se que as folhas de
café arabica constituem em um residuo de colheita rico em compostos fendlicos, sao
fonte de cafeina e demonstram atividade antioxidante, e citostatica seletiva frente a
linhagem U251, podendo seu potencial ser melhor explorado na fabricacdo de
medicamentos, cosméticos e alimentos com alegagdes funcionais.



ABSTRACT

Coffea arabica L. (Rubiaceae) is a perennial shrub adapted to tropical and subtropical
climates. Brazil is the largest producer and exporter of coffee beans worldwide. Many
by-products are generated throughout the coffee bean production process. Therefore,
research for the better use of production residues is fundamental for improvements in
environmental and economic sustainability. The aim of this study was to evaluate the
leaves pharmaceutical applicability, that is among waste products of Coffea arabica L.
bean production chain. The chemical profiles were compared by thin-layer
chromatography, the content of total phenolic compounds was determined by the
Folin-Ciocalteu reagent, and the content of caffeine was measurement by high-
performance liquid chromatography. The antioxidant activity was estimated with 1,1-
diphenyl-2-picrylnydrazyl (DPPH) radical, evaluation of the anticancer activity
according to the in vitro model for evaluation of antiproliferative potential in cell lines,
and evaluation of the cell migration activity in vitro by the scratch assay, using
immortalized non-tumoral keratinocytes (HaCat) and fibroblasts (HGF).The highest
amounts of total phenolic compounds were determined in the ethyl acetate fraction
(AC) (289.75+7.12 ug of caffeic acid equivalent/mg of extract) and the extract of
samples collected in Ouro Fino (MG) (193.63+11.68 pg of caffeic acid equivalent/mg
of extract). All samples showed antioxidant activity, except the dichloromethane
fraction (DCM). The highest results were obtained in the extract resulting from the first
collection performed in Toledo (PR1) (ICs0=141.32+6.43 pg/mL) and AC
(1C50=108.64+6.92 pg/mL). In the caffeine assays, we obtained higher extraction by
the AC fraction (11.77% m/m) and lower extraction by the distilled water (AG) fraction
(0.19% m/m). The caffeine content varied from 2.52% m/m (PR1) to 3.93% m/m
determined for the sample collected in Sdo Jerbnimo da Serra (ES). The extracts from
MG (Glso = 24.4 + 3.5 pg/mL), PR1 (Glso =26.6 = 14.5 pg/mL), DCM (estimated Glso of
15 pg/mL) and the extract obtained from samples collected in Jaboticabal (SP) (Glso
=22.9 + 10.8 pg/mL) showed selective cytostatic activity against glioblastoma tumor
cell line (U251), furthermore DCM extract (Glso =26.9 + 19.5 pg/mL) showed cytostatic
activity against HaCat cell line. The other extracts did not show cytotoxic and/or
proliferative effects on the tested cell lines. The extracts had no significant effects on
cell migration activity in HaCat and HGF cells. Therefore Coffea arabica leaves
constitute a harvest residue rich in phenolic compounds, a source of caffeine which
demonstrated antioxidant activity and selective cytostatic activity against U251 cell
line. Further studies will highlight opportunities for pharmaceutical, cosmetics, and
foods with functional claims products manufacture.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Residuos gerados na colheita e processamento dos gréos de café ........ 22
Figura 2: Delineamento da placa PO utilizada na avaliagdo sobre a proliferacdo in
111 0 SRR 42
Figura 3: Delineamento da placa P1 utilizada na avaliagdo sobre a proliferacao
(o1 U] F= Tl T TV (o TSP 42
Figura 4: Coleta e extracao de folhas de coffea arabica L. ...........cccceevvvviiiiiiiiniennnnns 45

Figura 5: Placas de cromatografia de camada delgada (CCD) ap6s aplicacao dos
extratos, tratamento com o reagente NP/PEG, revelagao com luz ultravioleta (A =

365 nm) e luz visivel, respectivamente. ... 46
Figura 6: Regressao linear do padrao de acido cafeico segundo método de Folin-
(@40 o 1 | (=1 P 48
Figura 7: Conteudo de fendis totais segundo o método de Folin-Ciocalteu (Método 1
0B EXITAGAD). 1ooieeee oo 49
Figura 8: Contetudo de fendis totais segundo o método de Folin-Ciocalteu (Método 2
0B EXITAGAD). 1ooieeeeeeeee oo 50
Figura 9: Teste de Tukey assumindo intervalo de 95% de confianca para o ensaio
fenolicos totais segundo MEt0do 1 de eXIraGa0 ........ceevviivvviiiiiiieee e 50
Figura 10: Teste de Tukey assumindo intervalo de 95% de confianca para o ensaio
fenolicos totais segundo MEt0dO 2 de eXIrAGA0 ........ceevviivvviiiiiiiee et 51
Figura 11: Curva de calibracdo do padréao de cafeina segundo método de
doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia. ...............ccccceeee. 52
Figura 12: Conteudo de cafeina segundo o método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (MEtodo 1 de eXIraGa0). .....uuvrerrieeeeeei it e e e e 53
Figura 13: Conteudo de cafeina segundo o método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (MEtodo 2 de eXIraGa0). ......uurerrieieeeeiiiieiiieee e e e 54
Figura 14: Cromatogramas dos extratos de folhas de café arabica pelo método de
cromatografia liquida de alta efiCiBNCIA. .........ccooiiiiiiiiiiii e 54
Figura 15: Grafico de atividade antirradicalar segundo método DPPH para extratos
obtidos pelo MEtOdO 1 de EXIrAGAD .......uuueeiieeeeeeiiiiiieeie e e e e 58
Figura 16: Grafico de atividade antirradicalar segundo método DPPH para extratos
obtidos pelo MEtOdO 2 dE EXIFAGAD ........uueeiiieeeeiiiiiiiiiie e e e 58

Figura 17: Atividade antiproliferativa in vitro de extratos de folha de café arabica em
painel de linhagens celulares, tumorais e ndo-tumoral, apds 48 horas de tratamento.

Figura 18: Avaliacdo da influéncia de extratos de café arabica sobre a migracédo
celular de queratindcitos imortalizados (HaCat), fotografias nos tempos 0,12 e 24
horas, respectivamente, ap0S & EXPOSIGAD. ........uuuuuuuuuummumnniiiiiiiiiiiiiiriaeaennee e 62
Figura 19: Valores médios de porcentagem de migracao celular relativa (MCR) ap0s
24h de exposicao de queratindcitos imortalizados (HaCat) a extratos de café arébica,

segundo o ensaio de scratch assay, método 1 de extragao.............cceevvvevvvvrnnneeeennn. 65
Figura 20: Teste de Tukey assumindo intervalo de 95% de confianga para o ensaio
Scratch assay segundo método 1 de eXtraGao............uuueiieieeeeeeeeeeiiiiinee e eeeeeeeiniennns 66

Figura 21: Valores médios de porcentagem de migracao celular relativa (MCR) apoés
24h de exposicao de queratinocitos imortalizados (HaCat) a extratos de café arabica,
segundo o ensaio de scratch assay, método 2 de extragao........cccccvvevvveveeeeeeeeeennnnn. 66
Figura 22: Teste de Tukey assumindo intervalo de 95% de confianga para o ensaio
scratch assay segundo método 2 de eXtragao. ........cevvvvviiiiiiiiiiiiiiieieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 67



Figura 23: Avaliacdo da influéncia de extratos de café arabica sobre a migracédo
celular de fibroblastos gengivais (HGF), fotografias nos tempos 0 e 17 horas,
respectivamente, apiS @ EXPOSICAD. .......uuriieeiiiiiiiiiiiiieeae e e e et re e e e e e e s eeeeeaeas 68
Figura 24: Estrutura de alguns compostos fendlicos presentes no café arabica....... 76
Figura 25: Estruturas quimicas de alguns dos alcaloides encontrados no café. ....... 80



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composi¢éo quimica do café verde. ...........ccueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 25
Tabela 2: Condi¢des cromatograficas para analise de cafeina em extratos de folhas

de café, conforme De Andrade (1995). ...ccooviiiiiiie i 36
Tabela 3: Linhagens celulares utilizadas na avaliacdo sobre a proliferacéo in vitro..39
Tabela 4: Dados das coletas das amostras de folhas de Coffea arabica L............... 44
Tabela 5: Defini¢cdes das siglas para referenciacdo das amostras obtidas segundo os
MELOAOS A8 EXITAGAD. ... .veeeieeiiee ittt e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e bbb aeeeeeeas 45
Tabela 6: Fator de retencéo das bandas e correlacdes com os extratos, tratamento

com o reagente PN/PEG e revelagdo com luz ultravioleta (A = 365 nm).................. 47

Tabela 7: Fator de retencéo das bandas cromatograficas correlacionadas ao extrato,
obtidas pelo tratamento com o reagente PN/PEG e revelag&o com luz branca visivel.

.................................................................................................................................. 47
Tabela 8: Conteudo de compostos fendlicos totais nos extratos de folhas de café
arabica, obtidos através do método de Folin-Ciocalteu.............ccoovvvvieiieieeiieeeiiinnnnnnn. 48
Tabela 9: Parametros avaliados segundo a linearidade do método de Folin-

(O o o= 1 | (=1 SO 49
Tabela 10: Tempo de retencdo do pico de interesse nas amostras avaliadas pelo
meétodo de cromatografia liquida de alta efiCiéncia. ............cccevvvviiiiiiiiiii e, 52
Tabela 11: Conteudo de cafeina nos extratos de folha de café arabica, doseamento
segundo método de cromatografia liquida de alta eficiencia..............ccccceevvveeeneeen. 53
Tabela 12: Porcentagem média de inibi¢cdo do radical DPPH pelas amostras de
extratos de café arabica e respectivo ICso, segundo método 1 de extracéo. ............ 57
Tabela 13: Porcentagem média de inibi¢cdo do radical DPPH pelas amostras de
extratos de café arabica e respectivo ICso, segundo método 2 de extracéo. ............ 57

Tabela 14: Resultados de Glso apds 48 h de exposicao de linhagens celulares a

extratos de café arabica, segundo método de atividade antiproliferativa in vitro. .....60
Tabela 15: Valores médios de porcentagem de migracao celular relativa (MCR) ap6s
24h de exposicdo de queratindcitos imortalizados (HaCat) a extratos de café arabica,
segundo 0 ensaio de SCratCh ASSAY. ......ccvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 65



% m/m:
786-0
B16F10
AC
ACE
AG
ANOVA
CCD
CO2
CONAB
DCM
DMSO
DNA
DPPH
ES

ET
Fox01
GABA
Glso
HaCat
HelLa
HGF-1
HIV
HPLC
ICs0
MCF-7
MCR
MG
NCI-H460
PBS
NP-PEG.
PI13K/PKB-
mTOR
PR1
PR2

Rf
ROCK
RPMI
SBF

SisGen

SP
SRB
TCA
Trolox
U251
uv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

porcentagem massa/massa

linhagem tumoral de rim

linhagem tumoral murina (melanoma).
fracdo acetato de etila

acido cafeico equivalente

fracdo agua destilada

analise de variancia

cromatografia em camada delgada
gas carbbnico

companhia nacional de abastecimento
fracédo diclorometano

Dimetilsulfoxido

deoxyribonucleic acid
1,1-difenil-2-picrilhidrazil

extrato Espirito Santo

fracdo etanol 70%

the forkhead box class O
gamma-aminobutyric acid

growth inhibition 50

gueratindcito imortalizado ndo-tumoral

linhagem celular imortal derivada de células de cancer cervical

fibroblastos humanos

human immunodeficiency virus

high pressure liquid chromatography

inhibition concentration 50

linhagem celular de mama responsiva a horménios
migracao celular relativa

extrato Minas Gerais

células de pulméao, tipo ndo pequenas células.
phosphate buffered saline

natural products — polyethylene glycol

phosphoinositide 3-kinases/ protein kinase B - mechanistic
target of rapamycin

extrato Parana coleta dia 23/03

extrato Parana coleta dia 06/04

ratio to front

rho-associated protein kinase

Roswell park memorial institute

soro bovino fetal

sistema nacional de gestdo do patrimdnio genético e do
conhecimento tradicional associado

extrato Sao Paulo

sulforrodamina B

trichloroacetic acid
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman- 2-carboxylic acid
linhagem celular de glioma

Ultravioleta



LISTA DE SIMBOLOS

nivel de significancia

coeficiente de correlacédo de Pearson
coeficiente de determinacéo
comprimento de onda

unidade micro

representa o elétron desemparelhado
marca registrada

unidade de temperatura
Porcentagem



SUMARIO

INTRODUGAO ...ooeveeiieiireneetiieesessesssessessessssssessessessssssessessessssssessessesssessessessssssessessesssessessessssssessessassens 15
REVISAO DA LITERATURA ....eeeietiteieseieseisseisstssstisstssstssssssstssstssssssstesstesstssstesstesstesstesstesssesssesssesssesssesssons 17
2.1. HISTORICO DO CAFE .ceeiiieieiiiirteeeeeeseitaeeeeeeeesesatsteeeeeeesesasstaeaeeessassnssaaeaeessesanssssaeesesesaassssessesssssssnssnseessennnns 17
2.2. BIENALIDADE DO CAFE ..ceeiieiiieiieeieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeresetesesereesreeetereeeterereteteteteteteteretereterrreterererererererererererens 18
2.3. CUSTOS DE PRODUGAD ...uvuvuuvuuuuuuuusuenenesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssnsssnsssssnsnsnnnnn 19
2.4. GERACAO DE RESIDUOS E IMPORTANCIA DO APROVEITAMENTO 1eieieieieieieieieieieieieieieieeeeeieieeeieseseeeiesesesesesesesenens 21
2.5. O GRAQ E SEUS RESIDUDS .vvvvvvvuvessussesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssese 24
2.5.1. ComposigGo quimica e substdncias bioativas do café verde ............cooueecveveecieeeeeciiseecieraesnennn. 24
IR Vi 1Y] T [o o (=X {0 Ta'g o Tole) (o e | [ole Ky RS 25
2.6. A FOLHA DO CAFE ..ceiieeiiiitteeteeeseiitteeeeeseseaetaeeeeessesustaaeeeeeeesastaaaeeeesesanssaeaeeeesesaasssaseeaesssnassssnneesssnnssnsnns 27
2.6.1.  ComposicGo qUIMICA € USOS INAUSTIIQIS ......ccccvereeeieeeeesiiieeeeiieeestieeessteeeeeteeessteeessstteesesssaeesnseeeas 27
2.6.2.  Usos tradicionais e atividades farmacolOgiCas...........ccuueeevuereveiieeeeiiiieeeiieeesiieeesiieaeeciieaeesieeens 29
OBUETIVIOS ....couiieeiiiittenieiiennietiensieissnsietssssiessssssssssssssssnsssssssssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssanssssssnsssssannnns 31
3.1. OBIETIVO GERAL «..uuttrveeeeeeeesittreeeeeeeesaiusseeeeeeesessssasseasesesansssssaeesesaassssesseessansssssssseessensassssseeeesesnassnseeees 31
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS vvvvvvvvvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnne 31
MATERIAL E IMETODOS ....eeuveveineieeeseeseisesssessessssssessessessessssssesssssssssessesstsssessessesstsssessessssnssssessesntsnsessessess 31
4.1. COLETA DE INSUMOS VEGETAIS E PRODUGAQO DE EXTRATOS .vvvvvvvverersssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 31
4.2. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA ...uuvuvvuurssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 33
4.3. AVALIACAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS .eeieiiieieieieierereteeeeererereseeeeeseseseseresesesesesssesesesesssssessesresssesenens 35
4.4, DOSEAMENTO DE CAFEINA ...uvvtieeeeeeieiittteeeeeeeeesisreeeeeeesesiuataeseeeeeesastasseeseeesaastasseeseeesaasssssesseessensnrsaseeeesanes 36
4.5. ATIVIDADE DE INIBICAO DO RADICAL DPPH .....ouiiiiiieic ettt ettt eeetee e e e e e e etraa e e e e e e e eetasaeseeeeeeennnnnes 37
4.6. AVALIACAO SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR IN VITRO .cevvveveieieieeeieeeeeieeeeeseeeeeeseeesesesssessssssssssssssssssssssssessssseeens 39
4.7. AVALIACAO SOBRE A MIGRAGAQO CELULAR IN VITRO ..veveveieieieieieieieieeeeeeeieeeeeeeseeeeeeesssessssssssssssssssssssssssssssssssseeens 42
RESULTADOS ....oiteeeiereeenereeeniereenssereenssersenssersssssersssssessssssessssssesesnssssssnsssessssssssenssssssnssssssnnssssensssssennssesanne 43
5.1. COLETA DE INSUMOS VEGETAIS E PRODUCAO DE EXTRATOS
5.2. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA .....uuuuuuueuuuenesesnnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnsnsnsnnnnn
5.3. AVALIACAO DO CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS .eeteieieieieiererereeerereretereeeeeeesereseseresseesesesssesssssessssssresssesssssesens
5.4. DOSEAMENTO DE CAFEINA .eveverererereeeeeeeerereeereeeeeeeeeeseseeresseerersrerereesrersrerererereeereserererereeerererererererererersrereren
5.5. ATIVIDADE DE INIBICAO DO RADICAL DPPH ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeees
5.6. AVALIACAO SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR IN VITRO ...ueieeeeeevtunieseseessssnniaeeeessssssnnaeesesssssssnnsassesssssssnnnessesssees
5.7. AVALIACAO SOBRE A MIGRAGAO CELULAR IN VITRO .eevvuuueeeeeeeeessuniieseseesssssnaesesssessssnaesessssssssnseesesssssssnnneesesseses
DISCUSSAOD ....ueeveeveerersessessesessessessessesesssssessessesessessessessssessessesssssssessessesssssssessesssssssessensessssessessenssssssessenes 71
CONCLUSAD ....cveereirrersesesessessessesessessessessesssssssessessessssssssssesssssssessessestssessessensesssssssesesssssssessenssessssassassens 84

REFERENCIAS ....eveveeueineiteeneestetesessesstessessessesssessessessesstessessessssnsessessesstsnsessessesssessessessssnsessessesnsensessessens 85



15

1. Introducédo

O café € uma planta pertencente ao género Coffea da familia Rubiaceae,
e segundo os registros teve origem na Etiopia (MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012).
Adaptado a climas tropicais e subtropicais sendo cultivado em diversos paises, o
Brasil € o maior produtor e exportador do gréo de café do mundo. (EMBRAPA CAFE,
2021; MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012). Em janeiro de 2021, a estimativa de area
plantada era de 2,19 milhdes de hectares, sendo que aproximadamente 1,76 milhdes
de hectares possuem plantas em fase de frutificacdo (ACOMPANHAMENTO DA
SAFRA BRASILEIRA, 2021). Dentre as espécies cultivadas no Brasil o café ardbica
tem maior expressdao, representando 80% dos hectares plantados
(ACOMPANHAMENTO DA SAFRA BRASILEIRA, 2021).

A producdo do café fora de seu habitat natural tem uma caracteristica de
bienalidade, que consiste em uma alternancia de produtividade, ou seja, um ano a
planta apresenta alta produtividade seguido de baixa produtividade, no ano seguinte.
A bienalidade ocorre por causa da competicdo entre funcbes vegetativas e
reprodutivas da planta, devido a alteracdo dos fatores ambientais a que esta
submetida (DAMATTA et al., 2008; PEREIRA et al., 2011).

Os custos de manutencao da lavoura em relagédo ao preco da saca de café,
em 2017, eram de aproximadamente 22% para café organico e 38% para café
convencional, no ano de bienalidade positiva (MATIELLO; DIAS; FRANCO, 2017). No
periodo de bienalidade negativa, esses custos podem aumentar significativamente,
gerando impactos para o pequeno e médio produtor rural, e para os trabalhadores
rurais envolvidos no cultivo da planta (ACOMPANHAMENTO DA SAFRA
BRASILEIRA, 2021; MARTINS et al., 2019). Alternativas que gerem aumento da renda
dos produtores rurais nos anos de bienalidade negativa, podem contribuir para a
geracdo de empregos nesse periodo, e consequente melhoria da economia local,
contornando os desafios enfrentados pela diminuicdo da produgéo do grao.

O aproveitamento dos residuos gerados no processo constitui uma
importante alternativa, tanto para o aumento da renda local, como para o
desenvolvimento de sustentabilidade ambiental, jA que muitos desses residuos sao
descartados na natureza (DURAN et al., 2017). Durante a colheita e beneficiamento
do gréo, vérios tipos de residuos sdo gerados, contabilizando dez milhdes de
toneladas de residuos, exceto folhas e galhos (DURAN et al., 2017; ECHEVERRIA;
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NUTI, 2017). Em relacgéo as folhas, 33 a 60% das folhas do pé séo perdidas entre os
meses de maio e setembro (SILVEIRA; CARVALHO, 1996) Na colheita, elas sao
arrancadas do pé pelo chacoalhamento da planta.

Os residuos do fruto do café vém sendo amplamente estudados, e
apresentam atividades farmacoldgicas importantes. Os compostos ja identificados,
como flavonoides, alcaloides, acidos fendlicos e terpenos (AFFONSO et al., 2016;
DUANGJAI et al., 2016; DURAN et al., 2017; PATAY et al., 2018; ZUHAIR MOHD
ZAIN, 2018) séo responsaveis por atividades biologicas, como atividade antioxidante,
cicatrizante, estimulante, anticancer, antienvelhecimento, protecdo solar,
antibacteriano, combate a celulite, tratamento de hiperpigmentacéo, entre outros
(AFFONSO et al., 2016; BOWE; PUGLIESE, 2014; CHOI; KOH, 2017; DAI; MUMPER,
2010; DUANGJAI et al., 2016; DURAN et al., 2017; FARRIS, 2007; FISK et al., 2014;
IRIONDO-DEHOND et al., 2016; MOREIRA et al., 2018; ONTAWONG et al., 2019;
PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016; SCHMID et al., 2012). Alguns usos na industria
alimenticia, farmacéutica, e para geracdo de energia, entre outros, tém sido
implementados (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012)

Outro residuo de producdo de cultura do café, sdo as folhas que
recentemente vém ganhando atencdo de parte da comunidade cientifica. Possuem
em sua composicao, os acidos fendlicos, acidos clorogénicos, flavonoides, xantonas
e alcaloides (CHEN; MA; KITTS, 2018; DE ALMEIDA et al., 2019; PATAY; BENCSIK;
PAPP, 2016) com descricao na literatura de atividades antioxidante, anti-inflamatéria
e prevencdo do envelhecimento causado por radiagcdes UV, anti-hipertensiva,
antibacteriana e antifangica (MARCHEAFAVE et al., 2019; SEGHETO et al., 2018;
WU et al., 2017). Nao foram encontrados na literatura estudos de avaliacdo da
atividade anticancer e cicatrizante. Apesar das atividades farmacoldgicas descritas e
do potencial dos compostos quimicos, atualmente as folhas vém sendo empregadas
principalmente como cobertura morta da plantacdo, e uma pequena parte para
preparacdo de chas com alegac¢des funcionais, e como matéria-prima para extracao
de compostos quimicos (DE ALMEIDA et al., 2019; KLINGEL et al., 2020; SITE DO
CAFE, [s. d.))

Dessa forma, devido a necessidade de implementacgéo de alternativas para
geracdo de renda no periodo de bienalidade negativa, o aproveitamento do residuo
foliar da planta representa uma alternativa a ser explorada. Esse trabalho, € um estudo

preliminar, que pretende contribuir para um maior conhecimento do potencial
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farmacoldgico deste insumo foliar renovavel das plantacées de café, visando agregar
valor comercial a este residuo de cultura e possibilitando novas formas de
aproveitamento. Nesse estudo foi realizado avaliacdo da atividade antioxidante pelo
método de DPPH, e verificacdo das atividades antiproliferativa in vitro e de migracao
celular in vitro, ainda ndo descritas na literatura cientifica para os extratos das folhas

de café arabica.

2. Revisao da literatura

2.1. Historico do café

O café é uma planta pertencente ao género Coffea da familia Rubiaceae
gue segundo os registros teve origem nas florestas subtropiciais na Etiopia, no
continente africano (MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012a). O primeiro relato sobre a
descoberta do café, foi registrado num manuscrito do Iémen, no ano de 575. Nesse
relato, um pastor da Etidpia observou que cabras quando comiam folhas e frutos de
um arbusto ficavam mais ageis, e com maior resisténcia para subir montanhas
ingremes e percorrer longos trajetos, observando um efeito estimulante. Mais tarde, o
pastor experimentou os frutos e confirmou o efeito estimulante do café (MARTINS, A.
L., 2008).

Os relatos mostram que naquela época o fruto do café era misturado as
refeicbes ou consumido sozinho. As folhas também eram consumidas, maceradas
para o preparo de chas. Entretanto, a técnica inicial do plantio e preparacao do produto
foi realizada inicialmente pelos arabes. De acordo com o manuscrito do ano de 575,
as primeiras sementes foram plantadas no sudoeste da Asia, no Iémen. A infuséo das
frutas em agua fervente foi feita somente no ano 1000, iniciando o uso para fins
medicinais e para vigilias noturnas e reza de monges (MARTINS, A. L., 2008).

No Brasil, segundo os relatos, a introducdo do café foi realizada pelo
Francisco de Melo Palheta, agente do rei de Portugal, com media¢cdes de Madame
D’Orvilliers. Francisco de Melo, introduziu as sementes inicialmente no estado do
Para, sendo que as cultivou como agricultor, e o café, com o passar do tempo, foi
difundido pela ideia de maxima exploracdo das terras do Brasil, regido pela politica
mercantilista (MARTINS, A. L., 2008). Botanicamente, a primeira classificacdo o
incluiu como pertencente a familia dos evénimos, arbusto com propriedades

medicinais e ornamentais. Porém entrou oficialmente nos compéndios de botanica
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pelo Lineus, no Sistema Naturae, publicado em 1735. Existem pelo menos 25
espécies utilizadas, originadas na Africa e em algumas ilhas do oceano indico.
Comercialmente, séo utilizadas duas espécies: o Coffea arabica, que fornece o café
arabica, bebida de gosto suave, aromatico, redondo a achocolatado e o Coffea
canephora variedade robusta, que fornece o café conillon, que € mais resistente a
pragas e condi¢Oes adversas, porém oferece uma bebida mais amarga e adstringente,
nao tdo apreciada pelo sistema de qualificacdo da bebida (CARVALHO, 2007;
MARTINS, A. L., 2008). No Brasil, 77% da producdo nacional corresponde ao café
arabica (ACOMPANHAMENTO DA SAFRA BRASILEIRA, 2021)

Os graos de café, atualmente, sdo uma das commodities de exportacédo
brasileira, sendo o Brasil a maior poténcia desse segmento, destacando-se como o
maior produtor e exportador mundial. A exportacédo dos graos movimenta anualmente
aproximadamente 963 milhdes de dolares (EMBRAPA CAFE, 2021), e atualmente
estima-se que existam 2,19 mil hectares destinados a agricultura e 8 milhdes de
empregos para trabalhadores envolvidos na cadeia produtiva, beneficiamento e
comercializacdo do grao. Os trés estados brasileiros de maior producdo no ano de
2020 foram, Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo, sendo que o estado de Minas
Gerais é o atual maior produtor, com 55% da producdo nacional
(ACOMPANHAMENTO DA SAFRA BRASILEIRA, 2021; CECAFE, 2021)

2.2. Bienalidade do café

As populacdes naturais de café arabica sao restritas as florestas das terras
altas do sudoeste da Etiopia (MISHRA, 2019) em regides de altitudes entre 1600 e
2800 metros. A faixa pluviométrica anual ideal € de 1200-1800 milimetros, porém essa
faixa ideal também depende das propriedades de retencdo do solo, umidade
atmosférica e cobertura de nuvens. E caracteristica da planta necessitar de um curto
periodo de seca, com duragdo de dois a quatro meses, correspondendo a fase de
crescimento quiescente, para estimular a floracdo. Locais onde ocorrem chuvas
abundantes o ano todo resultam em colheitas dispersas e de baixos rendimentos
(CANNELL, 1985; DAMATTA et al., 2007).

A faixa ideal de temperatura média anual € de 18 a 21 °C. Quando a
temperatura ultrapassa os 23°C, o desenvolvimento e o amadurecimento dos frutos

sao acelerados. As faixas de temperatura alta durante a floracdo, especialmente se
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associada a um periodo prolongado de seca, podem ocasionar no aborto das flores
(CAVATTE et al., 2012; DAMATTA et al., 2007; MARTINS et al., 2014). Entretanto, a
selecédo de cultivares permitiu que as plantacfes de café arabica se propagassem
para regides com temperaturas médias de até 25°C, com rendimentos satisfatorios,
como ocorreu em algumas regides do Brasil (DAMATTA et al., 2006). O café arabica
nao é tolerante a ventos fortes de cisalhamento e a geadas, o que acarretaria em dano
nas plantas e no rendimento de producdo (DAMATTA et al., 2007, 2006).
Independentemente do momento da formacdo, a queda de folhas nos cafeeiros
aumenta no final da estacdo seca, que coincide com os periodos de colheita e pos-
colheita (SILVEIRA; CARVALHO, 1996).

A floracdo do café envolve uma sequéncia complexa de eventos
bioquimicos, fisiolégicos e morfolégicos que sdo afetados por varios fatores, como
temperatura, luz, disponibilidade de agua no solo e no ar, relacdo carbono-nitrogénio
e gendtipo (DAMATTA et al., 2007; IVAMOTO et al., 2017; MISHRA, 2019; MARTINS
et al., 2014). O crescimento vegetativo e o desenvolvimento do fruto parecem ocorrer
em momentos distintos, sugerindo uma incompatibilidade ou competicdo entre os
processos, que sdo modulados por fatores ambientais (DAMATTA et al., 2007). Nas
terras nativas e em regifes ndo equatoriais o desenvolvimento das flores e frutos é
dividido de modo a maximizar a probabilidade de que os frutos crescam durante o
periodo chuvoso, e apés um fluxo de folhas novas (CANNELL, 1985). Isso permite o
desenvolvimento de uma area foliar suficiente para suportar a expansado subsequente
dos frutos. Porém, quando o café é cultivado em regibes onde ndo existe sombra,
como exemplo do que ocorre no Brasil, o cafeeiro tende a florescer intensamente,
produzindo uma alta safra sem um equilibrio com a formacao de area foliar. Isso gera
estresse na planta, acarretando diversas alteracdes e também na caracteristica de
bienalidade, pois no ano seguinte a intensa producéo, a planta ira se recuperar do
desgaste do ano anterior dando prioridade ao crescimento vegetativo. Os frutos,
também podem restringir o fornecimento de nutrientes as raizes. Resultando em morte

precoce de partes da planta ou da planta inteira (DAMATTA et al., 2007).

2.3. Custos de producao

A classificacdo de uma lavoura em rentavel ou ndo-rentavel depende de

diversas analises de custos e de lucros, relacionados a producéo. Em relacéo ao lucro,
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uma caracteristica importante é que, por se tratar de uma commodity agricola, o0s
produtores rurais ndo conseguem participar da decisao do preco final da saca dos
graos de café (CUNHA, 2020).

Em relacdo aos custos, a Conab (Companhia nacional de abastecimento)
estabelece orienta¢gdes dispostas na forma de guia sobre o gerenciamento e controle
de custos e despesas da lavoura (CONAB, 2010). Nesses célculos, sdo incluidos
custos fixos e variaveis. Considera-se como custo variavel as despesas operacionais,
mao de obra e administrativas, de armazenagem e beneficiamento, impostos,
seguros, juros, entre outros. Os custos fixos abrangem as depreciacdes das
instalacbes e equipamentos, a manutencdo periddica, 0S encargos sociais,
remuneracao esperada sobre o capital fixo e sobre o cultivo. A soma resulta nos
custos totais da producdo (CONAB, 2010; CONAB, 2021).

Cunha (2020), demonstrou que a rentabilidade da producao de café arabica
pode variar de regido para regiao produtora, dependendo da gestdo dos custos
realizada no local. As avaliacbes realizadas demonstraram que das regides
produtoras avaliadas, 47% estdo operando abaixo da escala Otima de eficiéncia,
sendo necessaria realizacdo de ajustes nos custos de produgdo, com o objetivo de
minimizar os desperdicios (CUNHA, 2020).

Além da regido produtora, o ano avaliado também influencia na analise de
custos de producdo, decorrente das variacbes por inflacdes, ajustes anuais e
bienalidade do café. No ciclo de 2016/2017, estimou-se que a cada hectare,
produtores da regido do Sul de Minas Gerais (Botelho-MG) gastaram R$8.120,00 em
lavoura convencional e R$10.145,00 em lavoura organica durante o ano. A
porcentagem de custo em relacdo ao preco do produto representou 38% para
agricultura convencional e 22% para agricultura organica (MATTIELO, DIAS E
FRANCO, 2017)

A sustentabilidade econbmica é mantida quando diversos fatores
componentes séo atingidos, por exemplo, 0os gastos devem representar menos que
30% considerando o valor comercializado. Uma porcentagem maior que 50% gera um
indicador de ndo sustentabilidade. Outros indicadores utilizados para classificacao
como lavoura sustentavel, sdo a presenca de certificagdo organica, realizacdo do
controle de gastos, diversidade de fontes de renda dentro da propriedade agricola,

como a presencga de outras culturas e formas de lucros alternativos a produgéo do
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grdo de café, como o reaproveitamento dos residuos de lavoura, entre outros
(DOURADO, 2021).

2.4. Geracao de residuos e importancia do aproveitamento

Apés a floragdo da planta, o fruto passa pelos estagios de formacéo dos
chumbinhos (ou pinhead stage); expansdo dos frutos através da divisdo celular do
endosperma e do perisperma; crescimento do endosperma e enchimento do espaco
entre endosperma e perisperma (conhecido também como fase de granacdo); e
maturacdo (CONAB, 2021; DAMATTA et al., 2017). A colheita do café é realizada uma
vez por ano principalmente entre os meses de marc¢o e outubro, podendo estender até
dezembro dependendo das condic6es ambientas do local de plantio (CONAB, 2021).

O processo de colheita e beneficiamento dos grdos é um processo com
véarias etapas que geram diferentes tipos de residuos (DURAN et al, 2017). Por ser a
producédo cafeeira uma das maiores agroindustrias brasileiras, é responsavel por uma
grande geracdo de residuos, que muitas vezes sdo descartados na natureza, sem
tratamento prévio. A partir da geracao de residuos etapas que aproveitem melhor o
potencial dos mesmos, geram sustentabilidade ambiental e econémica ao processo
(ECHEVERRIA; NUTI, 2017; FRANCA; OLIVEIRA, 2009; MURTHY; MADHAVA
NAIDU, 2012).

A primeira etapa do processo consiste na colheita, podendo ser manual ou
mecanizada, tendo folhas e galhos arrancados do pé pelo chacoalhamento da planta.
Estima-se que 33% a 60% das folhas sdo perdidas anualmente, independente da
colheita (DAMATTA et al., 2007). Atualmente, as folhas e galhos sao utilizadas
principalmente como cobertura morta da plantacdo, compostagem, para uso em
lenha, e uma pequena parcela das folhas é destinada a preparacdo de chas, e
extracdo de compostos quimicos (KLINGEL et al., 2020; MURTHY; MADHAVA
NAIDU, 2012). Apos a colheita, a proxima etapa corresponde a secagem do fruto.

Existem dois processos principais de secagem aos quais o0s frutos séo
submetidos, 0 processo por via Umida e por via seca. O processo por via Umida é
menos utilizado pelos agricultores, e nele ocorre primeiramente a lavagem e
despolpamento dos frutos, nessa etapa sao gerados residuos de poupa e agua de
lavagem. Existem estudos de aproveitamento da dgua de lavagem na fabricacdo de

biogas, fertirrigacdo, extracdo de compostos quimicos. A poupa gerada pelo processo
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pode ser utilizada também na producdo de biogas, nos processos de combustédo e
geracio de energia, na producio de bioetanol, e na fertirrigacdo (DURAN et al 2017;
ECHEVERRIA; NUTI, 2017). Também existem estudos para emprego na fabricacéao
de racdo animal, fertilizante organico, alimentos e para fermentacdo de bebidas
(ECHEVERRIA; NUTI, 2017; KLINGEL et al, 2020). Além disso, uma parte € destinada
para extragao de pectina e compostos de interesse farmacéutico, como 0s taninos e
a cafeina (ECHEVERRIA; NUTI, 2017).

A partir do despolpamento, os graos sdo expostos ao sol em terreirdes para
secagem, onde é retirado o ultimo residuo que envolve o grdo, o pergaminho. O
pergaminho pode ser utilizado para producao de energia, em processos de combustao
e gaseificacdo, na composicdo de pellets, fabricacdo de papel e polimeros e fibras
dietéticas (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; KLINGEL et al, 2020). Os graos secos passam
por processo de torrefacdo e moagem. Apds o uso € obtido o ultimo residuo do
processo, o café torrado gasto, que atualmente tem estudos para uso em biodiesel e
cosmeéticos (ECHEVERRIA; NUTI, 2017).

No segundo tipo de processo de secagem, por via seca, o grao do café é
colocado direto ao sol para secagem sem despolpamento inicial. Essa via € a mais
utilizada atualmente por possuir menos etapas e envolver menos custos de producao.
Apds a secagem dos graos eles sdo descascados, acarretando na geracdo de
residuos, como cascas, peliculas prateadas e pergaminhos. A pelicula prateada é
utilizada em cosméticos antienvelhecimento e produtos farmacéuticos, devido a sua
atividade antioxidante. Apés serem descascados 0s grdos estdo prontos para
torrefacdo e moagem (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; MURTHY; MADHAVA NAIDU,
2012).

Figura 1. Residuos gerados na colheita e processamento dos graos de café
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frutos

casca e cascas e agua de lavagem i
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Fonte: Google imagens

A partir da geracdo dos residuos, as etapas de valorizacdo dos mesmos
levam notaveis melhorias na sustentabilidade ambiental e econdmica (MURTHY;
MADHAVA NAIDU, 2012). Em relacédo a sustentabilidade ambiental de lavouras de
café, alguns dos parametros utilizados como componentes de sustentabilidade séo o
reaproveitamento dos residuos organicos gerados, a porcentagem de adubos
organicos utilizados na plantacéo, e a realizacdo da cobertura do solo. Quanto maior
a quantidade de residuos reaproveitados, aliado aos demais fatores, maior a indicacao
de sustentabilidade ambiental naquele local (DOURADO, 2021).

Em relagcdo aos parametros de sustentabilidade econdmica € interessante
citar que o prego do produto em relagdo aos custos de producéo e o grau de
endividamento em relagdo ao valor do patrimonio, aliado a outros parametros, podem
estimar a sustentabilidade econ6mica da propriedade rural (DOURADO, 2021). O
reaproveitamento de residuos produzidos, pode auxiliar tanto na complementacéo da
renda do produtor, evitando o endividamento, quanto na busca de melhores relacdes

com 0 meio ambiente, visando sustentabilidade ambiental.
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2.5. 0O grao e seus residuos

2.5.1. Composicdo quimica e substancias bioativas do café verde

O fruto do café &€ composto por uma mistura complexa que inclui diversos
carboidratos, proteinas, lipidios, minerais, lignina, compostos nitrogenados, acidos
clorogénicos, Oleos e ceras (PATAY et al., 2018; ZUHAIR MOHD ZAIN, 2018). Os
principais constituintes do fruto do café verde sao polissacarideos insoltveis (~ 50%),
como celuloses e hemiceluloses. Além de carboidratos complexos, contém mono e
oligossacarideos, proteinas (9-12%) e aminoacidos (~1%). Dos compostos
nitrogenados nao proteicos, o mais estudado no café verde é a cafeina (~1,4%), cuja
concentracédo depende fortemente da variedade e das condi¢des de cultivo, seguido
pela trigonelina (~ 1,2%) e tracos de teofilina e teobromina (DURAN et al., 2017;
GUPTA,; SAINI; SINGH, 2020; PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016; PATAY et al., 2018;
VALARINI; BATAGLIA; FAZUOLI, 2005; ZUHAIR MOHD ZAIN, 2018).

Também estdo presentes elementos minerais (3-4,5%) como célcio,
potassio, magnésio, cobre, ferro e manganés. Os acidos volateis (0,1%) incluem acido
acético, propanoico, e acidos nao volateis (2-3%), como o &cido citrico, malico e
quinico. A fracdo lipidica (8-16%) da composicdo quimica do grdo de café cru, é
composta principalmente por triacilglicerois, esterois e tocoferois. Adicionalmente, o
Oleo de café possui uma fracao insaponificavel que contém cafestol e caveol, dois
furanoditerpenos da familia dos cauranos, de grande importancia medicinal (DURAN
et al., 2017; GUPTA,; SAINI; SINGH, 2020; PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016; PATAY
et al., 2018; VALARINI; BATAGLIA; FAZUOLLI, 2005; ZUHAIR MOHD ZAIN, 2018).

Os acidos clorogénicos (3,5-7%) sdo abundantes no café verde. Ja foram
identificados mais de 30 &cidos clorogénicos, com maior quantidade do acido 3-O-
cafeoilquinico (3-CQA) e seus isébmeros acido 4-O-cafeoilquinico (4-CQA) e acido 5-
O-cafeoilquinico (5-CQA), e os derivados 3-4-, 3-5, 4-5-O-dicafeoilquinicos. Existem
outros compostos fendlicos, flavonoides como o campeferol, quercetina, rutina,
catequina e epicatequina; os acidos fendlicos como o acido cafeico, acido quinico,
acido ferulico, acido hidréxi-benzoico, acido p-cumarinico, acido protocatéquico, acido
siringico, acido galico, entre outros (AFFONSO et al., 2016; DUANGJAI et al., 2016;
GUPTA; SAINI; SINGH, 2020; PATAY et al., 2018; ZUHAIR MOHD ZAIN, 2018). Os

dados estdo resumidos na Tabela 1.



Tabela 1: Composi¢édo quimica do café verde.

Quantidade em % (dados da
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Componente _
literatura)
Polissacarideos insoluveis ~50%
Carboidratos soluveis 9-12%
Acidos volateis 0,1%
Acidos alifaticos ndo volateis 2-3%
Acidos clorogénicos totais 3-7,5%
Oleos e ceras 8-16%
Amino&cidos livres ~1%
Proteinas 9-12%
Lignina 1-3%
Minerais 3-4,5%
Cafeina ~1,4%
Trigonelina ~1,2%

2.5.2. Atividades farmacolégicas

Na literatura existem diversos relatos sobre atividades biologicas dos
componentes do grdo do café, pois estes possuem uma composiGdo quimica
complexa que permite sua utilizacdo em diferentes areas (DURAN et al., 2017). Em
um estudo com bezerros recém-nascidos, a injecdo subcutanea de uma preparacao
produzida a partir dos gréos de café acelerou a recuperacao de diarreia em 30% dos
bezerros (SCHMID et al., 2012). Outro estudo, utilizando os graos verdes demonstrou
gue eles possuem atividade de bloqueio dos raios ultravioletas (UV), evidenciando um
efeito de protecdo solar. A atividade do extrato de frutos do café ardbica contra o
cancer também ja foi evidenciada (PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016). Um estudo
realizado no sudoeste da Alemanha, area com deficiéncia de iodo, demonstrou que o
consumo do café auxilia na reducdo de casos de carcinomas na tireoide em ambos
os sexos. O extrato aquoso quente da casca e pouca do café cereja, na concentracéo
de 0,5%, foi colocado na agua de animais e demonstrou diminuicdo na progressao e
no tamanho de tumores mamarios (ROSS, 2005).

J& é conhecido que os compostos fendlicos também presentes no fruto do
café possuem atividade antioxidante (DAI; MUMPER, 2010). Experimento in vitro para

avaliagéo da atividade antioxidante do extrato oriundo dos frutos de café, demonstrou
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melhor atividade frente a outros compostos avaliados, sendo eles vitamina C, extrato
de rom&, cha verde e vitamina E (FARRIS, 2007). Um estudo foi executado em
fibroblastos humanos cultivados, e o extrato do fruto do café apresentou regulacéo
positiva para a expressao génica de varios colagenos e do fator de crescimento do
tecido conjuntivo, como também, apresentou regulacdo negativa para
metaloproteinases (enzimas envolvidas no processo de envelhecimento). Também foi
evidenciado que o extrato dos frutos possui acdo frente a hiperpigmentacdo em razao
da supressédo de espécies reativas de oxigénio (FISK et al., 2014). Adicionalmente,
outros pesquisadores constataram atividade antioxidante in vitro dos extratos dos
graos, apés torrefacdo (CHOI; KOH, 2017) da pelicula prateada (IRIONDO-DEHOND
et al., 2016) e da borra do café (CHOI; KOH, 2017).

O extrato da poupa do café apresenta atividade antioxidante, anti-
inflamatdria e cicatrizante (AFFONSO et al., 2016; BOWE; PUGLIESE, 2014), e
quando incorporado em preparacao para aplicacdo topica reduziu significativamente
as linhas finas, rugas e pigmentacéo do rosto (BOWE; PUGLIESE, 2014). Sugere-se
gue essa acao € devido ao sinergismo entre 0s componentes presentes na matriz
(AFFONSO et al., 2016). A atividade antimicrobiana contra 0S microrganismos
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli também foram descritas para o extrato da poupa do café, nesse
mesmo estudo verificaram também a atividade antioxidante dessas amostras
(DUANGJAI et al., 2016).

Os residuos do café também podem ser utilizados como alimentos com
alegacdo de propriedade funcional ou como substrato para preparacdo deles. Em
experimentos in vitro e in vivo demonstraram que a poupa possui acao redutora do
colesterol (ONTAWONG et al., 2019). Essa atividade foi atribuida a inibicdo da
absorcéo intestinal de colesterol e da interferéncia na formagéo do complexo micelar.
A poupa e a casca do café também foram utilizadas como substrato para producao de
carotenoides a partir de bactérias (MOREIRA et al., 2018).

Em relac&o aos compostos isolados, ja foi evidenciado o efeito de ativacao
da termogénese pela cafeina (KOGURE et al., 2002). Um estudo para avaliacdo do
efeito da associacdo entre os compostos acido clorogénico e acido ferulico e os
medicamentos metformina e 2,4-tiazolodinediona (THZ), demonstrou efeito sinérgico
entre os mesmos, causando diminuicdo da concentracdo de glicose no sangue
(PRABHAKAR; DOBLE, 2009). Também, os diterpenos apresentam atividade
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hepatoprotetora, atividade antioxidante, e anticancer (CAVIN et al., 2002; GUPTA,
SAINI; SINGH, 2020; LEE; CHOI; JEONG, 2007). A trigonelina e a cafeina possuem
atividade antiproliferativa (HIRAKAWA et al., 2005; MAUGERI et al., 2018). Outras
atividades demonstradas por compostos isolados foram, atividade de protecao solar
pelo &cido linoleico, atividade anti-hipertensiva pelo acido ferulico (GUPTA; SAINI;
SINGH, 2020) e atividade antifangica contra diversas espécies de Aspergillus pelo 5-
CQA (SUAREZ-QUIROZ et al., 2013).

2.6. A folhado café

2.6.1. Composicao quimica e usos industriais

As folhas do Coffea arabica possuem vida util de 8 meses e coloracao que
varia de verde-claro a verde-escuro, podendo apresentar pontas bronzeadas
dependendo da variedade (CARVALHO, 2007). As folhas de C. arabica maduras de
diferentes regides da Etidpia possuem composicdo aproximada de 5,5-7,8% de
umidade, 8,8-12,4% de cinzas, 14,4-19,0% de proteinas, 4,5-12,5% de gorduras,
17,1-20,0% fibras e 51,0-63,9% de carboidratos. O conteido mineral da folha de café
da Etiopia (8,8-12,4% de cinzas) é maior quando comparado ao grao de café da
mesma planta (3,9-4,4%), os minerais mais abundantes sao calcio, magnésio e ferro
(WOLDESENEBET, 2015).

Os carboidratos identificados nas folhas do café incluem monossacarideos,
oligossacarideos, polialcoois e amido. A composicéo de carboidratos aumenta quando
as folhas sdo expostas a uma maior quantidade de luz solar, com excecdo da
sacarose (MARTINS et al., 2014). Aminoacidos como [B-alanina, homoserina, 4-OH-
prolina, cistina e acido c-aminobutirico (GABA) foram detectados nas folhas do café
(MARTINS et al., 2014). O GABA, é um dos principais neurotransmissores inibitorios
do sistema nervoso simpatico e demonstrou potencial uso na terapia da encefalopatia
diabética, através da reducdo da ativacdo da apoptose e autofagia induzida pelo
diabetes (HUANG et al., 2013; ZHAO et al., 2015). Demonstrou também inibicdo de
metastase de células tumorais (JOSEPH et al., 2002), e ser promotor do sono (ZHAO
et al., 2015), entre outros.

Estudos de protedmica, identificaram 116 proteinas em folhas de C. arabica
com infeccdo de Hemileia vastatrix, organismo que causa ferrugem do cafeeiro.

Enzimas antioxidantes incluindo superoxido dismutase, peroxidase, catalase e
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glutationa redutase também estéo presentes (GUERRA-GUIMARAES et al., 2015).
Mais de 20 acidos organicos, incluindo acido latico, acido ascérbico, acido citrico,
acido piravico foram encontrados em folhas de café. Os &cidos
diidroxihexadecanoicos representam mais de 60% dos acidos totais (CHEN, 2019).

Alcaloides como a cafeina, trigonelina, teobromina e teofilina sé&o
detectados nas folhas do café, sendo os dois primeiros mais predominantes. As folhas
de C. arabica contém cerca de 3,9-6,8 mg/g de trigonelina (CHEN; MA; KITTS, 2018)
e a composicao de cafeina pode variar entre as variedades de C. arabica sendo maior
na C. arabica var. Laurina (DADO; ASRESAHEGN; GOROYA, 2019; OESTREICH-
JANZEN, 2010). Estima-se que folhas frescas jovens e maduras possuam 1,8 e 3,2
mg/g de cafeina, respectivamente. (RATANAMARNO; SURBKAR, 2017)

A folha do café arabica possui diversos compostos fendlicos, como acidos
fenodlicos: &cido cafeico, p-cumarico, ferulico, sinapico (MARTINS et al.,, 2014;
PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016). Os acidos cafeoilquinicos (ACQs), ésteres de &cido
hidroxicinamico, como o 3-4cido cafeoilquinico, 4- acido cafeoilquinico, 5- acido
cafeoilquinico, 3,4- acido dicafeoilquinico, 3,5- acido dicafeoilquinico, 4,5- acido
dicafeoilquinico, estdo acumulados em maior quantidade em folhas de café, com 5-
acido cafeoilquinico representando 80-94% dos ACQs na maioria das espécies de
Coffea (CAMPA et al., 2012; CHEN; MA; KITTS, 2018). E acidos clorogénicos, como
acido neoclorogénico, acido criptoclorogénico, 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA os derivados
3-4-, 3-5, 4-5-O-dicafeoilquinicos também sdo encontrados (CAMPA et al., 2012;
CHEN; MA; KITTS, 2018; CHEN, 2019).

Alguns flavonoides incluindo catequina (0,05-0,18mg/g de folha fresca),
epicatequina (0,27-0,40 mg/g de folha fresca), galato de epigalocatequina (5-16 mg/g
de folha fresca), galato de epicatequina (0,27-0,48 mg/g de folha fresca) ja foram
dosadas em folhas de café ardbica (RATANAMARNO; SURBKAR, 2017);
antocianinas (delfinidina 3,5-diglucosideo e delfinidina 3- (6"-malonil-glicosideo),
miricetina, fisetina, patuletina, luteolina, apigenina, quercetina e seus glicosideos
(quercitrina, isoquercitrina, hiperosideo, rutina), campeferol e seus glicosideos sao
encontrados em folhas de café (DE ALMEIDA et al., 2019; KLINGEL et al., 2020;
MARTINS et al., 2014; PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016)

A mangiferina € um tipo de xantona presente em diversas concentracdes
nas espécies de Coffea, sendo bioacumulada principalmente na espécie Coffea
eugenioides (6,43-11,39% por peso seco). As folhas do C. arabica possuem entre
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1,11-0,89% por peso seco (CAMPA et al, 2012). A mangiferina e seu isémero
isomangiferina sdo encontradas em maior quantidade nas folhas que nas sementes.
(PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016). Os diterpenos cafestol, kahweol e 16-O-
metilcaestol também foram detectados nas folhas do café (CHEN, 2019) E os trimeros
de procianidina estdo presentes exclusivamente nas folhas (PATAY et al., 2018).
Pigmentos carotenoides e xantofilas incluindo neoxantina, luteina, violaxantina,
zeaxantina, clorofila b, crocetina e B-caroteno foram encontrados em folhas maduras
de C. arabica (MARCHEAFAVE et al., 2019).

Os sitosterdis sao fitosterdis soltveis em alcool presentes nas folhas do
café (NAGASAMPAGI et al., 1971). Diversos compostos volateis foram identificados
no oOleo essencial das folhas, podendo citar linalol, safrol, B-cariofileno, y-curcumeno,
B-farneseno, a-pineno, mirceno, a-Terpineno, limoneno, 1,8-cineol, entre outros. O
Oleo essencial tem composicdo de compostos alifaticos (83,5%), compostos
aromaticos (5,9%), hidrocarbonetos monoterpenos (2,4%), monoterpenos oxigenados
(1,3%), hidrocarbonetos sesquiterpénicos (3,2%), sesquiterpenos oxigenados (0,5%)
e outros (2,6%) (QUIJANO-CELIS; PIEDRAHITA; PINO, 2015).

2.6.2. Usos tradicionais e atividades farmacolégicas

Existem diversos relatos sobre o uso tradicional das folhas do café. O
extrato de folhas € usado para tratamento de diarreia e dor intestinal por populacées
do continente africano. Na Nicaragua, infusGes das folhas de café sao utilizadas para
tratar dores de cabeca, estbmago e como supressor de tosse (PATAY; BENCSIK;
PAPP, 2016; ROSS, 2005). Na Uganda, as folhas sdo usadas no manejo do HIV (do
inglés, Human Immunodeficiency Virus) (LAMORDE et al., 2010). Como bebida, as
folhas do café arabica séo utilizadas tradicionalmente por infusdo na Etidpia, bebida
conhecida como “kuti”.(KLINGEL et al., 2020; PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016) Em
Cuba, uma infusdo das folhas € usada para tratar enxaqueca ou dores no corpo,
consumida via oral ou aplicada de forma tépica. Ja no Peru, a infusdo é usada para
tratamento de febre e pra estimular a producédo de prolactina, hormonio envolvido na
producdo do leite (ROSS, 2005). Em algumas cidades na Suica, os fazendeiros
utilizam partes do café, folhas, frutos e seus residuos no tratamento de distirbios
gastrointestinais, disfun¢cdes metabdlicas, infertilidade e doencas na genitalia feminina
dos animais (SCHMID et al., 2012).
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Em relagéo as atividades biologicas documentadas em literatura cientifica
temos que o extrato demonstra atividade antibacteriana, frente a Edwardsiella tarda,
Aeromonas hidrophylla, e Streptococcus agalactiae, bactérias comuns em infeccéo
em peixes cultivados (KENCONOJATI et al., 2019). O extrato também demonstra
atividade antioxidante in vitro (MARCHEAFAVE et al., 2019; SEGHETO et al., 2018),
com potencial redutor, quelante de ions ferrosos e na eliminagéo de radicais hidroxila
(WU et al., 2017) e atividade anti-inflamatoria in vivo (SEGHETO et al., 2018). E eficaz
na inibicdo de geracéo de radicais livres induzidos por radiagcdo UV-B em fibroblastos,
na restauragao do colageno, na reducao de mediadores pro-inflamatérios e na inibicao
da expressao de metaloproteinase-1. Esses resultados indicam o potencial uso na
reducao do fotodano, inflamacéo e estresse oxidativo, induzidos por UV-B (WU et al.,
2017). Nao foi encontrado na literatura cientifica estudo sobre a atividade de
cicatrizacéo e atividade anticancer das folhas de café.

Apesar de poucos estudos em relacéo as atividades bioldgicas das folhas,
muitas patentes encontram-se depositadas. Considerando as bases google patent,
web of science e PubMed por volta de 50 patentes possuem folhas de café aplicadas
em diversos segmentos, como antifiingico de plantas, agentes terapéuticos, agente
de crescimento de lactobacilos, insumo para chas, materiais para embalagem,
substituto do tabaco, desodorizador, entre outros. Os paises com maior niumero de
patentes depositadas sao Japéo (46%) e China (26%) (CHEN, 2019).

Uma composi¢cdo contendo extrato de folha de café enriquecido com
mangiferina foi utilizada para facilitar a manutencdo da vigilia, da atencéo,
concentracdo e memoria (DEL RIO et al., 2020). Devido a presenca de sitosterol livre
foi utilizado em uma composicao com diglicerideo para tratamento e prevencédo da
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e diabetes (MAUREL et al., 1996).Uma
composicgdo que incluia oleo de horteld pimenta, o0leo de horteld, extrato de folhas de
café, acafrdo, entre outros, foi utilizada com o objetivo de inibir a inflamacéo
gastrointestinal, incluindo gastrite e Ulcera gastrica e duodenal e como antibacteriano
contra a Helicobacter pylori (MURATA; YASUDA, 1997).

Em relacdo aos compostos isolados, a mangiferina e isomangiferina
possuem diversas propriedades descritas, como uso no tratamento de doencas
degenerativas, tais como aterosclerose, cancer (mama, célon, neural, pele e cervical),
diabetes e obesidade. Também protegem o corpo contra danos associados ao
estresse oxidativo (DE ALMEIDA et al., 2019; IMRAN et al., 2017; MALHERBE et al.,
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2014; WANG et al.,, 2018). E metilxantinas, como a trigonelina, envolvidas em
atividade de neuroprotecao, anticancer, e antibacteriana (FREDHOLM, 2011).
Entretanto, as folhas séo utilizadas principalmente na fabricacdo de chas,
extracdo de compostos funcionais ou deixadas in situ, como cobertura morta da
plantacao e, menos frequente, como insumo pra compostagem (ECHEVERRIA; NUTI,
2017). Dessa forma, esse trabalho pretende contribuir para o melhor entendimento
sobre as atividades farmacoldgicas das folhas de café, realizando doseamento de
compostos fendlicos totais, de cafeina e realizando testes para verificacdo da
atividade antioxidante, avaliacdo sobre a migracdo celular in vitro e atividade

antiproliferativa in vitro em linhagens tumorais.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi avaliar a aplicabilidade farmacéutica do residuo
foliar da cadeia produtiva do gréo de café arabica visando o aproveitamento.

3.2.  Objetivos especificos

+ Avaliar a variabilidade do perfil quimico de extratos de folhas de Coffea arabica L.
coletadas de quatro regides distintas;

+ Avaliar a atividade antioxidante dos extratos das folhas de Coffea arabica L.;

+ Avaliar o potencial sobre a proliferacdo em linhagens celulares dos extratos das
folhas de Coffea arabica L.;

+ Avaliar a atividade de migracao celular dos extratos das folhas de Coffea arabica
L.;

4. Material e Métodos

4.1. Coleta de insumos vegetais e producao de extratos

Em margo de 2019, foi realizado um contato por telefone ou e-mail com
cada um dos responsaveis pelas plantacbes de café, que prontamente se
disponibilizaram a ajudar na concretizagdo da pesquisa, através da coleta aleatoria

das folhas, secagem, envio das amostras, bem como custeio das despesas de envio.
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O registro das atividades de acesso ao patrimoénio genético foi realizado
através do cadastro eletronico no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético
— SISGen (numero A7FCAC1). As folhas de Coffea arabica L. foram coletadas em
quatro locais diferentes; Fazenda Santa Maria, Ouro Fino (MG), Sitio Morro Alto, Séo
José do Calgado (Espirito Santo), Universidade Estadual de Sdo Paulo, Jaboticabal
(Séo Paulo) e Fazenda Terra Nova, Londrina (Parana). Durante a fase de enchimento
do endosperma, foi realizada uma coleta em cada um dos quatro locais escolhidos. E
durante a colheita do fruto maduro, uma coleta na Fazenda Terra Nova, Londrina
(Parand) foi realizada. Logo apos cada coleta, as folhas foram secadas em local
arejado na sombra, no local da colheita, por até sete dias, as amostras foram entao
enviadas por correios e posteriormente, quando chegaram em Campinas (Sao Paulo),
foram colocadas em estufa a 40°C sob ventilagdo (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Os extratos foram produzidos através de dois métodos distintos. O primeiro
método foi 0 método de extracao sucessiva até o esgotamento da planta. Inicialmente
30 gramas de folhas secas e moidas da amostra foram pesadas e submetidas a
extracdo com diclorometano na proporcéao de 1:50 de folhas para solvente, durante
90 minutos sob agitacao e temperatura ambiente. A troca do solvente foi realizada por
duas vezes, ou seja, a etapa de extracao foi realizada por trés vezes. Posteriormente,
o liquido extraido (Al) foi reservado e o material vegetal resultante foi submetido a
extracdo com o solvente etanol (70%) sob as mesmas condicfes e repeticdes
realizadas para o primeiro solvente (diclorometano). Apés as duas trocas do solvente
etanol 70%, uma aliquota do extrato obtido (A2) foi reservada e o material vegetal
restante foi descartado. O restante do liquido (etanol 70% e constituintes extraidos)
foi eliminado sob vacuo em evaporador rotatério sob temperatura de
aproximadamente 40°C, resultando em agua e constituintes fitoquimicos das folhas.
A agua residual foi extraida com acetato de etila, em funil de separacao atraves de
particdo liquido-liquido. A fase de acetato de etila foi reservada, sendo realizada a
troca do solvente por 2 vezes, conforme as demais etapas. Ao final das trocas de
solventes, a fracdo organica (A3) e a fracdo aquosa (A4) foram separadas. Para
eliminacdo do solvente orgéanico, os extratos Al, A2, A3 foram submetidos ao
evaporador rotatério, sob vacuo, a temperatura de aproximadamente 40°C
(SEGHETO et al., 2018) e as fracdes A2 e A4 foram submetidas ao liofilizador para

sublimacédo da agua. O esquema da extracdo se encontra no Fluxograma 1.
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Fluxograma 1: Extracdo sucessiva até o esgotamento da planta
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3 x Acetato de
etila

racdo Acetato d Fragdo agua
etila (A3) destilada (A4)

No segundo método de extracao (turbodlise) utilizou-se o equipamento Ultra
Turrax® modelo IKA T10 Basic na velocidade 5, os solventes etanol: agua foram
adicionados na proporcao de 70:30 e a proporcao entre folhas secas e solvente
utilizada foi de 1:50, sendo 2 gramas de folhas submetidas ao processo de extracao.
Cada extracao teve duracao de 5 minutos sob temperatura ambiente, sendo efetuadas
duas trocas de solventes. Os extratos produzidos foram submetidos ao evaporador
rotatério a aproximadamente 40°C para eliminacdo do etanol, (SEGHETO, 2017

adaptado) e em seguida foram submetidos ao liofilizador para sublimacédo da agua.

4.2. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma ferramenta simples e
de baixo custo que permite a identificacao e visualizacao de compostos ou classes de
compostos presentes nas amostras em estudo. Nessa analise, a CCD foi empregada

com objetivo de comparacédo dos perfis quimicos entre os extratos produzidos. Foram
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pesados aproximadamente 5mg de extrato seco e solubilizados em etanol 70% de
modo a obter uma concentracdo de 1mg/mL. Foram submetidos ao banho de
ultrassom Ultra Cleaner® 1400A durante 10 minutos para solubilizacdo completa das
amostras (LEDERER, 1985).

Na corrida cromatogréfica, como fase moével, foi utilizada uma solucéo de
acetato de etila: 4cido férmico: acido acético glacial: agua ultrapura na propor¢éo de
100:11:11:27, e como fase estacionaria a placa de silica gel 60F marca Merck® (artigo
7743). As amostras foram dispostas em linha com ajuda de um capilar, distanciadas
por 1cm entre as aplicagdes, e a corrida cromatogréfica foi realizada em uma cuba de
vidro saturada com papel filtro. Apds a eluigédo da fase movel sobre a fase estacionaria,
a placa foi retirada da cuba cromatogréfica e deixada ao ar ambiente para secagem,
foi realizado um tratamento da placa com Reagente de Produtos Naturais (PN/PEG)
para visualizacdo das bandas sob luz UV-Visivel nos comprimentos de onda de
254nm e 365nm e sob luz ambiente (LEDERER, 1985).

A partir das placas cromatograficas resultantes foram determinadas as
distancias percorridas pelas amostras em relacdo a distancia total percorrida pelo

solvente, que define o Rf do inglés “ratio to front” através da formula abaixo:

Rf = Distdncia da amostra (Da)

Distancia do Solvente (Ds)

Modo de preparo:

Reagente de produtos naturais (NP-PEG): Foi realizada a pulverizacao
da placa com 1% de &cido difenilbérico metanolico-R-etilaminoéster
(difenilboriloxietilamina), seguido por pulverizagédo de polietilenoglicol 4000 (PEG)
diluido em etanol a uma concentragéo de 5%.

A fluorescéncia intensa é produzida imediatamente ou apos 15 min sob luz
UV 365 nm. O reagente aumenta a sensibilidade (de 10 pg para 2,5 pg), sendo o
comportamento da fluorescéncia dependente da estrutura de cada composto quimico
(LEDERER, 1985).
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4.3.  Avaliacdo do conteudo de fenolicos totais

O método de Folin-Ciocalteu vem sendo utilizado ha muito tempo na area
de produtos naturais para quantificacdo de polifendis. Para obtencédo de resultados
confiaveis € necessario o estabelecimento de algumas condi¢des, como tempo de
reacao ideal, temperatura controlada para a mudanca da cor, e uso de um padréo de
referéncia (ANJALI; SETH, 2015).

O mecanismo de acdo do teste Folin-Ciocalteu consiste na reacdo de
oxido-reducao com o grupo fenol, sendo este oxidado e o0 ion metalico reduzido. Todo
o experimento foi realizado com as luzes do laboratorio apagadas, na penumbra,
protegido da luz direta (COSTA et al., 2014).

Em microplaca, foram adicionados 20uL dos extratos de folhas de café nas
concentracdes de 31,25, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL diluidos em etanol 70%;
100 uL da solucao de Folin-Ciocalteu a 10% e 80 uL de carbonato de sédio a 7,5%.
Para realizacéo do branco e do padrao, os extratos foram substituidos por etanol 70%
(amostra branco) e acido cafeico (padrdo Sigma Aldrich® = 98% de pureza), os
demais reagentes Folin-Ciocalteu e Carbonato de sédio permaneceram nas condicfes
descritas acima. Uma curva de calibracdo do padrédo de acido cafeico foi construida
nas concentracdes de 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L diluido em etanol 70%
(modificado de COSTA et al., 2014).

A microplaca foi incubada no leitor de microplaca a 45°C durante 15
minutos e depois, arrefecida ao abrigo de luz durante 30 minutos. Apdés o
arrefecimento, a leitura da absorbéancia foi realizada em um comprimento de onda de
765 nm, em um espectrofotdémetro leitor de placa VersaMax™ ( modificado de COSTA
et al., 2014).

Através dos valores de absorbancia obtidos para o padréo de &cido cafeico,
uma curva de calibracdo, equacéo da reta e o valor de correlacdo de Pearson foram
gerados através do emprego do software Excel® versdo 2102. Os valores das
amostras foram substituidos na equacéo da reta, onde calculou-se a quantidade de
fendlicos totais equivalente nos extratos de folhas de café.

A linearidade do método foi avaliada utilizando o teste ANOVA, pelo método
dos Minimos Quadrados Ordinarios. A independéncia, linearidade e
homoscedasticidade dos dados analiticos foram avaliadas. Os testes de linearidade

foram realizados empregando o software Action Stat® versado 3.6. Os gréaficos foram
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construidos através do software GraphPad Prism® versdo 9.0.0 e a avaliacdo da
diferenga estatistica entre as amostras com intervalo de confianca de 95%, através do
emprego do teste de Tukey. Todo o teste foi realizado em triplicata, sendo realizadas

duas repetices do teste em dias distintos.

Modo de preparo:

Solucéo Folin-Ciocalteu 10%: Foram pipetados 2,5 ml do reagente Folin-
Ciocalteu e adicionados 25 mL de agua destilada em um tubo Falcon. A solucao foi
preparada no dia do teste e perto do momento de uso. O reagente foi preparado ao
abrigo de luz direta, na penumbra.

Solucéo carbonato de sédio 7,5%: Foram pesados 1,50 g de carbonato
de sodio em um tubo Falcon e dissolvidos em 20 mL de agua destilada. A solucéo foi

preparada no dia do teste.

4.4. Doseamento de cafeina

Para realizacdo do doseamento, foi utilizado equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia da Shimadzu modelo prominence — | LC2030 com detector
UV-Visivel. Foi utilizada uma coluna cromatografica C18 110A, Gemini (250 x 4,6mm).
A fase mével utilizada foi metanol e 4gua ultrapura na proporcgéo de 40:60 com eluicédo
de forma isocratica. Um volume de injecao de 10 ul foi utilizado para todas as
amostras, com velocidade de fluxo de 0,7ml/min, mantendo a temperatura do forno a
25°C. A corrida teve duracao de 10 minutos e a leitura foi realizada no comprimento
de onda de 273 nandmetros (DE ANDRADE et al.,, 1995). Os parametros estéo
representados na tabela 3.

Tabela 2: CondicBes cromatograficas para analise de cafeina em extratos de folhas de café, conforme
De Andrade (1995).

Parametros Condicdes utilizadas
Equipamento Shimadzu modelo
prominence — | LC2030.

Equipamento

Tipo de detector UV-visivel
. Coluna C18 110A, Gemini (250 x
Fase estacionaria
4,6mm),
Fase movel Metanol/agua ultrapura (40/60)
Tipo de eluicéo Isocratica
Volume de injegéo 10ul

Velocidade do fluxo 0,7ml/min
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Temperatura do forno 25°C
Comprimento de onda 273 nanbmetros
Tempo de corrida 10 minutos

Uma curva de calibracdo, equacéo da reta e coeficiente de correlacdo de
Pearson foram determinados através do emprego do software Excel® versdo 2102.
Apéds a obtencdo das areas do padrdo de cafeina, os valores das amostras foram
substituidos na equacdo da reta. Os gréficos foram construidos através do software
GraphPad Prism® verséao 9.0.0.

Foram realizadas duas repeticées em dias distintos, sendo em cada teste

uma replicata para cada uma das amostras.

Modo de preparo:

Amostras de folhas de café: sem tratamento prévio, os extratos foram
diluidos em metanol e agua ultrapura na proporcado de 1:1, na concentracdo de
2mg/mL, as amostras foram colocadas no ultrassom por 10 minutos e filtradas por
membrana de 0,45um.

Padrdo cafeina: A cafeina (Sigma Aldrich® lote: BCBW9292, pureza
100%) foi diluida em &gua ultrapura e metanol na propor¢éo de 99:1, a solucdo mae
foi levada ao ultrassom por 10 minutos e diluida nas concentra¢des de 10, 20, 30, 40

e 50 pug/mL, foi realizada a filtracdo por membrana de 0,45um.

4.5. Atividade de inibicdao do radical DPPH

O ensaio do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) tem como principio a
transferéncia de elétrons onde, por acdo de um antioxidante ou espécie radicalar, o
DPPH que possui cor purpura € reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
coloragdo amarela, com consequente diminuicdo da absorbancia (modificado de
ALVES et al.,, 2010; COSTA et al.,, 2014). A reacao pode ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia, e nesse caso ndao segue uma resposta linear, podendo
ser mais lenta ou mais rapida dependendo do composto estudado (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Ao abrigo de luz direta, uma solucédo de DPPH a 6 x 10° em etanol absoluto
foi preparada. Posteriormente, a absorbancia foi medida a 525 nm, e uma quantidade

adicional de reagente foi colocada de modo a ajustar a absorbéancia na faixa de 0,650-
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0,660. A solucdo foi armazenada em geladeira enquanto 0os demais reagentes
estavam sendo preparados (modificado de ALVES et al., 2010; COSTA et al., 2014).
As amostras foram preparadas nas concentracbes de 31,25, 62,5, 125,
250, 500 e 1000 pg/mL diluidas em etanol 70%. Uma solucéo padrao de Trolox® 400
mg/L em etanol 70% foi preparada e posteriormente diluida nas concentracdes de 5,
10, 20, 40, 80, 160 e 200 mg/L para realizacédo da curva de calibracdo. As solugcdes-
mae (padrao Trolox® e amostras) foram submetidas ao ultrassom por 10 minutos para
completa solubilizacéo (modificado de ALVES et al., 2010; COSTA et al., 2014).

Em microplaca foram pipetados 20uL das diluigdes das amostras de folhas
de café e 180 yuL de DPPH. Nas amostras branco e padrdo, a amostra de café foi
substituida por etanol 70% (amostra branco) e diluicbes do Trolox® (padrédo). As
absorbancias foram lidas a 525 nm, a cada 5 minutos durante 45 minutos em
espectrofotometro leitor de microplaca Molecular Devices® modelo VersaMax™
(modificado de ALVES et al., 2010; COSTA et al., 2014). As absorbancias obtidas no
tempo de 45 minutos foram utilizadas no calculo. A porcentagem de inibicdo e
Concentragéo inibitéria de 50% (ICso0) foram calculadas através do software Excel®

versao 2102.

(Equacdo 1) % de Inibigio = 223 Branco-Abs Amostra

Abs. Branco

Onde, Abs. Branco = Absorbancia do DPPH na auséncia de amostra;

Abs. Amostra = Absorbancia do DPPH na presenca de amostra.

CM-Cm

(Equa(;ao 2) IC50 = m

x(50 — % Im) + Cm

Onde, CM = maior concentragdo Cm = menor concentragao % Im=

porcentagem de inibicdo de Cm; % IM = porcentagem de inibicdo de CM.

Os gréaficos foram construidos através do software GraphPad Prism®
versao 9.0.0 e a avaliacdo da diferenca estatistica entre as amostras com intervalo de
confianca de 95%, através do emprego do teste de Tukey. Foram realizados dois
ensaios em dias distintos sendo em cada um deles trés replicatas de cada uma das

amostras.
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Modo de preparo:

Solugdo DPPH 6 x 10° Foram pesados 2,37 mg de DPPH e dissolvidos
lentamente em etanol absoluto. Ao abrigo de luz, o contetdo foi transferido para um
baldo volumétrico &mbar de 100 mL e o volume foi completado com etanol absoluto.
Esta solucéo foi preparada no dia da execucéo do teste, perto do momento do uso.

Submeteu-se ao ultrassom por 10 minutos, sendo armazenada em geladeira.

Solucéo Trolox 400 mg/L: 4 mg de Trolox® foram dissolvidos em 10 ml
de etanol 70% em um tubo Falcon de 15mL. Esta solucéo foi preparada no dia da
execucado do teste, perto do momento do uso. Submeteu-se ao ultrassom por 10

minutos sendo armazenada em geladeira.

4.6. Avaliacdo sobre a proliferacao celular in vitro

O modelo de ensaio de avaliagdo do potencial antiproliferativo visa avaliar
o efeito da amostra sobre a proliferacdo de células tumorais evidenciando o potencial
uso no tratamento do céancer. Além disso, permite a determinacdo da maior
concentracdo nao citostatica sobre a linhagem nédo tumoral HaCat que foi utilizada
para delineamento de concentracdes no teste de migracdo celular. As linhagens
celulares utilizadas (Tabela 4) foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 (Roswell
park memorial institute) suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF) (MONKS et
al., 1991).

Tabela 3: Linhagens celulares utilizadas na avaliacdo sobre a proliferacéo in vitro.

Densidade de

Organismo Linhagem Orgéo/Doenca inoculacao (x
10%cel/mL)
Humano U251 SNC; glioblastoma 4,0
Humano 786-0 Rim; 5,0
adenocarcinoma
Pulméo;
Humano NCI-H460 carcinoma tipo 4,0

nao pequenas
células
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Humano HT29 Colon; 50
adenocarcinoma
Pele
Humano HaCaT (queratindcito); 4,0
N&o tumoral
Murino B16F10 Pele; Melanoma 5,0

As linhagens celulares foram dispostas em placas de 96 compartimentos e
incubadas a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO2. Nesse ensaio, utilizamos uma
placa nomeada de PO, que corresponde a um controle de células, sem tratamento de
amostras, para determinacdo da quantidade de células no momento de inicio do
experimento (Figura 2), e uma placa, nomeada de P1, mantida durante toda a
execucao do teste, onde foram inseridos os controles de células sem tratamento com
amostras, as células tratadas com amostras, e os brancos das amostras (Figura 3)
(MONKS et al., 1991).

Apoés 24 horas do plagueamento, as células da placa P1 foram expostas a
quatro concentragdes 0,15; 1,5; 15 e 150 pg/mL das amostras em teste, em meio de
cultura completo (meio RPMI, suplementado com Soro Bovino Fetal 5%), e incubadas
por 48h a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO2. No momento da adicdo das
amostras, as células da placa PO foram fixadas com 50 yL/compartimento de TCA
(acido tricloroacético) a 50% e incubadas por 1 hora em geladeira, para determinacao
da quantidade de células presente no inicio do experimento. Em seguida, a placa PO
foi lavada em agua corrente quatro vezes consecutivas para remocéao de residuos de
TCA, meio, soro fetal bovino e metabdlitos secundarios (MONKS et al., 1991).

Apds 48 horas de incubacdo, as etapas de fixacdo e lavagem foram
realizadas novamente, agora para as células da placa P1. ApGs serem secadas a
temperatura ambiente, as células fixadas nas placas PO e P1 foram coradas com 50
pL/compartimento de sulforrodamina B 0,4% (p/v) dissolvida em acido acético 1%; e
mantidas por 20 minutos a temperatura ambiente. A seguir, as placas (P1 e PO) foram
lavadas com solucédo de acido acético a 1% e secadas a temperatura ambiente. O
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150 uL/compartimento de
Trizma Base (10 yM, pH 10,5) (MONKS et al., 1991).

O ensaio sobre a proliferacao celular é utilizado para triagem de amostras,
e para cada amostra testada obtém-se um perfil concentragéo-resposta distinto. Os
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parametros de viabilidade celular e de efeito sobre a proliferacdo celular séo
realizados pela fixa¢&o in situ das células, utilizando o agente fixador TCA, que atua
precipitando proteinas, permitindo que células viaveis se mantenham fixas na placa,
enquanto os residuos se desprendem com a lavagem em agua corrente. E,
posteriormente, pela coloragcdo com a SRB, um corante de ligacdo as proteinas. A
SRB se liga aos aminoacidos bésicos das macromoléculas celulares; entdo a mancha
é solubilizada com Trizma Base e medida espectrofotometricamente para determinar
0 crescimento ou viabilidade celular relativo nas células tratadas e nado tratadas
(MONKS et al., 1991).

A analise dos resultados foi realizada por leitura espectrofotométrica da
absorbancia a 540 nm em leitor de microplacas (Molecular Devices®, modelo
VersaMax™). As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de

seus respectivos brancos e, a proliferacao celular (%) foi calculada da seguinte forma:

+ Se Am > C1, a amostra foi proliferativa e a férmula utilizada foi 100 x
[(Am-CO0)/(C1-CO0)].

+ Se CO < Am < C1, a amostra foi citostatica e a férmula utilizada foi 100 x
[(Am-CO0)/(C1-CO0)].

+ Se Am< CO0, a amostra foi citocida e a férmula utilizada foi 100 x [(Am-

C0)/(CO)].

Onde:

Am = absorbéancia das células tratadas com a amostra;

C1l = absorbancia das células ndo tratadas, na placa P1 (ao final da
incubacéo);

CO = absorbancia das células nao tratadas, na placa PO (fixadas no dia do
tratamento).

A patrtir dos dados gerados, foram construidos gréaficos correlacionando os
resultados de proliferacdo celular (%) das linhagens com a respectiva concentracéao,
empregando-se o software Origin® Pro 8.0. Foi calculada ainda, através de regressao
sigmoidal, a concentracdo necesséaria para inibir 50% da proliferagdo celular
denominada Glso (do inglés growth inhibition 50).

O experimento foi realizado duas vezes em duas datas distintas, sendo

todas as amostras testadas em triplicata.
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Figura 2: Delineamento da placa PO utilizada na avaliacao sobre a proliferacéo in vitro.
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As cores diferentes (vermelho, verde, amarelo, laranja, lilas e azul) representam as seis linhagens
celulares distintas utilizadas nesse presente trabalho.

Figura 3: Delineamento da placa P1 utilizada na avaliacdo sobre a proliferacdo celular in vitro.
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As cores diferentes (verde, vermelho, azul, roxo e amarelo) representam amostras diferentes e as
tonalidades significam diluicbes das amostras;

4.7. Avaliacdo sobre a migracao celular in vitro

Em dias distintos, fibroblastos HGF-1 e queratindcitos HaCat foram
plaqueados a uma densidade de 2,5 x 10° e 3 x 10°, respectivamente (densidade
suficiente para confluéncia = 85%, placas de 24 compartimentos) em meio RPMI,
suplementado com Soro Bovino Fetal 5% e penicilina/estreptomicina 1%.

Apds 24 horas, as células estavam aderidas e havia se formado uma
monocamada celular, o meio foi retirado com auxilio da pipeta de Pasteur de vidro, foi
realizada uma lavagem com PBS (pH 7) com subsequente adicdo de meio
suplementado com SBF 0,2%, para diminuicdo do crescimento celular. Apés 24 horas,

a monocamada celular foi ferida com auxilio de uma ponteira de 200 uL estéril, a troca
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da ponteira foi realizada a cada dois pog¢os de células. Retirou-se o meio de cultivo e
lavou-se com PBS (pH 7). As células foram tratadas com as amostras na concentragdo
de 15 pg/mL (diluidas previamente em DMSO e posteriormente em meio RPMI
suplementado com 0,2% de SBF) maior concentracdo nao citostatica determinada
através do ensaio sobre a proliferagdo celular.

Microfotografias foram adquiridas através do monitoramento durante 24
horas pelo Microscopio Invertido de Fluorescéncia Time Lapse com controle de
temperatura e CO2 para avaliagdo da migragéo celular. Como controle negativo foi
utilizado meio suplementado com SBF 0,2% e como controle positivo meio
suplementado com SBF 5%.

As imagens foram analisadas através do software ImageJ®, e as
percentagens de area migrada relativa nos tempos 12 e 24 horas, ap0s o tratamento

com amostras, foram calculadas com auxilio do Excel®.
% Am = (Ai — Af )Aix 100

Onde, %Am = Porcentagem de Area migrada; Ai = Area no inicio do

experimento; Af = Area final depois de 24h de experimento

%Am — %Acn

A =100
m ) %Acp — %Acn

Onde, %Am = Porcentagem de Area migrada; %Acn = Porcentagem de
Area migrada do controle negativo; %Acp = Porcentagem de Area migrada do controle
positivo.

Os gréficos foram construidos através do software GraphPad Prism®
versao 9.0.0. Foi realizado um ensaio com a linhagem HGF-01 com 6 replicatas de
cada amostra, e trés ensaios em dias distintos com a linhagem celular HaCat com 6

replicatas para cada uma das amostras em cada um dos ensaios.

5. Resultados

5.1. Coleta de insumos vegetais e produgdo de extratos

As coletas foram realizadas entre os dias 18 de marco e 06 de abril de 2019

nos estados de Séo Paulo, Minas Gerais, Parana e Espirito Santo, suas respectivas
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coordenadas geogréficas e faixas de altitude constam na Tabela 4. As atividades de
acesso ao patriménio genético foram cadastradas no SISGen e podem ser
consultadas pelo cédigo A7TFCACI.

Tabela 4: Dados das coletas das amostras de folhas de Coffea arabica L.
Data da

NUumero da coleta Local da coleta Coordenadas Altitude
Amostra (Ano Geograficas (metros)
2019)
Faculdade de
Agronomia 21°14'29.45"S
1 24/03 Unesp, 48°17'24.03"W 575
Jaboticabal (SP)
Fazenda Santa on o "
2 20003 Isabel, OuroFino  25,1937-9°S 940 1550
46°22'49.8"W
(MG)
Fazenda Terra
) 23°43'55.8"S
3 23/03 Nova, Londrina 50°41'57 8"W 820-835
(PR)
Sitio Morro Alto, R "
4 18/03 S50 José do jfo 25-53'3-@ 810-960
Calcado (ES) '
Fazenda Terra
) 23°43'55.8"S
5 06/04 Nova, Londrina 50°41'57 8"\W 820-835

(PR)

Todas as quatro culturas escolhidas néao utilizam contaminantes quimicos
intencionais para o controle de pragas ou manutencdo da lavoura, e trés das
localidades possuem certificado para cultura orgénica (Parana, Minas Gerais e
Espirito Santo). Um dos locais de coleta se tratava da Faculdade de Agronomia —
UNESP, a plantacdo é submetida a estudos de controle de pragas por meio do uso
de produtos biolégicos.

As amostras apresentavam cor verde, variando do tom claro a escuro
dependendo da sua maturacédo (Figura 4a). As amostras coletadas pertencem a
espécie Coffea arabica L., e a variedade de cada planta ndo foi considerada nesse
estudo. As culturas estavam submetidas a faixas de altitudes distintas (Tabela 4), com
valores entre 575 metros e 1250 metros. A exsicata da amostra obtida em S&o Paulo,
foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Goias (UFG) registro numero
71104, as demais amostras se tratavam de cultura organica com registro da espécie

pelo agricultor de cada local.
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Para realizacdo do método 1, extracdo sucessiva, foi empregada somente
a amostra coletada em Jaboticabal (SP), por ser a primeira amostra a chegar em
Campinas (SP). Todas as cinco amostras coletadas foram submetidas ao método 2
(Figura 4b), extracao por turbolise, utilizando etanol: agua (70:30).

Foram obtidos ao todo nove extratos, e estes serdo referenciados a partir

desse momento segundo a sigla implementada para cada um deles (Tabela 5).

Tabela 5: Definicbes das siglas para referenciacdo das amostras obtidas segundo os métodos de
extracao.

Sigla Descrigdo do extrato Local de coleta da Método de
9 amostra obtencao
AC Fragao dgtizla;:etato de Unesp, Jaboticabal (SP) 1
Fracdo de 4gua .
AG destilada Unesp, Jaboticabal (SP) 1
DCM Extrato de Unesp, Jaboticabal (SP)

diclorometano 1
ET Fracdo de etanol 70%  Unesp, Jaboticabal (SP) 1
SP Extrato S&o Paulo Unesp, Jaboticabal (SP) 2

Fazenda Santa Isabel, 5

MG Extrato Minas Gerais Ouro Fino (MG)
PR1 Extrato Parana coleta Fazenda Terra Nova, 5
dia 23/03 Londrina (PR)
PR2 Extrato Parana coleta Fazenda Terra Nova, 5
dia 06/04 Londrina (PR)
.. Sitio Morro Alto, Sao José
ES Extrato Espirito Santo do Calcado (ES) 2

Figura 4: Coleta e extracdo de folhas de coffea arabica L.
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continuagéo Fig. 4
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a) folhas coletadas de Coffea arabica L. b) extracao por turbélise c) amostras obtidas pelo método 2 de
extracdo, da esquerda para direita: extrato Parana coleta dia 23/03, extrato Minas Gerais, extrato
Espirito Santo, extrato Sdo Paulo e extrato Parana coleta dia 06/04.

Os rendimentos dos métodos de extracdo ndo puderam ser calculados
devido a impossibilidade de ida ao laboratério para repeticdo dos processos de

extracao e realizacdo das pesagens necessarias devido a pandemia da COVID-19.

5.2. Cromatografia em camada delgada

Apéds a eluicdo da fase movel sobre a cromatoplaca as bandas foram
visualizadas no comprimento de onda de 365 nm (Foto 5a), e em luz visivel (Figura
5b). Nenhuma banda foi visualizada no comprimento de onda de 254 nm. As
distancias percorridas e os fatores de retencdo para cada uma das bandas foram
calculados sob comprimento de onda de 365 nm (Tabela 6) e sob luz visivel (Tabela

7). A distancia percorrida pelo solvente foi de 10 cm.

Figura 5: Placas de cromatografia de camada delgada (CCD) ap0s aplicagdo dos extratos, tratamento
com o reagente NP/PEG, revelagao com luz ultravioleta (A = 365 nm) e luz visivel, respectivamente.

Da esquerda para direita: extrato Minas Gerais (MG), extrato S&o Paulo (SP), extrato Parana coleta dia
06/04 (PR2), fracdo de etanol 70% (ET), extrato Parana coleta dia 23/03 (PR), fracao de agua destilada
(AG), fracao de acetato de etila (AC), extrato Espirito Santo (ES), extrato de diclorometano (DI). Os
numeros diferentes representam bandas com cores e/ou tempo de retengdo diferentes.
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Tabela 6: Fator de retencdo das bandas e correla¢cdes com os extratos, tratamento com o reagente
PN/PEG e revelacdo com luz ultravioleta (A = 365 nm).

NUmero Distancia da Rf calculado Amostras
amostra
0 1,9 0,19 MG
1 2,1 0,21 SP
2 2,1 0,21 PR1; ET
3 2,2 0,22 AC
4 4,0 0,40 MG
5 51 0,51 MG; ET; PR1; AC
MG; SP; ET; PR1;
6 5,8 0,58 AC
7 5,8 0,58 ES; PR2

Extrato Minas Gerais (MG), extrato Sdo Paulo (SP), extrato Parané coleta dia 23/03 (PR1), fracdo de
etanol 70% (ET), fracdo de acetato de etila (AC), extrato Espirito Santo (ES) e extrato Parand coleta
dia 06/04 (PR2).

Tabela 7: Fator de retencdo das bandas cromatogréficas correlacionadas ao extrato, obtidas pelo
tratamento com o reagente PN/PEG e revelacdo com luz branca visivel.

NUmero Distancia da Rf calculado Amostras
amostra
0 0,42 0,42 MG
MG; SP; ET; PR1;
1 0,51 0,51 AC
2 0,62 0,62 AC

Extrato Minas Gerais (MG), extrato S&o Paulo (SP), fracao de etanol 70% (ET) ), extrato Parana coleta
dia 23/03 (PR1) e fracdo de acetato de etila (AC).

Em relacdo ao método 1, a fracdo diclorometano ndo apresentou bandas
cromatograficas segundo a metodologia utilizada. As frac6es produzidas por meio dos
solventes etanol 70%, 4gua e acetato de atila apresentaram bandas cromatograficas,
sendo que a fracdo de acetato de etila apresentou o maior nimero de bandas e de
maior intensidade.

Em relacdo ao método 2 de extragdo, foi verificado que um maior nimero
de bandas foi apresentado pelas amostras MG, PR1 e SP. As amostras ES e PR2
apresentaram menor numero de bandas ou de menor intensidade de cor.

Segundo a revelagdo com ultravioleta a um comprimento de onda de
365nm (Tabela 6) e sob luz visivel (Tabela 7) as amostras apresentaram bandas

distintas e com diferentes intensidades.

5.3. Avaliacao do conteudo de fendlicos totais

A partir dos dados gerados, foi construida uma curva empregando o

método de regressao linear (Figura 6), como também foram avaliados os demais
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parametros de linearidade (Tabela 9). Na analise de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados, a equac¢do da reta foi determinada, sendo y = 0,0067x + 0,0277
com coeficiente de determinacdo R? = 0,9892 (Figura 6). A partir da equacéo da reta
foi realizada a substituicdo dos valores de absorbancias das amostras, e calculou-se
a quantidade de compostos fendlicos totais (Tabela 8).

Considerando as diferentes solventes de extracédo (Figura 7), método 1 de
extracdo, o maior teor observado nesse doseamento foi o da fracdo de acetato de etila
com 289,75+7,12 g de acido cafeico equivalente (ACE)/mg de extrato seco e o menor
teor avaliado foi do extrato de diclorometano com 5,07+0,83 ug de ACE/mg de extrato
seco. Todas as amostras foram estatisticamente diferentes entre si (Figura 9).

Considerando as amostras em estudo, segundo as diferentes condicdes na
coleta das amostras (Figura 8), método 2 de extracdo, 0 maior teor observado nesse
doseamento foi o do extrato MG (193,63+11,68 pg de ACE/mg de extrato seco), néo
diferindo estatisticamente da amostra SP (136,15+5,47 ACE/mg de extrato seco). O
menor teor avaliado foi do extrato PR2 (101,27+2,36 ug de ACE/mg de extrato seco)
gue nado apresentou diferenca significativa em relacdo a amostra ES (110,82+3,36 ug
de ACE/mg de extrato seco). Comparando as amostras coletadas no Parand em
condicoes diferentes (PR1 e PR2) foi observado que o conteudo de componentes

fendlicos foi influenciado de forma estatisticamente significativa (Figura 10).

Figura 6: Regresséo linear do padréo de acido cafeico segundo método de Folin-Ciocalteu

Regressao linear do acido cafeico

0,8
© o | e [ J
e I R N 8
2 04 8
2 R
202 o
Y y =0,0067x +0,0277
0 R?=0,9892
0 20 40 60 80 100 120

Concentracgdo (mg/L)

Tabela 8: Contetido de compostos fendlicos totais nos extratos de folhas de café arabica, obtidos
através do método de Folin-Ciocalteu.

Conteudo de fendlicos (ug de

Identificacdo da Amostra ACE*/mg de extrato seco)

Método 1 de extragcéo
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AC 289,75+7,12 °
AG 116,023,522
DCM 5,07+0,83°¢
ET 94,05+4,04 ¢
Método 2 de extracédo

SP 136,15+5,47 &
MG 193,63+11,68 2
PR1 137,87+4,68 P
PR2 101,27+2,36 ©
ES 110,82+3,36 ©

* ACE: Acido cafeico equivalente. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si. Avaliacéo pelo
método Tukey com 95% confianga. Avaliacdo da diferenca estatistica do método 1 e método 2 foram
feitas de forma independente. fracdo de acetato de etila (AC), fracdo de 4gua destilada (AG), extrato
de diclorometano (DCM), fracdo de etanol 70% (ET), extrato Sdo Paulo (SP), extrato Minas Gerais
(MG), extrato Parana coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parana coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito
Santo (ES).

Tabela 9: ParAmetros avaliados segundo a linearidade do método de Folin-Ciocalteu.
Teste Concluséao

N&o se rejeita a significancia do

Teste F da ANOVA .
modelo linear

Teste do Intercepto Intercepto significativo
Coeficiente de Correlacao de R =0.9946 que € maior que 0
Pearson proposto (0,99)

N&o se rejeita a hipotese de
normalidade dos residuos
N&o se rejeita a homocedasticidade

Teste de Normalidade dos Residuos

Teste de Homocedasticidade

da variancia
Valores extremos na resposta N&o foi detectado pontos extremos
Teste de independéncia das N&o foi detectado dependéncia das
observacoes observacbes

Figura 7: Conteldo de fendis totais segundo o método de Folin-Ciocalteu (Método 1 de extracéo).
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Fenolicos Totais: Método 1
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* ACE: Acido cafeico equivalente. Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.
Avaliacao pelo método Tukey com 95% confian¢a. Da esquerda para direita: fracdo de acetato de etila
(AC), fragcdo de agua destilada (AG), extrato de diclorometano (DCM), fracao de etanol 70% (ET),

Figura 8: Conteldo de fendis totais segundo o método de Folin-Ciocalteu (Método 2 de extragdo).
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* ACE: Acido cafeico equivalente. Médias com letras iguais n&o diferem estatisticamente entre si.
Avaliacao pelo método Tukey com 95% confianga. Da esquerda para direita: extrato Sdo Paulo (SP),
extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parana coleta dia 06/04
(PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Figura 9: Teste de Tukey assumindo intervalo de 95% de confianga para o ensaio fendlicos totais
segundo método 1 de extragao
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Intervalo de confianga 95% (Tukey)

DCM-ETH  —
AG - ETH i

AG - DCMA -
AC - ETH —

AC - DCMH —
AC - AGH : ——

T ] T T 1 1
-200-100 O 100 200 300 400

Diferenca entre os grupos

Intervalos que contém o zero possuem grupos com diferenca estatistica ndo significativa. Amostras:
fracdo de acetato de etila (AC), fracdo de 4gua destilada (AG), extrato de diclorometano (DCM), fracdo
de etanol 70% (ET),

Figura 10: Teste de Tukey assumindo intervalo de 95% de confianca para o ensaio fendlicos totais
segundo método 2 de extracao

Intervalo de confianca 95% (Tukey)

PR2 - ESH H

PR1 - ES- —
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SP - ES- e

SP - PR2- H—

SP - PR14 —

SP-MGH ——=

I I I 1
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Diferenca entre 0s grupos
Intervalos que contém o zero possuem grupos com diferenca estatistica ndo significativa. Amostras:

extrato Sao Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana coleta dia 23/03 (PR1), extrato
Parana coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

5.4. Doseamento de cafeina
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No doseamento de cafeina, os tempos de reten¢éo obtidos nas inje¢cdes do
padrdo de cafeina deram-se entre 7,535 e 7,542 minutos, e os valores obtidos nas

injecdes das amostras (Tabela 11) entre 7,556 e 7,562.

Tabela 10: Tempo de retencao do pico de interesse nas amostras avaliadas pelo método de
cromatografia liguida de alta eficiéncia.

Sigla da Amostra Tempo de retencao
AC 7,556
AG 7,562
DCM 7,557
ES 7,559
ET 7,556
MG 7,558
PR1 7,556
SP 7,558
PR2 7,560

Amostras: fracdo de acetato de etila (AC), fracdo de agua destilada (AG), extrato de diclorometano
(DCM), fracéo de etanol 70% (ET), extrato Sao Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana
coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parana coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

ApoOs a analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados, a
equacao da reta foi obtida, sendo y = 40730,5x - 1011,28 com coeficiente de
determinacdo R? = 0,9994 (Figura 11). Ap6s a obtencdo dos cromatogramas das
amostras (Figura 14), os teores de cafeina foram quantificados a partir da curva de

calibracédo do padréao.

Figura 11: Curva de calibragéo do padréo de cafeina segundo método de doseamento por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2500000
2000000
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40
v
"< 1000000
500000 y = 40730,5x - 1011,28
R2 = 0,9994
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentracgdo (pug/mL)
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Os resultados (Tabela 11) foram dispostos na forma de gréafico segundo
método 1 (Figura 12) e método 2 (Figura 13) de extracdo. Considerando os diferentes
tipos de solventes utilizados nesse estudo (método 1 de extracao), foi verificado que
a fracdo acetato de etila extraiu a cafeina em maior quantidade (11,77%). A menor
quantidade de cafeina foi extraida pelo solvente 4gua, em temperatura ambiente
(0,19%) (Tabela 11; Figura 12).

Considerando os diferentes locais e condi¢cdes de coleta (método 2 de
extracdo) foi verificado que o extrato ES nessas condicfes do estudo apresentou
maior teor de cafeina (3,93%) e o menor teor de cafeina foi observado no extrato PR1
(2,52%). As diferentes condigdes de coleta de amostras do mesmo local influenciaram
no conteudo de cafeina obtida, pela comparacdo do conteido nas amostras PR1
(2,52%) e em PR2 (3,30%) (Tabela 11; Figura 13).

Nao foi possivel avaliar a diferencga estatistica entre as amostras devido ao

namero de replicatas realizadas.

Tabela 11: Conteudo de cafeina nos extratos de folha de café ardbica, doseamento segundo método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Concentracao de cafeina Porcentagem de cafeina

Sigla da Amostra

(ng/mL) m/m %
Método 1 de extracao
AC 235,48 11,77
AG 3,76 0,19
DCM 18,49 0,92
ET 55,67 2,78
Método 2 de extracao
SP 58,34 2,92
MG 58,77 2,94
PR1 50,48 2,52
PR2 65,98 3,30
ES 78,57 3,93

Amostras: fracdo de acetato de etila (AC), fracdo de agua destilada (AG), extrato de diclorometano
(DCM), fracdo de etanol 70% (ET), extrato S&o Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana
coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parand coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Figura 12: Conteudo de cafeina segundo o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Método 1 de extragédo).
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Doseamento de Cafeina: Método 1
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Amostras: fracdo de acetato de etila (AC), fragdo de agua destilada (AG), extrato de diclorometano
(DCM) e fracéo de etanol 70% (ET).

Figura 13: Conteudo de cafeina segundo o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Método 2 de extragéo).

Doseamento de Cafeina: Método 2
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Amostras: extrato Sdo Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parané coleta dia 23/03 (PR1),

extrato Parand coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Figura 14: Cromatogramas dos extratos de folhas de café arabica pelo método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia.
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Continuacéo da fig.14
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5.5. Atividade de inibi¢ao do radical DPPH

Os valores de ICso (Tabelas 12 e 13) foram determinados e foi obtido um

valor de 1C50=64,18+1,86 pg/mL para o padrao Trolox®.

Tabela 12: Porcentagem média de inibicdo do radical DPPH pelas amostras de extratos de café arabica
e respectivo ICso, segundo método 1 de extragdo.

Concentra- Porcentagem Média (%) + Desvio Padrao
céo
AC AG DCM ET
(Hg/mL)

31,25 15,90+1,48 2,88+3,39 7,99+0,94 11,81+1,77
62,5 28,35+7,69 5,60+2,51 6,31+5,35 20,47+0,65
125 57,11+2,02  10,67+3,63 3,69+7,75 36,38+3,97
250 81,41+1,21  30,91+3,07 2,74+1,10 57,4614,20
500 83,59+1,89  55,34+5,74 7,32+2,84 80,89+1,56
1000 88,82+1,09  81,86+0,79 7,41+7,90 81,37+0,66
ICao * 108,62416,9 418,23120,5 N 205.96+23,2

#apresentado em pg/mL + Desvio Padréo; * Nao foi possivel calcular a ICso.. ICsoinhibition concentration
50 — concentracdo necessaria para inibir 50% do radical DPPH. Amostras: fracdo de acetato de etila
(AC), fracdo de &gua destilada (AG), extrato de diclorometano (DCM) e fracdo de etanol 70% (ET).

Tabela 13: Porcentagem média de inibig&o do radical DPPH pelas amostras de extratos de café arabica

e respectivo ICso, segundo método 2 de extragdo.

Concen Porcentagem Média (%) + Desvio Padréo
toml)  SP MG PR1 PR2 ES
31,25  12,33+1,68 11,59+1,31  15,16+1,31 8,49+2,21 10,29+4,76
62,5 19,85+2,47  17,37+1,87  22,66+1,87 11,63+4,07 12,35+4,74
125 35,29+2,30  32,49+1,80  45,68+1,80 20,89+4,16 18,97+7,70
250 67,37+1,69  63,10+1,06  78,49+1,06 38,28+3,29 27,18+1,36
500 81,77+2,13  79,80+0,30  80,29+0,30 67,60+4,23 51,53%2,20
1000  79,80+0,36  80,39+0,87  80,67+0,87 83,09+0,25 79,33+0,35
ICso*  182,22+7,94 196,35:8,65 141,32+6,43  350,60+30,70 486,31+21,06

# apresentado em pg/mL + Desvio Padréo. ICso inhibition concentration 50 — concentracéo necesséria
para inibir 50% do radical DPPH. Amostras: extrato Sao Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato
Parana coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parand coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Em relacdo ao método 1 de extracdo (Tabela 12; Figura 14), os extratos
AC (ICso =108,64+6,92 pg/mL) e ET (ICso= 205,96+23,2 pg/mL) apresentaram as
menores concentracdes necessarias para inibicdo de 50% do radical DPPH, ou seja,
maior atividade antirradicalar, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre as
duas amostras. A fracdo AG (ICso= 418,28+20,50 pg/mL) apresentou a menor

atividade antirradicalar calculada. Nao foi possivel obter ICso para o extrato DCM, pois
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0 extrato ndo apresentou atividade antirradicalar significativa nas concentracbes

analisadas (maximo 1000pg/mL).

Figura 15: Grafico de atividade antirradicalar segundo método DPPH para extratos obtidos pelo
método 1 de extragao
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Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si. ICso inhibition concentration 50 —
concentracdo necessaria para inibir 50% do radical DPPH. Amostras: fragdo de acetato de etila (AC),
fracdo de 4gua destilada (AG), extrato de diclorometano (DCM) e fracdo de etanol 70% (ET).

Em relacdo ao método 2 de extracdo (Tabela 13; Figura 15), os extratos
PR1 (ICs0=141,3246,43 pug/mL), SP (ICs0=182,22+7,94 pug/mL) e MG
(1C50=196,35%£8,65 pg/mL) apresentaram maior atividade antirradicalar, e quando
analisados pelo teste de Tukey ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.
Nenhum dos extratos apresentou atividade inibitéria semelhante estatisticamente ao
controle Trolox®. As amostras PR1 (ICs0=141,3246,43 pg/mL) e PR2
(1C50=350,60+30,70 pug/mL) apresentaram diferenca estatistica significativa.

Figura 16: Gréfico de atividade antirradicalar segundo método DPPH para extratos obtidos pelo
método 2 de extragao
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Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si. ICso inhibition concentration 50 —
concentracao necessaria para inibir 50% do radical DPPH. Amostras: extrato Sao Paulo (SP), extrato
Minas Gerais (MG), extrato Parana coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parana coleta dia 06/04 (PR2) e
extrato Espirito Santo (ES).

5.6. Avaliacao sobre a proliferacao celular in vitro

Os resultados obtidos foram dispostos no grafico (Figura 17), nele os
valores entre 100% e 0 significam que houve proliferacao celular (efeito proliferativo),
sendo que 50% de crescimento é o parametro Glso. O valor O representa que a
guantidade de células € a mesma no momento de adicdo das amostras (efeito
citostatico). E os valores negativos representam morte celular (efeito citocida)
(MONKS et al., 1991).

Nenhum dos extratos apresentou atividade antiproliferativa comparavel ao
controle doxorrubicina (Tabela 14). Segundo o método 1 de extracao, o extrato DCM,
apresentou efeito citostéatico frente a linhagem tumoral humana U251 (Glso estimada
de 15 pg/mL) e citostatico frente a linhagem nao-tumoral humana HaCat (Glso =26,9 +
19,5 pug/mL).

Segundo o0 método 2 de extragéo, os extratos MG (Glso = 24,4 + 3,5 pg/mL),
PR1 (Glso =26,6 + 14,5 pg/mL) e SP (Gls0 =22,9 + 10,8 pg/mL) apresentaram efeito
citostatico seletivo sobre a linhagem tumoral humana U251. Os demais extratos
apresentaram pouco ou nenhum efeito sobre as linhagens celulares, incluindo a

linhagem nédo tumoral humana HaCat, indicando uma possivel seguran¢a do uso.
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Tabela 14: Resultados de Glso ap6s 48 h de exposicao de linhagens celulares a extratos de café
arabica, segundo método de atividade antiproliferativa in vitro.

NCI-
U251 786-0 H460 HT29 HaCaT B16F10

0,26+ 0,019+ 0,018+

Doxorrubicina 0,015  <0,015 <0,015 0,03 0,041 0,03

Método 1 de extracédo

AC >150 >150 >150 >150 >150 >150
55,7
AG 49 7 >150 >150 >150 >150 >150
91,2 + 26,9 + 43,3 +
* 1] ] ]
DCM 15 >150 >150 9.4 195 56
Et >150 >150 >150 >150 >150 >150
Método 2 de extracao
22,9 + . 54,9 +
SP 108 >150 >150 150 >150 26.3
ES 150  >150  >150  >150 150 1182'g *
24 4 + 148,42 +
MG 35 >150 >150 150 150 0.01
26,6 + 48,7 + 66,7+ 1294+ 147,22 +
PRI 145 369 0 g 26.9 0,07
PR2 >150 >150 >150 >150 >150 >150

Linhagens tumorais humanas: U251 (glioblastoma); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas
células), HT-29 (Cdlon; adenocarcinoma). Linhagem tumoral murina: B16F10 (melanoma). Linhagem
ndo-tumoral humana: HaCat (queratinécito). Glso: Growth Inhibition 50 — concentragdo necesséria para
inibir em 50% a proliferacéo celular (resultados com o erro padréo do calculo da regressédo sigmoidal).
* Glso estimada (n&o foi possivel calcular a concentragdo efetiva a partir dos dados experimentais).
Amostras: fracdo de acetato de etila (AC), fracdo de agua destilada (AG), extrato de diclorometano
(DCM), fracéo de etanol 70% (ET), extrato Sao Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana
coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parand coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Figura 17: Atividade antiproliferativa in vitro de extratos de folha de café arabica em painel de
linhagens celulares, tumorais e nao-tumoral, apds 48 horas de tratamento.
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Linhagens tumorais humanas: cor roxa: U251 (glioblastoma), cor preta: 786-0 (rim), cor vermelha: NCI-
H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células), cor azul escuro: HT-29 (Célon; adenocarcinoma). Linhagem
tumoral murina - cor azul claro: B16F10 (melanoma). Linhagem n&o-tumoral humana - cor laranja:
HaCat (queratinécito). Glso: Growth Inhibition 50 — concentragdo necessaria para inibir em 50% a
proliferacdo celular. Amostras: primeira coluna de cima para baixo: Doxurrubicina, fracdo de agua
destilada (AG), fracao de etanol 70% (ET), extrato Minas Gerais (MG) e extrato Parana coleta dia 06/04
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(PR2). Coluna da direita de cima para baixo: fracdo de acetato de etila (AC), extrato de diclorometano
(DCM), extrato Sao Paulo (SP), extrato Parana coleta dia 23/03 (PR1) e extrato Espirito Santo (ES).

5.7. Avaliagdo sobre a migracgao celular in vitro

As microfotografias (Figura 18) foram analisadas e as porcentagens meédias
de migracdo celular relativa foram calculadas (Tabela 15). Os resultados foram
dispostos em gréficos (Figuras 19 e 21), e foi realizada a analise de Tukey para
verificagdo da diferenca estatistica entre as amostras (Figuras 20 e 22). Em relagéo
ao teste realizado com a linhagem HaCat, nenhuma das amostras apresentou
migracao celular superior ao controle positivo (SBF 5% diluido em meio RPMI). Devido
a variabilidade dos resultados entre as replicatas de analise, nao foi possivel verificar
diferenca estatistica significativa entre as amostras. Apesar da variabilidade, podemos
observar pela comparacdo das microfotografias que nessas condicdes o extrato de

folhas de café ndo estimula a migracao celular na linhagem celular HaCat.

Figura 18: Avaliagdo da influéncia de extratos de café arabica sobre a migracdo celular de
gueratinécitos imortalizados (HaCat), fotografias nos tempos 0,12 e 24 horas, respectivamente, apos a
exposi¢ao.

Controle Positivo




Continuacao da fig. 18.

Amostra AC
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Continuacao da fig. 18.

Amostra SP
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Continuacao da fig. 18.

13, Ao

: fracao de acetato de efila (AC), fracéo d‘e. agua destilada (AG), extrato dé“diclororﬁ'etano
(DCM), fracé@o de etanol 70% (ET), extrato Sao Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana
coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parana coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Amostra

Tabela 15: Valores médios de porcentagem de migracao celular relativa (MCR) apds 24h de exposicao
de queratinécitos imortalizados (HaCat) a extratos de café ardbica, segundo o ensaio de scratch assay.

Identificacdo da Valores médios da porcentagem de migracao
Amostra celular relativa (%)

Segundo Método 1 de extracao

AC 19,62+10,23

AG 25,09+2,89

DCM 11,59+46,70

ET 29,93+21,79
Segundo Método 2 de extracéo

SP 8,24+12,10

MG 40,18+8,53

PR1 17,63+1,52

PR2 19,40+£19,54

ES 21,82+20,00

Amostras: fracdo de acetato de etila (AC), fragdo de agua destilada (AG), extrato de diclorometano
(DCM), fracdo de etanol 70% (ET), extrato S&o Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana
coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parand coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Figura 19: Valores médios de porcentagem de migracéo celular relativa (MCR) ap6s 24h de exposi¢ao
de queratindcitos imortalizados (HaCat) a extratos de café ardbica, segundo o ensaio de scratch assay,
método 1 de extracao.
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Migracéao celular relativa (24h): Método 1
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Médias com letras iguais néo diferem estatisticamente entre si. Avaliacao pelo método Tukey com 95%

confianca. Amostras: fracdo de acetato de etila (AC), fragdo de agua destilada (AG), extrato de
diclorometano (DCM) e fracdo de etanol 70% (ET).

Figura 20: Teste de Tukey assumindo intervalo de 95% de confian¢a para o ensaio Scratch assay

segundo método 1 de extragao.

Intervalo de confianca 95% (Tukey)

DCM - ET-
AG - ETH
AG - DCMH
AC - ETH
AC - DCMA

AC - AGH

—

-150-100 -50 O 50 100 150
diferenca entre os grupos

Intervalos que contém o zero possuem grupos com diferenca estatistica nao significativa. Amostras:
fracdo de acetato de etila (AC), fracdo de dgua destilada (AG), extrato de diclorometano (DCM) e fragdo

de etanol 70% (ET).

Figura 21: Valores médios de porcentagem de migracéo celular relativa (MCR) ap6s 24h de exposicao
de queratindcitos imortalizados (HaCat) a extratos de café ardbica, segundo o ensaio de scratch assay,

método 2 de extracao.
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Migracéao celular relativa (24h): Método 2
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Médias com letras iguais néo diferem estatisticamente entre si. Avaliacao pelo método Tukey com 95%

confianca. Amostras: extrato S&o Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana coleta dia
23/03 (PR1), extrato Parana coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Figura 22: Teste de Tukey assumindo intervalo de 95% de confianga para o ensaio scratch assay
segundo método 2 de extragao.

Intervalo de confianca 95% (Tukey)

PR2 - ES— ——
PR1-ESH{ ——&——
PR1 - PR2 —————
MG - ESH —
MG - PR2- —e
MG - PR1 e
SP - ESH .
SP - PR24 .
SP - PR14 ——
SP-MG-{ ——e———
1 1 | 1

-200 -100 O 100 200
diferenca entre os grupos

Intervalos que contém o zero possuem grupos com diferenca estatistica ndo significativa. Amostras:
extrato Sao Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana coleta dia 23/03 (PR1), extrato
Parana coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

A mesma dificuldade sobre a divergéncia entre os resultados das replicatas
amostrais foi enfrentada durante o teste com a linhagem celular HGF-1. Além disso,
durante a realizacéo da ferida, devido a falta de experiéncia na execucao do teste, a
ponteira de 200uL nao foi trocada entre as execucdes, resultando em feridas com

tamanhos bastante divergentes. A Ultima fotografia obtida pelo software ocorreu no
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tempo de 17 horas devido a um erro durante a programagéo do seu funcionamento.
Nem todas as replicatas realizadas puderam ser analisadas pelo ImageJ® nao sendo
possivel o calculo dos indices de migracéo celular relativa para as amostras. Abaixo
seguem imagens fotografadas pelo software durante o tempo de execucéo do teste
(Figura 23).

Figura 23: Avaliagdo da influéncia de extratos de café ardbica sobre a migracao celular de fibroblastos
gengivais (HGF), fotografias nos tempos 0 e 17 horas, respectivamente, apds a exposi¢ao.

Controle Positivo




Continuacéo da fig.23.

Amostra AC
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Continuacéo da fig.23.

Amostra MG

Amostra SP
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Continuacéo da fig.23.

Amostra PR2

Amostras: fracdo de acetato de etila (AC), fragdo de agua destilada (AG), extrato de diclorometano
(DCM), fracdo de etanol 70% (ET), extrato S&o Paulo (SP), extrato Minas Gerais (MG), extrato Parana
coleta dia 23/03 (PR1), extrato Parand coleta dia 06/04 (PR2) e extrato Espirito Santo (ES).

Apesar da migracdo celular relativa ndo ter sido calculada, é possivel
observar, através da comparacao das microfotografias, que no controle positivo houve
a migracao das células em dire¢do ao centro da placa, o que nao foi observado no
controle negativo e nas amostras de extratos de café, indicando que nessas condi¢gdes

o extrato de café ndo estimula a migracéo celular da linhagem celular HGF.

6. Discussao

A motivacéo desse trabalho foi o aproveitamento dos residuos foliares da
producdo do café, através da producdo de dados que resultem no langcamento de
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novos produtos no mercado a partir de insumo nacional oriundo de fontes
ecologicamente sustentaveis.

A estratégia adotada para este trabalho foi avaliar a variabilidade do perfil
quimico de amostras coletadas de quatro regides distintas, explorar a atividade
antioxidante, a proliferacdo em linhagens celulares e de migracao celular dos extratos
das folhas de Coffea arabica L. para compreender as suas potencialidades de
aproveitamento na industria farmacéutica, cosmética e de alimentos.

Os extratos de folhas de café arabica demonstraram atividade antioxidante
e citostética seletiva, com variabilidades no perfil quimico e farmacoldgico a depender
da regido e condicdes de extragéo e cultivo.

Para avaliacdo do perfil do extrato de folhas de café arabica, foram
utilizados dois métodos de extracdo com objetivos diferentes. O método 1 de extracao
€ um método de triagem, onde solventes com polaridades distintas foram empregados
a fim de se obter uma separacéo de classes de compostos quimicos, de acordo com
a afinidade pelo solvente. Esse método pode ser empregado para conhecimento das
diferentes atividades biologicas apresentadas pela planta, conforme a polaridade dos
compostos quimicos, e para auxiliar na escolha do solvente mais adequado na
extracdo da planta de interesse.

O solvente acetato de etila possibilitou extracdo de maiores quantidades de
compostos fendlicos (Folin-Ciocalteu e CCD) e de cafeina. Os resultados eram
esperados, j4 que os compostos fendlicos sdo encontrados na natureza sob a forma
de ésteres ou de heterosideos, sendo sollveis em solventes organicos polares e agua
(SIMOES et al., 2007). As metilxantinas, por sua vez, séo sollveis em 4gua e solucdes
aquosas acidas, etanol, solventes organicos clorados e solucdes alcalinas (SIMOES
et al., 2007). Durante a etapa de particdo liquido-liquido, o solvente acetato de etila
extraiu a cafeina em maior quantidade devido as caracteristicas moleculares e sua
maior afinidade, resultando assim pouca quantidade no solvente agua.

Os extratos obtidos através do uso dos solventes acetato de etila e etanol
70% apresentaram maiores atividades antirradicalar, bem como maiores quantidades
de compostos fendlicos. Os compostos fendlicos do café sao responsaveis por
diversas atividades (DAI; MUMPER, 2010), e as fragdes com maior polaridade tém
demonstrado uma boa capacidade de extracdo de compostos com atividade
antioxidante (SEGHETO et al.,, 2018), corroborando os resultados obtidos. Por
apresentar atividade antioxidante, a folha do café pode ser melhor explorada na
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cadeia industrial, com aplicacdo em alimentos com alegacbes funcionais, como
adjuvante de formulacao, na fabricacdo de cosmeéticos, em medicamentos que atuam
em desordens de origem oxidativa, entre outros (ANGELO; JORGE, 2007,
BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Em relacdo a atividade antiproliferativa em células tumorais, resultados de
Glso inferiores de 30 ug/mL no teste de triagem in vitro de amostras (FOUCHE et al.,
2008) sao considerados promissores para subsequente avaliacdo. O extrato obtido
através do uso do diclorometano apresentou atividade citostatica frente a linhagem
HaCat e U-251, devido a caracteristica menos polar do solvente, possibilitando a
extracdo de compostos com maior afinidade pela membrana celular. Os compostos
fendlicos néo estéo correlacionados a essa atividade observada, de acordo com o0s
resultados de fenolicos totais e CCD.

Como limitagBes desse método de extracdo, podemos citar o emprego do
solvente diclorometano e acetato de etila que por suas caracteristicas fisico-quimicas,
apresentam toxicidade e impacto ambiental significativo (CAPELLO; FISCHER,;
HUNGERBUHLER, 2007). Entretanto, para emprego em triagem das classes de
compostos presentes na espécie 0 uso desses solventes é valido.

As coletas em diferentes condi¢cdes e localidades nos permitiram avaliar a
diversidade de compostos quimicos e atividades biolégicas de uma mesma espécie.
O método 2 (turbdlise) € um método no qual ocorre a trituracédo da droga vegetal aliado
a homogeneizacéo continua junto ao solvente utilizado. E um método rapido, com
bons rendimentos e como limitacdo cita-se a geracdo de calor e necessidade de
acompanhamento por parte do pesquisador, para ndo ocasionar aumento excessivo
na temperatura (SIMOES et al., 2007). O método foi empregado com o objetivo de
comparar as diferentes condi¢cbes de coleta, e verificar a influéncia da coleta nas
atividades biologicas. Na area de produtos naturais os solventes etanol e agua vém
sendo bastante utilizados, devido a sua ampla faixa de extragdo, bem como sua baixa
toxicidade e biocompatibidade, uma caracteristica importante considerando uma
formulacdo farmacéutica (AULTON, 2016; CAPELLO; FISCHER; HUNGERBUHLER,
2007).

As amostras que originaram os extratos MG, SP, PR1 e ES foram coletadas
durante a fase de enchimento do endosperma, enquanto a de PR2 foi coletada durante
a colheita do fruto. As diferencas entre as cores e bandas apresentadas pelo

monitoramento utilizando CCD nos indica a presenca de compostos quimicos
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diferentes, dependendo da localidade e do estagio de amadurecimento do fruto em
que a folha foi coletada. As condi¢cBes geograficas e climaticas das regides de coleta
das folhas que originaram os extratos PR1, SP e MG, parecem ser favoraveis para
obtencdo de compostos fendlicos. As regides com menor incidéncia de radiacédo e
temperatura nos meses anteriores apresentaram maior composicao fendlica, estudos
na literatura corroboram esses dados (SALGADO, et al. 2008). Esses extratos
também apresentaram maior atividade antioxidante e citostatica frente a linhagem de
glioblastoma (U-251). As condi¢des que originaram os extratos ES e PR2 propiciaram
maiores conteudos de cafeina.

As plantas produzem metabolitos primarios e secundarios. Os metabdlitos
secundarios tém a funcdo de adaptacédo da espécie a0 meio em que vivem e podem
ser divididos nos grandes grupos: terpenos e esteroides, acidos graxos e
acetogeninas, taninos, compostos nitrogenados (alcaloides) e compostos fendlicos
(VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010). Compostos nitrogenados como a cafeina,
estdo envolvidos nos mecanismos de defesa dos tecidos jovens e imaturos, contra
patdogenos e herbivoros (FUJIMORI; ASHIHARA, 1994). Os compostos fendlicos
estdo envolvidos em atividades antibacterianas, antifungicas, defesa contra animais
herbivoros pela diminuicdo da digestibilidade da planta, protecdo contra raios
ultravioletas, e outras (TREUTTER, 2006). A producdo de determinado metabdlito
secundario, pode ser favorecida pelas caracteristicas sazonais (MARIN-GARZA et al.,
2018), praticas agrondmicas e fatores intrinsecos da planta (CIARAMELLI; PALMIOLI;
AIROLDI, 2019; SOUARD et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios tém sido estudados amplamente pela
comunidade cientifica, por causa de sua extensiva possibilidade de uso (ANGELO;
JORGE, 2007; DE ARAUJO et al., 2021; MANACH et al., 2004). Os compostos
fendlicos possuem estruturas bem variadas, abrangendo estruturas quimicas simples
e complexas. Por definicdo, possuem ao menos um anel aromético e um hidrogénio
do anel substituido por um grupo OH. Devido a estrutura quimica, sdo compostos
altamente reativos, podendo formar pontes de hidrogénio facilitando a ligacdo com
proteinas, e complexacdo com metais formando quelatos metalicos (SIMOES et al.,
2007).

Nas folhas do café arabica ja foram identificados diversos compostos
fendlicos (Figura 26), relacionados a atividades biolégicas diversas. Dos compostos

fendlicos, podemos citar flavonoides como a rutina e quercetina; os acidos fendlicos
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como o acido cafeico e acido galico e os acidos clorogénicos, como o 5-CQA
(AFFONSO et al., 2016; DUANGJAI et al., 2016; PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016;
ZUHAIR MOHD ZAIN, 2018) e xantonoides, como a mangiferina e isomangiferina
(IMRAN et al., 2017; PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016; TREVISAN et al., 2016).

A mangiferina exerce efeitos citoprotetores, atuando na prevencao de
doencas degenerativas como aterosclerose, cancer, diabetes e obesidade (IMRAN et
al., 2017). Também demonstrou ser um agente potencial para cicatrizacdo em ratos
diabéticos, atividade antialérgica e antigenotoxica (IMRAN et al., 2017; TAKEDA et al.,
2016; TREVISAN et al.,, 2016). Esse composto tem ganhado destague devido a
presenca de maiores quantidades nas folhas, em comparacdo ao grdo de café
(TREVISAN et al., 2016).

Diversos fatores podem influenciar a quantidade de compostos fendlicos
na planta do café, como a intensidade da luz incidida sobre ela, regido de crescimento,
variedades dentro da espécie, idade das folhas, predadores existentes, entre outros
(ALVES et al., 2021; BATISTA et al., 2021; CAMPA et al., 2017; SALGADO et al.,
2008). Durante o ano, a quantidade de compostos fendlicos é alterada, as folhas
colhidas em novembro demonstraram apresentar menos metabdlitos que as demais
coletas do ano de 2016 (SOUARD et al., 2018). O conteudo fendlico total em folhas
jovens, independente de producédo de fruto ou ndo na planta, € maior comparado as
folhas maduras. Folhas jovens necessitam de compostos fendlicos para sua defesa,
ja que o tecido é do tipo ndo lignificado (SALGADO et al., 2008). No momento da
colheita, folhas jovens e maduras s&o arrancadas. Por esse estudo visar o
aproveitamento de residuos, a coleta das folhas foi orientada para ocorrer de forma
aleatéria, sem preferéncia de maturagcéo, como ocorre durante a colheita do fruto.

Nossos resultados sugerem que as folhas de plantas que possuem frutos
em fase de enchimento do endosperma possuem maiores quantidades de compostos
fendlicos totais quando comparado a plantas que possuem o fruto maduro. Um outro
estudo avaliou a quantidade de compostos fendlicos das folhas durante o
amadurecimento do gréo, entretanto os autores obtiveram maiores contetudos de
fendlicos em frutos maduros. Também verificaram, que independente do grau de
maturacgéo do fruto, folhas jovens possuem maiores conteudos quando comparadas a
folhas maduras (SALGADO et al., 2008).

A altitude é outro fator que influencia na composigéo quimica das plantas.

A quantidade de compostos fendlicos, como a mangiferina, demonstra correlagéo
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positiva com a altitude de cultivo (CAMPA et al.,, 2012). As fazendas estavam
submetidas a faixas de atitudes distintas, que aparentemente ndo demonstraram
influenciar de forma determinante na quantidade dos compostos fendlicos totais. E
importante salientar também que cada variedade dentro da espécie Coffea arabica
apresenta alteracdes especificas no doseamento de compostos fendlicos totais, frente
as condi¢cbes do ambiente em que se encontram (BATISTA et al., 2021).

Figura 24: Estrutura de alguns compostos fendlicos presentes no café arabica.
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Para determinacéo da atividade antioxidante, temos os métodos diretos e
indiretos. Os métodos diretos sdo baseados em cinética quimica, através da reacéo
entre o oxidante e uma sonda oxidavel. Como vantagens, é possivel citar a
possibilidade de uso de membranas biologicas (biorrelevantes) e maior
especificidade, porém esse método exige experiéncia em cinética quimica por parte
do analista sendo uma reacéo tempo dependente. Os métodos indiretos sdo métodos
simples e de facil execucdo tendo mecanismo de ac¢do baseado na 6xido-reducéo,
através da reacdo entre sonda oxidante e os elétrons do antioxidante. Como
limitacdes, € possivel citar a ndo especificidade, além disso ndo séo biorrelevantes.
Nesse estudo, foram empregados métodos indiretos de determinacg&o. E importante
salientar que nao existe nenhum método simples, universal que mensure
quantitativamente e com robustez, para uma avaliacdo satisfatoria do poder
antioxidante de amostras, é necessario levar em consideracdo onde esta amostra sera
empregada e submeté-la a diferentes avaliacdes, com diferentes mecanismos de

acao. Devido a paralisacdo decorrente da pandemia da COVID-19, nao foi possivel
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incluir testes diretos para complementacdo do perfil antioxidante das amostras
avaliadas, como estava previsto no projeto inicial.

A cafeina, outro composto de interesse, pertence ao grupo das
metilxantinas, e sdo compostos sintetizados a partir de bases puricas possuindo
carater anfotero, ou seja, podem se comportar como acidos ou bases. (SIMOES et al.,
2007). A biossintese da cafeina ocorre principalmente nos tecidos jovens, como
botdes florais, folhas jovens e endosperma. Conforme os frutos crescem a expressao
de genes envolvidos na sintese aumenta nesses tecidos ndo sendo verificado
migracao da cafeina do pericarpo para as sementes (ASHIHARA; KATO; CROZIER,
2011; FUJIMORI; ASHIHARA, 1994). A rota de degradacéo da cafeina em teofilina é
uma reacédo lenta no Coffea arabica, por isso o acumulo de cafeina nos tecidos da
planta. Além disso, os tecidos totalmente amadurecidos, deixam de expressar tais
genes abundantes nas primeiras fases de desenvolvimento. Por isso, folhas jovens
possuem maior teor de cafeina em comparacéo a folhas maduras (ASHIHARA; KATO;
CROZIER, 2011; FUJIMORI; ASHIHARA, 1994).

A quantidade de cafeina aumenta durante a expansdo do endosperma,
permanecendo constante durante a etapa de maturacdo do fruto (DE CASTRO;
MARRACCINI, 2006). Entretanto, nesse estudo, a completa maturacdo do fruto
pareceu influenciar de forma positiva a concentracédo de cafeina nas folhas da planta,
fatores adicionais podem estar envolvidos. Maiores quantidades de cafeina séo
encontradas em plantas parcialmente protegidas da luz e com maior disponibilidade
de nitrogénio no solo (FUJIMORI; ASHIHARA, 1994; POMPELLI et al., 2013). Fatores
como, nutrientes do solo, chuva, estresse por pragas, altitude também influenciam no
conteudo de cafeina (ASHIHARA; KATO; CROZIER, 2011; CIARAMELLI; PALMIOLI,
AIROLDI, 2019; DADO; ASRESAHEGN; GOROYA, 2019; MARIN-GARZA et al.,
2018; OLECHNO et al., 2021).

No corpo humano a cafeina é metabolizada em teobromina, teofilina e
paraxantina (PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016) com efeitos diversos. A nivel celular, os
efeitos fisiolégicos das metilxantinas sé@o atribuidos principalmente a atuagdo na
modulacao do receptor de adenosina, inibicdo da fosfodiesterase, regulacdo do nivel
de célcio e modulacéo do receptor de acido gama-aminobutirico, também conhecido
como GABA (do inglés Gamma-Amino Butyric Acid) (FREDHOLM, 2011).

Ja foi demonstrada atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anticancer, no
combate a Alzheimer e Parkinson, entre outros. (BRAGUINI et al., 2018; CHEN, et al.,
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2014; CHIANG et al., 2014; CROTTY et al., 2020; HAN et al., 2009; MAUGERI et al.,
2018; ONTAWONG et al., 2019). Na pele, induziu apoptose de queratindcitos
danificados por luz ultravioleta e auxiliou na microcirculacdo, reduzindo inchacos
(CHOI et al., 2016; SIMOES et al., 2007). Cafeina e seus metabolitos teobromina e
xantina previnem a oxidacao lipidica através da inibicdo da producéo de radicais livres,
incluindo radical hidroxila, radical peroxila e oxigénio singleto (AZAM et al., 2003;
BRAGUINI et al., 2018; ONTAWONG et al., 2019).

Entretanto, seu consumo em excesso pode ocasionar distarbios
gastrointestinais, ansiedade, hipertensao, palpitacdes, insonia, tremor, dorméncia,
espasmos musculares, dor de cabeca, aborto, entre outros (ASHIHARA; CROZIER,
2001; PATAY et al.,, 2017). Devido ao mecanismo de acdo de antagonismo dos
receptores de adenosina, estudos demonstram atividade pré-convulsivante em casos
de epilepsia, sendo a disfuncdo de adenosina uma caracteristica patolégica da
epilepsia, contribuindo para a geracdo e disseminacédo das crises. O impacto das
metilxantinas cafeina e teofilina nas convulsGes e na excitotoxicidade depende do
momento, da dose, e da frequéncia de uso (FREDHOLM, 2011).

Estudos comparativos entre a porcentagem de cafeina (%) contida nas
folhas em relagéo ao grédo de café, apresentam diferentes conclusdes. No estudo de
Dado, Asresahegn e Goraya (2019) realizaram avaliacdo do teor do grao verde de
Coffea arabica e das folhas maduras retiradas do mesmo galho e obtiveram que o teor
do gréo foi superior a das folhas com 73,44+1,34% a 77,31+1,54% de diferenca. Outro
estudo, entre o grao verde e folhas de Coffea arabica, demonstrou que o teor do grao
foi superior ao da folha de 11,7 a 30,6%, exceto na variedade Laurina que o contetudo
foi 13,9% maior nas folhas comparado ao teor do grédo (OESTREICH-JANZEN, 2010).
Em geral, as folhas de café ardbica podem ser utilizadas como insumo na preparagcao
de bebidas com menor teor de cafeina, como refrigerantes, chas e sucos, devido a
presenca de menor quantidade de cafeina em relacdo ao gréo.

Os extratos com menor conteudo de cafeina apresentaram atividade
citostatica frente a linhagem de glioblastoma. Entretanto, varios estudos demonstram
que esse composto esta envolvido na atividade de inibicdo de migracéo celular em
linhagens celulares de glioma e efeito anti-carcinogénico em glioblastoma, por
diminuicdo da proliferacéo celular e modulacdo de fatores do processo hipoxico e
angiogénico (CHEN et al., 2014; MAUGERI et al., 2018).
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As metilxantinas em geral tém seu uso investigado para o tratamento de
cancer e doencgas neurodegenerativas, estando correlacionados a atividade
neuroprotetora (CROTTY et al., 2020), atividade anti-inflamatéria (OHTA,
SITKOVSKY, 2011) producéao do fluido cerebrospinal (HAN et al., 2009), o que pode
promover a limpeza ou diluicdo de neurotoxinas do cérebro, diminuindo o risco de
gliomas. No glioblastoma especificamente, as metilxantinas atuam através da inibicéo
da fosfodiesterase, que se encontra desregulada nessas células (OHTA; SITKOVSKY,
2011), na inducdo de morte celular por ativacdo da caspase 3 e regulacdo da
proliferagao celular pela inibigdo da via PI3K/PKB-mTOR (do inglés, phosphoinositide
3-kinases/ protein kinase B - mechanistic target of rapamycin) uma via de sinalizacao
intracelular importante na regulacéo do ciclo celular.

Um estudo prospectivo de coorte, encontrou uma relacéo inversa entre o
consumo de cha verde e preto e o risco de glioma, como também uma correlacéo
inversa sugestiva com o consumo de café (CREED, 2020), apesar de que nesse
estudo o papel das metilxantinas na prevencao do glioma néo foi estabelecido.

Outras metilxantinas além da cafeina, como a teofilina, trigonelina,
teobromina, paraxantina sdo encontradas no grao e folhas de café (FUJIMORI,
ASHIHARA, 1994; KARTAWIDJAJA, 2020) e podem também estar correlacionadas
com a atividade citostatica. A teofilina (1,3-dimetilxantina) demonstrou diminui¢éo da
metastase, atividade anti-inflamatoria e diminuicdo da resisténcia das células
neoplasicas frente a terapia medicamentosa. A teofilina também atua como um
imunomodulador devido a ativagdo da proteina histona desacetilase 2 (HDAC-2), que
desempenha um papel importante na expressdo génica dentro das células
(FREDHOLM, 2011; OHTA; SITKOVSKY, 2011). Em células HeLa e MCF-7, a teofilina
faz mediacao do splicing alternativo através da inibicdo do fator de splicing rico em
serina / arginina 3 e seus genes-alvo, 0 que acarreta em alteracdes epigenéticas,
como a mudanca da isoforma de p53 contribuindo para a diminuicdo da progressao
do tumor (CHANG et al., 2017).

A teobromina também regula a proliferacéo celular via inibicdo da regulacéo
de sinal de quinase extracelular e morte celular pela ativacdo da proteina que atua na
regulacdo do processo de autodestruicdo (JNK, do inglés c-Jun N-terminal cinase) e
das proteinas quinases ativadas por mitogénio p38 (SUGIMOTO et al., 2014). Porém,
devido a auséncia de um grupo metil, a teobromina possui uma atividade metabdlica

modesta, sendo limitada em sua distribuicio no sistema nervoso central.
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Particularmente, a cafeina pode induzir apoptose e parada do ciclo celular por meio
de diferentes mecanismos, como 0 aumento da expressao de FoxO1 (do inglés, the
forkhead box class O) e seu alvo pré-apoptético Bim (BCL2L11) (SUN et al., 2016),
pela inibicdo da catepsina B, entre outros. (PEREZ-PEREZ et al., 2019) Em células
de glioma diminui a migracao celular através da ativacdo da via do complexo de
adesédo ROCK (do inglés, rho-associated protein kinase) (CHEN et al., 2014).

A atividade citostatica do extrato de folhas de café provavelmente se deve
ao complexo de metilxantinas (Figura 27) existentes, e seus possiveis efeitos
sinérgicos. Estudos posteriores podem determinar a possivel correlacado da atividade
citostatica frente a linhagem de glioblastoma, realizando doseamento de outros
compostos nitrogenados presentes nas folhas do café, que ndo foram doseadas por

esse estudo.

Figura 25: Estruturas quimicas de alguns dos alcaloides encontrados no café.
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E importante salientar que o glioblastoma é o tipo mais refratario e comum
entre os gliomas, representando 56,6% dos casos. Os tratamentos atuais, como
quimioterapia (Temozolamida), radioterapia e cirurgia ndo sao eficientes, com a
maioria dos pacientes tendo sobrevida de um ano apoés iniciar o tratamento (Feng; Liu,
2021). Nesse contexto, € de suma importancia o desenvolvimento de terapias
adjuvantes que possam impedir a progressado do tumor e a destruicdo das células
tumorais. Mais estudos de avaliacdo da atividade de migracéo celular dos extratos

frente as linhagens celulares de glioma e glioblastoma, bem como avaliagbes de
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atividade antiproliferativa em outras linhagens celulares, poderéo elucidar a atividade
inibitéria e de contencdo da progressdo do extrato de folhas de café frente ao
glioblastoma.

Através dos dados do teste antiproliferativo, a maior concentracdo nao
citostatica obtida (15ug/mL) foi utilizada para avaliacdo da influéncia na migracao
celular de queratindcitos e fibroblastos. O teste foi motivado pelos estudos ja
existentes que demonstram o uso potencial dos compostos com atividade antioxidante
na cicatrizagéo, (DAS; BEHERA; PRAMANIK, 2017; DE MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009) e também pela atividade cicatrizante demonstrada pelos compostos
isolados presentes na folha do café ardbica (NAVEED et al, 2018). Entretanto, nesse
estudo, néo foi evidenciado estimulo de migracao celular das células HaCat e HGF
pelos extratos utilizados. A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo que se
inicia logo ap0s a injdria tecidual e pode ser dividido, quanto a eventos bioquimicos e
celulares, em trés estagios: inflamacdo, proliferacdo (e migracdo celular) e
remodelacdo. Na primeira etapa, inflamacéo, inicia-se a cascata de componentes
(citocinas, fatores de crescimento, plaquetas), quimiotaxia de neutréfilos, macréfagos,
entre outros, gerando radicais livres. Apesar da fase de inflamag&o ser importante
para o sucesso do processo de cicatrizagao, o distlrbio das reacdes de 6xido-reducao
resulta num nivel persistente de estresse oxidativo e pode estar envolvido com
inflamacgdes crbnicas, danos teciduais e ao DNA, peroxidacao lipidica e inativacédo
enzimatica. Nesse contexto, o processo de cicatrizacdo de feridas pode ser auxiliado
através da administracao topica de moléculas antioxidantes que podem controlar o
estresse oxidativo (AFFONSO et al., 2016; DAS; BEHERA; PRAMANIK, 2017;
GONZALEZ et al., 2016). Também, estudos demonstram que as folhas de café
apresentaram regulacdo positiva para a expressao génica do colageno, frente ao dano
induzido por radiagcdo UV-B (WU et al., 2017). Estudos complementares podem
evidenciar melhor o papel dos componentes das folhas no processo de cicatrizagao
de feridas.

Esse estudo demonstrou que as condi¢des de cultivo da planta, de coleta
e métodos de extracdo empregados podem influenciar na composi¢céo dos extratos e
consequentemente nas atividades bioldgicas, dando destaque aos resultados obtidos
para os extratos PR1 e PR2 (método 2 de extracdo) que apresentaram diferencas
estatisticas em todos os testes realizados, mesmo as amostras sendo coletadas na

mesma area de cultivo e com diferenca de cerca de 20 dias. Em relacdo ao método
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1, o extrato DCM demonstrou potencial antiproliferativo, e as fracbes AC e ET
demonstraram maior atividade antioxidante e conteido de compostos fendlicos totais,
entretanto visando o desenvolvimento de um produto farmacéutico, 0 método 2,
demonstrou ser mais adequado, considerando os solventes e 0 processo de extracao
mais rapido. Nesse método, as amostras PR1, MG e SP demonstraram atividade
citostatica seletiva frente a linhagem U-251, atividade antioxidante e maior
doseamento de compostos fendlicos totais. Os outros dois extratos, ES e PR2,
também devem ser melhor investigados, ja que apresentaram maior conteido de
cafeina, um composto quimico importante e com diversas atividades biologicas
elucidadas.

Esse trabalho trata-se de um estudo prospectivo sobre a potencialidade do
aproveitamento das folhas de café arabica. A partir dos resultados de atividades
biologicas demonstradas neste trabalho, mais estudos serdo necessarios para
estabelecer as possibilidades de aproveitamento das folhas desta cultura, que
demonstram serem diversas, pela presenca de compostos fendlicos e da cafeina. As
atividades antioxidante e atividade citostatica seletiva (U-251) permitirdo avancar na
compreensao do envolvimento destes extratos e seus componentes para o controle
de doencas causadas pelo estresse oxidativo, no tratamento adjuvante do cancer,
aplicacdo em cosméticos, na industria alimenticia, entre outros.

Como perspectivas destaca-se:

+ Doseamento da mangiferina nas amostras estudadas.

e

Comparacéo do perfil quimico do gréo e folhas de café arabica.

+ Avaliacdo da influéncia das variedades ou cultivares dentro da espécie Coffea
arabica sobre a atividade biologica.

+ Realizacdo de testes utilizando outras metodologias para determinacdo do perfil
antioxidante dos extratos.

+ Avaliacdo da atividade antiproliferativa frente a outras linhagens celulares de
glioma e glioblastoma.

+ Realizacdo de testes de migracao celular com linhagens de glioma e glioblastoma,
para avaliacdo da possivel contencdo sobre a metastase desses tumores.

+ |dentificacdo dos compostos quimicos que estdo correlacionadas a atividade
citostatica seletiva do extrato de folhas de Coffea arabica.

+ Avaliacado do efeito dos extratos frente a cicatrizacao de feridas na fase inflamatéria

e na estimulacéo de colageno e de fatores de crescimento.
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+ Realizacdo de testes de toxicidade dos extratos de folhas de café arabica.
+ Associacdo dos extratos de folhas de Coffea arabica a outras plantas como a

Fredericia chica (Arrabideae chica Verlot), objeto de estudo do nosso grupo.
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7. Concluséo

A utilizacdo das folhas consiste numa alternativa para melhor
aproveitamento de residuos da cultura do café, e complementacdo de renda dos
pequenos e médios produtores rurais. As possibilidades de aplicacéo das folhas sao
diversas, devido a presenca de compostos fendlicos e da cafeina em sua composicéo
quimica. Os extratos de folhas do café apresentam atividade antioxidante e atividade
citostatica seletiva frente a linhagem U-251 (glioblastoma). Como potenciais
aplicacdes de acordo com os compostos verificados, destacamos 0 uso topico como
cosmético, uso em medicamentos, componente adjuvante em formulagées,
fabricacdo de bebidas como chas e refrigerantes, produtos de higiene pessoal e como
antioxidante em alimentos. Em feiras populares de produtos agropecuarios, também
podem ser comercializadas para uso em chas e outras bebidas pela populacdo
brasileira. Além disso, as folhas de café arabica constituem uma fonte para extracao
de compostos como a cafeina, que é utilizada pela industria alimenticia, cosmética e

farmacéutica.
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9. Anexos
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