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RESUMO

O cafeé, fruto do cafeeiro (género Coffea), contém sementes, que quando
torradas e moidas, geram uma das bebidas mais consumidas do mundo. Ao
consumo do café sdo atribuidos muitos beneficios a saude, a maioria deles
ligados as suas propriedades antioxidantes. Os componentes do café ligados a
essa atividade sédo, principalmente, os polifendis, a cafeina e as melanoidinas.
Vérios fatores como a espécie utilizada, o grau de torracdo e o modo de
preparo da bebida (a forma de extragdo) exercem influéncia sobre a
composicdo quimica e atividade biologica do café. Como formas de extracao,
pode-se utilizar infusdo seguida de filtracdo, decoccdo sem filtracdo ou
pressdo, utilizando-se maquinas de café expresso. A acdo antioxidante
consiste basicamente em reverter o processo de estresse oxidativo, que ocorre
guando mais radicais livres sdo gerados que eliminados do organismo. Assim,
esse trabalho objetivou avaliar a atividade antioxidante in vitro e in vivo de
bebidas de café obtidas a partir de diferentes tipos de extracdo. Para isso,
foram preparadas a partir de uma mesma amostra de café torrado e moido
bebidas a 10 g/L nas formas de filtrado (infusdo), fervido (decoccao) e expresso
(presséo) e foram realizados testes de atividade antioxidante in vitro (DPPH e
ABTS) e in vivo, utilizando-se animais sadios submetidos a uma dosagem
diaria da bebida equivalente a 350 mL para um adulto de 70 Kg, em cujos
figados foram determinadas as atividades das enzimas catalase e glutationa
redutase e a medida da peroxidacdo por TBARS, além da determinacdo de
alguns parametros bioquimicos no sangue. Nos ensaios in vitro, para o café
fervido encontrou-se menor atividade que os demais, sendo que 0 expresso
apresentou a maior atividade no ensaio de DPPH (valores encontrados de
CEso%, em pg/mL: 30,53 £ 1,72 para o expresso, 36,96 + 1,20 para o filtrado e
66,00 £ 2,02 para o fervido), mas expresso e filtrado ndo apresentaram
diferenca (p<0,05)no ensaio de ABTS (valores encontrados em pmol de
Trolox/g de amostra:611,90+ 52,67 para o filtrado, 556,05 + 42,67 para o
expresso e 428,39+ 35,62 para o fervido). Com relagdo aos parametros
bioguimicos, houve diferencas significativas apenas para a glicemia (p<0,05),
que foi maior nos animais controle que nos tratamentos (valores em mg/dL:
133,63 + 57,24 para o controle; 88,89 + 33,47 para o filtrado, 75,60 + 18,24
para o fervido e 73,22 + 12,12 para o expresso). JA nos ensaios de atividade
antioxidante in vivo ndo foram encontradas diferencas significativas (p<0,05)
entre o controle e os tratamentos, nem entre o0s tratamentos. Como
houvediferenca significativa na atividade antioxidante in vitro e encontra-se
atividade antioxidante in vivo em outros estudos, suspeita-se que o tempo de
exposicdo pode ter sido insuficiente ou poderia ser induzido o estresse
oxidativo nos animais, a fim de se obter uma melhor resposta. Assim, outros
estudos serédo desenvolvidos para confirmar o resultado obtido neste trabalho.



ABSTRACT

Coffee, fruit of the coffee tree( genus Coffea ) , contains seeds that when
roasted and ground generate one of the most consumed beverages in the
world. To coffee consumption are attributed many health benefits, most of them
linked to their antioxidant properties. The components of coffee linked to this
activity are mainly polyphenols , caffeine and melanoidins . Several factors such
as the type of crop, the species of coffee used , the degree of roasting and
brewing method (the extraction form) influence on the chemical composition
and biological activity of coffee. As extraction form, it can used infusion followed
by filtration, decoction without filtration or pressure, using espresso machines .
The antioxidant activity basically consists in reversing the process of oxidative
stress, which occurs when more free radicals are generated than eliminated
from the body. Thus, this study aimed to evaluate the antioxidant activity in vitro
and in vivo of coffee beverages obtained from different types of extraction. For
this, were prepared from the same sample of roasted and ground coffee drinks
at concentration of 10 g/L in the forms of filtered ( infusion), boiled ( decoction )
and espresso (pressure) and were performed antioxidant activity assays in vitro
( DPPH and ABTS ) and in vivo using healthy animals subjected to a daily
dosage equivalent to drink 350 mL for an adult of 70 kg, in whose livers were
determined the activities of catalase and glutathione reductase and the extent of
peroxidation by TBARS, beyond the determination of some biochemical
parameters in blood. In vitro, boiled coffee had lower activity than the others ,
and the espresso coffee showed the highest activity in the DPPH assay
(obtained values to CEso% , expressed inug/mL: 30,53 + 1,72 for espresso,
36,96 + 1,20 for filtered and 66,00 £ 2,02 for the boiled coffee), but espresso
and filtered showed no significant difference (p<0,05)in ABTS assay (obtained
values expressed in umol of Trolox/g of the sample:611,90+ 52,66for filtered,
556,05 + 42,07for espressoand428,39 + 35,62for the boiled coffee) . About the
biochemical parameters, there were significant differences (p<0,05) only for
blood glucose, which was greater in control animals than in treatments with
coffee(obtained values to glycemia in mg/dL: 133,63 + 57,24 for control; 88,89 +
33,47 for filtered; 75,60 + 18,24 for boiled and 73,22 + 12,12 for the espresso
coffee). Already in the antioxidant activity in vivo, no significant differences
(p<0,05) were found between control and treatments and between the
treatments each other. As there was significant difference of in vitro antioxidant
activities and there is antioxidant activity in vivo assigned to the coffee in other
studies, it is suspected that the exposure time may have been insufficient or
could be induced oxidative stress in the animals, in order to get a better
response. Therefore, further studies will be carried out to confirm the results
obtained in this work.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

AE — Unidades arbitrarias de atividade enzimatica

AAPH - 2,2-azobis (2-amidino-propano) dihidrocloreto

ABTS - 2,20-azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico)
CAT - Catalase,

CETEA - Comité de Etica em Experimentac&o Animal

CEso% - Concentracéo eficaz a 50%

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CUPRAC - Método de Reducao do Cobre

DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

DMH - 1,2-dimetilhidrazina

DTPA - Acido dietilenotriaminopentaacético

EDTA - Acido etilenodiaminoteraacético

EROs — espécies reativas de oxigénio

FRAP - Método de Reducéo do Ferro

FOS - Fruto-oligossacarideos

GPx — Glutationa peroxidase

GR - Glutationa redutase

GSSG - Glutationa oxidada

HAT - Transferéncia de atomos de hidrogénio

LDL - Lipoproteina de baixa densidade

MDA - Malondialdeido

NADP - Nicotinamida-adenina-dinucleotideo (forma reduzida)
NADPH - Nicotinamida-adenina-dinucleotideo (forma oxidada)
ORAC - capacidade de Absorvancia do radical Oxigénio
SET - Transferéncia simples de elétrons

SOD - Superoxido desmutase

TBA - Acido tiobarbitarico

TBARS - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TCA - Acido tricloroacético

TEAC - Capacidade Antioxidante Equivalente do Trolox
TRAP - Parametro antioxidante de retencdo de radicais totais

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais
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1. INTRODUCAO

O café é o fruto do cafeeiro, uma planta pertencente ao género Coffea,
familia Rubiacea. O Brasil € o maior produtor de café do mundo, sendo o
estado de Minas Gerais responsavel por mais da metade dessa producao.
Embora haja um consumo expressivo dentro do Brasil, a maior parte do café
produzido é exportado (ABIC, 2014).

A bebida do café é largamente consumida no Brasil e no mundo, em
especial em nacdes desenvolvidas, e, devido as suas propriedades
farmacoldgicas, funcionais e toxicolégicas, € objeto de muitos estudos,
(CLARKE e MACRAE, 1985; GRIGG, 2002; BORRELLI et al., 2002;
ENCARNACAO e LIMA, 2003; YANAGIMOTO et al., 2004). Durante algum
tempo o café foi considerado um vildo da alimentacado, devido principalmente
aos efeitos da cafeina, como a elevacao da presséo arterial (HIGDON e FREI,
2006). Porém, em muitos estudos foram comprovadas varias propriedades
funcionais importantes, ligadas principalmente a sua atividade como
antioxidante (LIMA et al., 2013; ABRAHAO et al., 2013; MOLLOY et al., 2012)

O estresse oxidativo € o resultado de um balanco negativo entre a
formacao espontanea de espécies reativas pelo organismo, provenientes do
processo de respiracdo aerébica e a sua eliminagcdo por antioxidantes, sejam
intrinsecos ou advindos da dieta (VICENTE et al., 2011). Dos processos
oxidativos sdo derivadas varias doencas crbnico-degenerativas, tais como
diabetes, doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (ALVES et al.,
2009; VAN DEN ENDE, PESHEV e DE GARA, 2011).

Reverter, portanto, a situacao de estresse oxidativo € fundamental para
a manutencéo da saude humana. Isso se da por meio do fortalecimento das
defesas antioxidantes do organismo ou da ingestdo de substancias
antioxidantes na dieta (VAN DEN ENDE, PESHEV e DE GARA, 2011). Dentre
0S principais compostos antioxidantes, largamente encontrados em alimentos
destacam-se os polifendis, presentes em muitas frutas, hortalicas e no café
(LIMA et al., 2010b). Outras substancias presentes nos graos de café também
exercem essa funcdo, mesmo que em menor grau, como a cafeina e as

melanoidinas, provenientes do processo de torracao. (LIMA et al., 2010a).



Varios fatores interferem na composi¢cdo quimica da bebida café, tais
como a espécie e cultivar do gréo; a forma e local de cultivo; processamento
pos-colheita; beneficiamento; métodos de industrializacdo e preparo da bebida,
ou seja, 0 método de extracdo (BONITA et al.,, 2007). No caso desse ultimo,
fatores como o tempo de contato, a temperatura da dgua e a presenca ou nao
de filtracdo influenciardo na quantidade e tipo de compostos extraidos, o que
interferira na respectiva atividade biolégica (LUDWIG et al., 2012).

O preparo da bebida de café consiste em uma extracdo de componentes
soluveis pela agua. Formas de extracdo diferentes podem ser utilizadas, como
a infusdo, onde a 4gua a alta temperatura apenas passa pelo p6; a decoccéo,
onde a 4gua e o po ficam em contato até a ebulicdo da agua e a extracdo por
pressdo, onde os componentes sdo extraidos com agua pressurizada. Também
pode-se filtrar ou ndo o café para a retirada da borra. No caso da infuséo,
geralmente filtra-se. No caso da decoccdo, porém, é comum nédo se filtrar,
deixando-se somente o p6 decantar. (SANCHEZ-GONZALEZ, JIMENEZ-
ESCRIG e SAURA-CALIXTO, 2005; ABIC, 2012; NISETEO et al., 2012; LIMA
et al., 2010Db).

Existem varios métodos descritos na literatura para se medir a
capacidade antioxidante. A maioria deles foi desenvolvida in vitro, utilizando
moléculas-alvo para testar a acdo das amostras. Ao reagir com estas
moléculas, os antioxidantes provocam mudancas ha sua estrutura, que podem
ser detectadas como mudanca de cor, que € 0 principio basico de ensaios
como os da captura do radical ABTS (2,20-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolino-
6-sulfénico)e da captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)(GULCIN,
2012).

Embora os testes in vitro sejam ferramentas Gteis para a avaliacdo da
atividade antioxidante, estes muitas vezes nao fornecem resultados correlatos
aos testes in vivo, pois ndo consideram a acao do organismo sobre a amostra,
ou seja, o quanto aquela substancia a ser testada estara biodisponivel para
realizar sua agao. Sendo assim, o0s testes in vivo apresentam resultados mais
condizentes com o0 objetivo de se estudar o efeitos dos antioxidantes no
organismo (D’ARCHIVIO et al., 2010).



Assim, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar a atividade antioxidante
in vitro ein vivo de bebidas de café obtidas a partir de diferentes tipos de
extracao.

Os objetivos especificos sdo determinar a atividade antioxidante in
vitrodas preparacfes pelos métodos de captura do radical ABTS e de captura
do radical DPPH; determinar a atividade antioxidante in vivopelos métodos
enzimaticos da atividade da catalase e glutationa redutase, pelo método da
lipoperoxidacao pela producéo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico,a
partir de extratos hepaticos de animais experimentais sadios; verificar a
influéncia do tipo de extracdo na atividade antioxidante in vitro e in vivo;e
verificar a influéncia do tipo de extragcdo na expressao de alguns parametros

bioquimicos do sangue em animais experimentais sadios



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O CAFE

2.1.1. Aspectos Gerais

O café é o fruto do cafeeiro, do género Coffea, familia Rubiaccea. Suas
sementes, conhecidas como graos, sao a parte utilizada para se preparar a
bebida, que pode ser obtida por infusdo, decoc¢cao ou extracao por pressao. As
espécies mais utilizadas no preparo da bebida de café sdo a Coffea arabica e
Coffeacanephoravar.robusta (CLARK e MACRAE, 1985; LIMA et al., 2010b).
No Brasil, 80 % do café consumido € resultado da mistura das duas espécies
(SOUZA e BENASSI, 2012).

Os produtores de café, em sua quase totalidade, localizam-se em
regides tropicais, uma vez que o cultivo do café requer altas temperaturas, com
pluviosidade entre 1500 a 1800 mm/ano e periodos secos de 4 a 5 meses, que
contribuem para a maturacdo dos frutos e também para a secagem no
processo produtivo. Os maiores consumidores sdo em sua maioria, no entanto,
as nacles desenvolvidas da Europa e América do Norte, em especial 0s
Estados Unidos. O Brasil € o maior produtor e o Unico dentre os produtores que
tem também um consumo expressivo (GRIGG, 2002). Os paises escandinavos,
como Finlandia, Suécia e Noruega, apresentam, entretanto, 0 maior consumo
per capita (BONITA et al., 2007).

Segundo dados da Associacdo Brasileira das Industrias de café (ABIC),
a producao agricola de café brasileira, em 2013, foi de quase 50 milhdes de
sacas de 60 kg, valor que representa quase o dobro do segundo maior
produtor, o Vietna (25 milhdes de sacas). SO o estado de Minas Gerais foi
responsavel por 56% dessa producao, configurando-se, sozinho, como o maior
produtor de café do mundo. JA& o consumo de café pelos brasileiros, que
apresentava uma tendéncia de crescimento nos ultimos anos, estabilizou-se
entre 2012 e 2013 em 20 milhdes de sacas, 0 que corresponde a um consumo
per capita de 4,97 Kg de café torrado e moido por ano. Assim, fica claro que a



maior parte do café produzido no Brasil é exportada. Entretanto, das mais de
31 milhdes de sacas exportadas em 2013, mais de 28 milhdes (ou seja, mais
que 90%) foram de café cru, ou seja, as exportacdes brasileiras sdo quase na
sua totalidade de café colhido na producao agricola e ndo beneficiado, que tem
um valor de mercado bem menor (ABIC, 2014).

Para consumo, o grado de café passa por um processo de torrefacéo e
moagem. A torrefacé@o é responsavel por seu sabor e cor caracteristicos e pode
ser realizada em diferentes temperaturas; normalmente variando entre 200
e250°C; e tempos, variando de 0,5 a 25 minutos, assim produzindo as torras
clara, média ou escura (DEL CASTILLO, AIMES e GORDON, 2002).

2.1.2. O Café e a Saude

Os efeitos do café na saude humana sdo bastante controversos. As
pesquisas com café tendiam, antigamente, a relacionar o consumo de café com
enfermidades, principalmente cardiovasculares. Entretanto, pesquisas recentes
o tém apontado como fator de protecao para algumas doencas crbnicas, como
diabetes, doencas hepaticas, doencas cardiovasculares e alguns tipos de
cancer (LIMA et al., 2013; ABRAHAO et al.,, 2013; MOLLOY et al., 2012;
HIGHDON e FREI, 2006). Embora classificado pela OMS (Organizacao
Mundial de Saude) como um carcinégeno 2B - a mesma classificacdo dada aos
telefones celulares - e alguns estudos o relacionarem a maior ocorréncia de
cancer de estbmago e bexiga, ha outros estudos que correlacionam o consumo
de café com a reducdo do risco de cancer de endométrio, mama, esobfago,
intestino, prostata e figado (KRELL e STEBBING, 2012). Estudos comparativos
com café cafeinado e descafeinado em geral mostram que a cafeina né&o
influencia nesses processos, e sdo as substancias antioxidantes do café que
sado entdo sugestivamente as ativas para esse tipo de efeito (KRELL e
STEBBING, 2012). Estudos com animais utilizando polifendis isolados do café
mostraram uma baixa recuperacdo desses compostos na urina, poréem grande
presenca de metabodlitos de origem microbiana, 0o que mostra que seu
metabolismo é dependente da microbiota intestinal. Sua ingesta diminuiu o

desenvolvimento de hipertenséo arterial e aumentou a atividade das enzimas
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antioxidantes do figado. A administragdo do café preparado também
demonstrou elevada capacidade antioxidante in vivo(BONITA et al., 2007).

Atualmente muitas pesquisas tém sido desenvolvidas objetivando
conhecer e elucidar as propriedades benéficas do café para a saude. Estudos
mostraram que existe uma correlacdo positiva entre o consumo de mais de
duas xicaras de café por dia e menor risco de desenvolvimento de esteatose
hepatica, sobretudo em consumidores de alcool. Essa acdo tem sido
relacionada, principalmente as atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e
prebiodticas dos polifendis e melanoidinas (VITAGLIONE et al., 2010; LUDWIG
et al., 2012; LIMA et al., 2013). Outros estudos também demonstraram que o
café possui efeito hipoglicemiante, este relacionado a atividade antioxidante de
seus polifendis (CAMPOS-FLORIAN et al, 2013) e que o extrato de polifendis
de café melhora a funcdo endotelial apos a ingestdo de glicose, sugerindo um
mecanismo que ajuda a evitar o aparecimento de doencgas coronarias (OCHIAI
et al., 2014)

O estudo recente de Lopez-Garcia et al. (2014), entretanto, avaliou a
relagdo entre o consumo de café e a qualidade de vida relacionada a saude,
parametro esse que é medido através da resposta de um questionario
padronizado. Foi constatada uma relacdo nula entre essas duas variaveis, o
gue comprovou a inexisténcia de efeitos adversos para a saude, mas também

ndo mostrou a existéncia de efeitos benéficos.

2.1.3. Composicao Quimica e Atividade Bioldgica

O café é uma matriz complexa que possui mais de 1000 compostos,
muitos deles formados durante o processo de torrefacdo. Muitas substancias
biologicamente ativas estdo presentes, como trigonelina, acido nicotinico e
teobromina, entre outros (RODRIGUES e BRAGAGNOLO, 2013). Os
compostos mais investigados quanto a acao biologica, entretanto, sdo a
cafeina, que tem comprovados efeitos sobre o humor, desempenho cognitivo e
atividade motora; diterpendides, como o cafestol e o kahweol, presentes
principalmente em cafés preparados por decocg¢éo e néo filtrados, e que podem

estar relacionados com o aumento de concentracdes séricas de LDL-colesterol
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e polifendis, em especial isbmeros do acido clorogénico, com comprovada agao
antioxidante (BONITA et al., 2007; SOUZA e BENASSI, 2012). Aléem desses
compostos, que ja estdo presentes no grao cru, também sao formadas durante
o processo de torrefacdo as melanoidinas, que também contribuem para a
atividade antioxidante (LUDWIG et al., 2012).

2.1.3.1. Cafeina

A cafeina (Figura 01) € um alcaloide purinico que atua como um
antagonista da adenosina, produzindo efeitos estimulatérios sobre o sistema
nervoso central. A concentracdo de cafeina varia com varios fatores, tanto
intrinsecos quanto extrinsecos, como as condi¢des edafo-climaticas (de solo e
temperatura) e fatores genéticos, dentre outros. (HIGHDON e FREI, 2006). A
acao estimulante da cafeina € amplamente conhecida e estudada, porém
efeitos antioxidantes também sdo documentados em alguns estudos, embora

as conclusdes sejam controversas (LUDWIG et al., 2012).
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Figura 01. Estrutura quimica da cafeina.
Fonte : BONITA, 2007.

Em um estudo in vitro, Devasagayam et al. (1996) demonstraram que a
cafeina tem alta atividade contra os principais radicais livres que atacam
biomoléculas: hidroxil, peroxil e oxigénio singleto. No estudo de Viana et al
(2012), amostras de café cafeinado e descafeinado e solugéo pura de cafeina
foram testadas em ratos para avaliar a atividade antioxidante frente a
alteracdes causadas por exercicio fisico extremo. Encontrou-se maior atividade
antioxidante na bebida de café cafeinado, o que faz inferir que a cafeina possui
atividade antioxidante, mas ela se torna mais pronunciada na bebida de café,

devido & presenca de outras substancias antioxidantes, como polifendis e



melanoidinas. Lima et al (2010a) também encontraram maior atividade
antioxidante in vitro em café cafeinado comparado ao descafeinado,
corroborando essa hipotese. Ja o estudo de Ruhl e Everhart apud Homan e
Mobarhan (2006) mostrou que o maior consumo de cafeina, proveniente do
café ou outras fontes, diminui o risco de altos niveis de amino transferase (ALT)
hepética, um marcador de danos hepaticos, principalmente induzidos pelo
consumo de &lcool. Por outro lado, Molloy et al. (2012), em um estudo com
individuos com esteatose hepatica ndo-alcodlica, concluiu que o consumo de
café é fator protetor maior para a fibrose hepatica que o consumo de cafeina de
outras fontes. Apesar disso, a cafeina é mais estudada sob o ponto de vista
farmacolégico, como estimulante e vasomodulador, com menos énfase a sua
atividade antioxidante (LUDWIG et al., 2012).

3.1.3.2. Diterpenos

O cafestol e kahweol (Figura 02) sao diterpenos pentaciclicos de furanos
que s6 sdo encontrados no café. Em sua maioria, estdo presentes esterificados
com &cidos graxos, principalmente palmitico e linoléico, estando, portanto, mais
presentes nas fracdes lipidicas do grao (SOUZA e BENASSI, 2012; SILVA et

al., 2012). Eles tém recebido atencdo nos ultimos anos devido aos seus efeitos

fisiologicos & saude humana (KITZBERGER et al., 2014).
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Figura 02. Estruturas quimicas. a) cafestol, b) kawheol.
Fonte: BONITA, 2007.



Em geral, sdo retidos pelos papéis de filtro no café filtrado, mas em
alguns tipos de preparo, como 0 expresso, em que as condi¢cdes de extracdo
sdo mais intensas, e o escandinavo, no qual a bebida ndo passa por filtracdo e
a extracado ocorre por decoccdo, seus teores sdo maiores. Eles tém sido
relacionados a aumentos séricos de colesterol total e LDL-colesterol, mas os
mecanismos ainda ndo sdo bem esclarecidos (HIGHDON e FREI, 2006). A
despeito disso, entretanto, outros estudos também os tem relacionado com
protecdo a danos no DNA (SILVA et al.,, 2012) e prote¢cdo no processo de
carcinogénese hepatico, através da inibicdo da expressdo e atividade de
algumas enzimas do citocromo P450, como as que ativam 0S compostos

carcinogénicos benzopireno e aflatoxina B (MURIEL e ARAUZ, 2010).

3.1.3.3. Polifendis

Compostos fendlicos sdo substancias produzidas em resultado do
metabolismo secundério de plantas. Derivam de uma de duas vias de sintese,
a do acido chiquimico ou do acetato, apresentando diversas fun¢des na planta
(CROZIER e CLIFFORD, 2009).

Assumem uma funcdo protetora, conferindo resisténcia contra agentes
agressores como ameacas microbianas ou insetos. A protecdo contra raios UV
€ mais uma das potencialidades destes compostos nas plantas, bem como o
envolvimento na pigmentacdo e crescimento das mesmas. O seu contetudo na
planta depende de fatores como o estadio de maturacao, fatores ambientais,
processamento e armazenamento (QUIDEAU et al, 2011).

Dentre os polifendis presentes no café, o &acido clorogénico, que
corresponde a 5,5 a8% da composicao do café em base seca no gréo cru, e a
1,2 a 2,3% no gréo torrado, dependendo das condi¢des, é o mais abundante
(CAMPOS-FLORIAN et al., 2013).0 A&cido clorogénico é formado pela
condensacdo do acido caféico com o acido quinico. O isébmero do &acido
clorogénico mais encontrado no café é o acido 5-cafeoilquinico (NISETEO et
al., 2012), entretanto outros isdbmeros como o 3 e 4-cafeoilquinico, além de
outros derivados do &cido cindmico, como o &cido feruloilquinico e di-

cafeoilquinico e seus isdbmeros (Figura 03) também sao encontrados (FUJIOKA
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e SHIBAMOTO, 2008). Durante o processo de torracdo, entretanto, mais de
90% desses derivados sao perdidos ou incorporados a outros compostos.
(LIMA et al, 2010a). Mesmo assim, a capacidade antioxidante da bebida
preparada a partir de graos torrados ainda é elevada (DEL CASTILLO, AIMES
e GORDON, 2002).
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Figura 03. Estruturas quimicas dos isémeros do acido clorogénico e

outros derivados do acido cindmico encontrados no café.
Fonte: FUJIOKA e SHIBAMOTO, 2008.

Provavelmente no trato gastrointestinal, ocorre a hidrélise do &cido
clorogénico por estearases, tornando o acido caféico, biodisponivel (NARDINI
et al., 2002). O caminho dos compostos fendlicos no organismo, da entrada no
trato gastrointestinal & excrecdo, é comparavel ao de varios medicamentos
sintéticos, porém com algumas diferencas no que diz respeito a
biodisponibilidade depois dos metabolismos de fase | e fase Il (VELDERRAIN-
RODRIGUEZ et al., 2014). Os acidos fenolicos derivados do &acido cinamico
possuem comprovada e elevada capacidade antioxidante, além de serem
responsaveis pela acidez, adstringéncia e amargor finais das preparacdes do

café (LUDWIG et al., 2012). Os estudos de Natella et al. (2002) comprovaram
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gue o café, cujo polifenol principal é o acido clorogénico/caféico apresentou
maior atividade antioxidante que o cha preto, cujos polifendis principais sédo as
catequinas. A adicao de leite, segundo Niseteo et al.(2012) leva a formacao de
complexos proteicos entre polifendis e proteinas como a caseina e as proteinas
do soro, ocorrendo uma menor disponibilidade de polifendis e
consequentemente menor atividade antioxidante.

Propriedades hipoglicémicas importantes tém sido atribuidas ao acido
clorogénico. Além da acao antioxidante, sabe-se que ele inibe transportadores
de glicose dependentes de soédio, interferindo na secrecdo de peptideos
gastrointestinais com efeito hiperglicémico (GAMBARONE e ROSA, 2007;
ABRAHAO et al., 2013) e ainda inibe a enzima glicose-6-fosfato, o que interfere
diretamente no metabolismo da glicose (MAHER, 2010).

Por outro lado, a elevada reatividade e grande diversidade em termos de
estrutura e peso molecular torna os polifendis um dos grupos mais dificeis de
compostos para investigar, como evidenciado pelos resultados ambiguos e por
vezes contraditérias de diversos estudos (LEWANDOWSKA et al., 2013).

3.3.1.4. Melanoidinas

Varias alteracdes ocorrem durante o processo de torrefacdo do café,
como perda de proteinas, aglcares, compostos fendlicos e agua, e a formacéao
de compostos derivados da Reacdo de Mailard, em geral melanoidinas e
compostos volateis (WANG, QIAN e YAO, 2011; LUDWIG et al., 2012) As
melanoidinas sdo produtos nitrogenados, de cor marrom e em geral de alto
peso molecular. Sua estrutura é bastante heterogénea e depende dos produtos
iniciais da reagédo (MORALES, SOMOZA e FOGLIANO, 2012).

No café, a reacdo entre polissacarideos, em especial arabinogalactanas;
e proteinas ou aminoacidos livres € mais frequente. Porém, a estrutura
heterogénea e complexa dos produtos da reacéo torna dificil sua identificacao
e quantificacdo, devido a auséncia de padroes (MORALES, SOMOZA e
FOGLIANO, 2012).

Além da sua contribuicdo na cor e sabor do café torrado, as

melanoidinas também contribuem na atividade antioxidante (LUDWIG et al.,
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2012). A presenca de atividade antioxidante nas melanoidinas pode ser
atribuida, em parte, a incorporacdo de acido clorogénico na sua estrutura
durante o processo de torrefacdo. Essa incorporacdo de fendlicos se da no
inicio do processo, ja que 0s mesmos sao posteriormente degradados, com o
aumento do tempo de torrefacdo. Entretanto, a contribuicdo de &cidos fendlicos
ligados a melanoidinas na atividade antioxidante € comprovadamente menor
que a do acido clorogénico livre (PERRONE, FARAH e DONANGELO, 2012).

Além da atividade antioxidante, as melanoidinas também possuem
atividade moduladora de metabolismo enzimatico (fase | e Il), além de atividade
antimicrobiana e prebiotica no intestino, essas Ultimas relacionadas aquelas
substancias de maior peso molecular (WANG, QIAN e YAO, 2011).

A atividade in vivo depende da biodisponibilidade da substancia. Por
serem compostos de alto peso molecular, as melanoidinas s&o pouco
absorviveis. Entretanto, ha evidéncias de que sofram transformacdo no trato
gastrointestinal a substancias de baixa massa molecular, o que pode contribuir
para sua absor¢cdo (MORALES, SOMOZA e FOGLIANO, 2012).

Embora a atividade antioxidante e outras atividades biolégicas das
melanoidinas venham sendo largamente estudadas, muito poucas estruturas
diferentes destas foram descritas, ndo podendo ainda se estabelecer uma
relacdo especifica entre efeitos na saude e melanoidinas quimicamente
distintas (WANG, QIAN e YAO, 2011).

3.1.4. Fatores que interferem na composicdo quimica e atividade

biol6gica das bebidas de café

Varios fatores influenciam a composicéo quimica, e consequentemente a
atividade biologica do café. Esses fatores podem ser relacionados ao cultivo,
beneficiamento, ou mesmo ao preparo final (processo de extragdo). Ao se
analisar a espécie de café utilizada, tem-se documentado que o Coffea arabica
possui um maior teor de lipidios, carboidratos e trigonelina, que s&o
precursores de compostos aromaticos do café torrado durante a torracao,
enquanto o Coffea canephora possui maior teor dos compostos bioativos

polifendis e cafeina (SOUZA e BENASSI, 2012). Por possuir uma maior
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qualidade sensorial, a primeira espécie citada é responsavel por 80% do
mercado, além de ter um preco maior (BONITA et al., 2007). A diferenciacao de
precos abre a possibilidade para a ocorréncia de fraudes (RUBAYISA e
MEURENS, 2005). Nos gréos crus a diferenciacdo € visual, mas para café
torrado em po, essas diferencas desaparecem. Normalmente, o café arabica
possui maiores quantidades de de cafestol e kawheol do que o café robusta,
gue por sua vez possui maiores teores de cafeina. Esses compostos sdo
termoestaveis, podendo ser encontrados portanto no café torrado em poé
(RUBAYISA e MEURENS, 2005;SOUZA e BENASSI, 2012).

O grau de torracdo exerce importante influéncia na composicéo quimicas
dos graos e das bebidas. Em um estudo com trés diferentes graus de torracéo,
Del Castillo, Ames e Gordon (2002) demonstraram que ha aumento da
atividade antioxidante in vitro, medida pelo método de captura do radical ABTS,
entre o grdo natural, a torra clara e a média, porém uma diminui¢cdo quando se
trata da escura, fato que pode ser explicado pela formacdo de outras
substancias durante os primeiros minutos de torra, e depois degradacéo, ao se
atingir a torracao escura.

Outra variavel importante para a composicdo e concentracdo de
substancias no café é a forma de preparo da bebida, ou forma de extracao.
Este € um importante fator para determinar a quantidade e tipo de composto
que foi extraido do p6 de café para a preparacao da bebida.Pode-se extrair os
compostos soluveis por trés formas diferentes: infusdo, decoccdo ou pressao
(LIMA et al., 2010b). Muitas substancias presentes no café, incluindo aquelas
com propriedades antioxidantes, sao extraidas de forma diferente, dependendo
do processo de extracdo utilizado, pois a forma e o tempo de contato da agua
com os graos torrados sao de extrema importancia (LUDWIG et al., 2012).

Exemplos de cafés preparados por infuséo séo o café tradicional filtrado
(mais consumido no Brasil) e o estilo italiano, feito no utensilio denominado
moca, onde a agua entra em contato por poucos segundos com o po e a
bebida é arrastada para a parte superior do recipiente. Os cafés feitos por
decoccéo geralmente ndo séo filtrados, e preferencialmente sdo preparados
com po de granulometria mais fina, como por exemplo o escandinavo e o turco.
J4 a bebida obtida por pressdo € geralmente chamada de expresso, e é

preparada numa maquina que pode ou ndo realizar a moagem dos graos e

13



realiza a extragcdo com agua pressurizada a 8-9 bar (SANCHEZ-GONZALEZ,
JIMENEZ-ESCRIG e SAURA-CALIXTO, 2005; ABIC, 2012; NISETEO et al.,
2012).

De acordo com os estudos de acao antioxidante realizados in vitro por
Parras et al. (2007), existem diferencas significativas entre as capacidades anti-
radicais livres das preparagOes filtrado, expresso e italiano. Os estudos
mostraram que ndo houve diferenca significativa entre as preparacfes no que
diz respeito a reacdo anti-radical superoxido e hidroxil, mas o filtrado
apresentou maior capacidade de reagir com o peroxido de hidrogénio que o
italiano, e este que o expresso. O mesmo resultado foi encontrado no teste de
atividade antioxidante frente ao radical ABTS e na avaliacdo da protecdo a
oxidacdo do &cido linoléico. Em compensacdo, o expresso e o italiano foram
mais eficientes na protecéo a oxidacdo pelo método Rancimat que o filtrado. As
atividades das bebidas de café foram sempre maiores que seus compostos
isolados, como acido clorogénico e éacido caféico, mostrando que o efeito
sinérgico dos vérios antioxidantes é importante (PARRAS et al., 2007).
Sanchez-Gonzalez, Jimenez-Escrig e Saura-Calixto (2005) também
encontraram maior atividade para o café filtrado, em relacdo ao italiano e
expresso, nos testes de capacidade antioxidante para o radical ABTS e Método
de Reducdo do Ferro (FRAP). Porém, o estudo de Niseteo et al. (2012)
também comparou diferentes preparacbes e mostrou uma maior atividade
antioxidantepara o café expresso que para o turco, e este maior que o filtrado.
Nesse estudo, também foram analisados os teores de polifendis, encontrando-

se correspondéncia com os dados de atividade.

3.1.5 Influéncia do café nos parametros bioquimicos do sangue

O organismo responde a situacdes de estresse com uma série de
mudancgas comportamentais, cognitivas e biologicas (AL-QUDAH et al., 2012).
Em decorréncia disso, varias substancias constituintes do organismo podem
sofrer alteracbes. O mesmo pode ocorrer se substancias antioxidantes
estiverem atuando. Assim, o consumo de café pode alterar alguns parametros

bioquimicos do sangue, devido a seus efeitos biologicos. Ja é comprovado, por
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exemplo, o efeito hipoglicemiante da cafeina, mas principalmente do &cido
clorogénico. No estudo de Campos-Florian et al. (2013) houve diminuicéo
significativa da glicemia de ratos diabéticos, quando administrada uma dose
diaria de 93 mg/Kg de bebida de café.

Também é comprovado por varios estudos o efeito hiperlipemiante,
porém geralmente relacionado ao consumo do café nédo filtrado, que tem
maiores concentracdes de diterpenos. Em se tratando do café filtrado, como no
estudo de Duarte et al. (2009) diferencas significativas em padrées lipidicos e
hematolégicos ndo foram encontradas. Ja no estudo de Lima et al. (2011),
realizado numa populacdo de 182 individuos hipertensos e ou diabéticos e
consumidores de café (média de 500 mL por dia) da cidade de Flexeiros-AL,
nao foi encontrada diferenca significativa entre as taxas de lipideos séricos dos
individuos que tomam café filtrado ou fervido, sugerindo que, consumindo-se
moderadamente a bebida, o efeito hiperlipemiante dos diterpenos presentes
pode ser compensado pela atividade protetora antioxidante.

Outro parametro bioquimico que pode ser alterado € a albumina sérica.
Isso porque a albumina é a mais abundante proteina presente no sangue e é
sintetizada pelo figado. Excesso de gordura no figado pode assim diminuir a
concentracdo de albumina sérica, porém como o café exerce um efeito hepato-
protetor, pode ocorrer a compensacado da reducédo (LIMA et al.,, 2013). No
estudo de Onuegbuet al. (2011), os niveis plasmaticos de proteina total e
bilirrubina foram aumentados em individuos que consumiram 2 g de café por

dia durante 30 dias.

3.2. OS PROCESSOS OXIDATIVOS NOS ORGANISMOS VIVOS

3.2.1. O Processo de Estresse Oxidativo

Estresse oxidativo pode ser definido como a situacdo em que mais

radicais livres sdo formados que eliminados no organismo (BARBOSA et al.,

2008). As espécies reativas de oxigénio (EROs) tais como os radicais livres

hidroxil, superéxido e oxigénio singleto e a substancia nao radical peréxido de
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hidrogénio sdo formadas naturalmente em sistemas vivos, devido ao processo

de respiracao aerébica (Figura 04).
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FiguraO4: Reducgdo univalente do oxigénio a agua nas mitocdndrias. Varias
espécies reativas sao formadas.

Fonte: PEREIRA, 2009.

Em quantidades baixas ou moderadas, essas espécies tém uma funcéo
biologica importante, ativando diferentes sinalizadores e fatores de transcri¢céo
nuclear, induzindo resposta mitogénica e inflamatoria, protegendo o organismo
de infeccbes microbianas e regulando inUmeras cascatas enzimaticas
(VICENTE et al.,, 2011). Elas sdo, entretanto, bastante reativas, e atacam
biomoléculas diversas tais como acidos nucléicos, proteinas, lipidios dentre
outras(VAN DEN ENDE, PESHEV e DE GARA, 2011), causando alteracdes
metabdlicas como a peroxidacdo de lipidios, glicacdo de proteinas, inativacao
de enzimas e altera¢gOes de estruturas celulares, levando, em consequéncia, a
danos celulares (SILVA et al., 2011). Acredita-se que varias doencas crénico-
degenerativas sdo iniciadas pelas EROs, provocando desregulacdo da
homeostase e um estresse oxidativo crescente nas células (VAN DEN ENDE,
PESHEV e DE GARA, 2011).

A homeostase das EROs no organismo depende do balango entre sua
producéo e sua eliminacéo por antioxidantes. Os antioxidantes reagem com 0s
ROS formando produtos finais menos toxicos. Muitos deles sdo encontrados
em organismos Vvivos, sendo considerados naturais, como o acido ascérbico
(vitamina C), tocoferol (vitamina E), glutationa, polifenois, alcaloides e
carotenoides. Ja as enzimas ligadas a atividade antioxidante sdo a superéxido

dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR),
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catalase (CAT), dentre outras. Também alguns carboidratos nédo digeriveis, ja
difundidos popularmente como prebioticos, por exemplo a inulina e os fruto-
oligossacarideos (FOS) tém demonstrado boa atividade antioxidante in vitro
(VAN DEN ENDE, PESHEV e DE GARA, 2011).

Um estudo com modelo in vitro de oxidacao de LDL mostrou que o acido
clorogénico, caféico e outros polifendis apresentaram uma atividade
antioxidante in vitro bem maior que a de antioxidantes vitaminicos, e mais
ainda, o café apresentou maior atividade que os compostos isolados, fato
explicado pelo sinergismo entre seus varios componentes (BONITA et al.,
2007). O &cido caféico apresenta uma maior atividade que o clorogénico in
vitro, porém como o primeiro € metabolito intestinal do segundo, suas
atividades in vivo sdo semelhantes (SATO et al., 2011). Isso mostra que deve-
se dar atencdo a atividade antioxidante in vivo, devido ao metabolismo que
cada composto pode sofrer no trato gastrointestinal, alterando sua
biodisponibilidade (HIGHDON e FREI, 2006).

Em um estudo epidemioldgico realizado no Japao, de outro de 2008 a
julho de 2012, verificou-se que o consumo de trés xicaras de café por dia
diminui significativamente a quantidade de ROS no organismo de homens, mas
ndo de mulheres. O motivo para essa diferenca ndo € bem elucidado, mas
esse estudo mostrou o potencial do café como antioxidante, numa pesquisa
com quase 10.000 voluntarios (ISHIZAKA et al, 2013) .

3.2.2. Peroxidacao Lipidica

As ROS, dentro dos sistemas biolégicos, reagem com varias
substancias, gerando danos celulares. Particularmente importante é a cascata
de peroxidacéo lipidica (Figura 05), reacao de radicais livres com acidos graxos
insaturados, onde ocorre a abstracdo de um hidrogénio de grupos metileno
presentes. Essa reacdo gera a formacao de radicais peroxil, num processo de
iniciacdo da peroxidacdo. A propagacao ocorre com a reacdo dos radicais
formados com as espécies iniciais, com o oxigénio e com metais de transicao,

gerando novas espécies radicalares. O processo é finalizado com a reagéo
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entre radicais, dando origem a compostos ndo radicalares estaveis, como
compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas) (PEREIRA, 2009).

a LH+°*R > L*
b) L'+O2 » LOO*

LOO®* + LH —» LOOH +L°

LOOH + Fe** —— LO"+Fe® + OH™
LOOH + Fe* —— LOO" + Fe” + H'

o LO"+ LO" —— polimero néo radical
LOO® + LOO® —— polimero n&o radical

Figura 05: Cascata de reacdes da peroxidacdo lipidica: a — etapa de
iniciacdo, b — etapa de propagacéao, c — etapa de finalizacdo. L simboliza
compostos lipidicos, R um composto qualquer e o circulo preto simboliza

o elétron desemparelhado (estrutura radicalar)
Fonte: PEREIRA, 2009.

Um desses produtos é bem estudado: o malondialdeido (MDA), que é
considerado um excelente biomarcador da peroxidacdo lipidica (MOON e
SHIBAMOTO, 2009). As membranas biologicas, que sao ricas em lipidios
insaturados sao especialmente susceptiveis a essa reacdo e ha relatos de que
o malondialdeido é citotoxico (ISHIMOTO, 2008).

No teste de peroxidacao lipidica por formacdo de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), ocorre a reacdo entre o MDA e substancias
relacionadas e o &cido tiobarbitarico (TBA), formando um complexo colorido,
qgue pode ser medido espectrofotometricamente a um comprimento de onda de
532 nm. Esse doseamento é um indicador da peroxidagéo lipidica ocorrida em
tecidos vivos, e, portanto, pode ser utilizado para medir a capacidade
antioxidante in vivo, utilizando tecidos animais como meio de reagao e produtos
incorporados em sua dieta como amostras (MOON e SHIBAMOTO, 2009). O
teste é inespecifico, uma vez que o acido tiobarbittrico ndo reage somente com
malondialdeido, mas também com outros compostos, porém por sua facilidade

de execucdao e baixo custo, o teste € frequentemente utilizado (BARBOSA etal.,
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2008). Muitos trabalhos utilizam o método de TBARS para a determinagdo da
atividade antioxidante in vivo (ABRAHAO et al., 2012; LIMA et al., 2013; LIMA,
2008; MACEDO et al., 2013;ROESLER, 2011; SARKHAIL et al., 2007; VIANA
et al., 2012;).

Outros biomarcadores da peroxidacao lipidica também podem ser
considerados: 0s isoprostanos e hidrocarbonetos. Estes também sdo produtos
das reacdes do processo de peroxidacao, entretanto, sua quantificacdo é bem
menos simples que a dos TBARS, sendo empregadas técnicas como
radioimunoensaios e cromatografia gasosa, dentre outras (BARBOSA et al.,
2008).

3.2.3. A Defesa Endogena: Enzimas Antioxidantes

Como mecanismo de protecdo antioxidante enddégeno, a presenca de
algumas enzimas hepaticas é muito importante. Elas sdo consideradas, em
geral, antioxidantes secundarios, pois ndo evitam a formacdo, mas eliminam
radicais livres jA formados antes que estes reajam em cadeia provocando
modificacdes quimicas deletérias. As principais enzimas antioxidantes sdo a
superéxido desmutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR) (LIMA, 2008). A cascata de rea¢Oes catalisadas por
essas enzimas € coordenada, de modo a eliminar os radicais livres formados,
como mostrado na Figura 6.

O papel dos metais na formacdo das ROS é confirmado pelas reacfes
de Fenton e de Haber-Weiss (Figura 6). O ferro € o metal pesado mais
abundante no organismo e esta biologicamente mais capacitado para catalisar
as reacdes de oxidacdo de biomoléculas, embora o cobre possa também
catalisar a reacao de Haber-Weiss (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).
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(SoD> o REACAO DE FENTON
’ REACAO DE HABER-WEISS

H,O, + H,0O, H.O
f_ %~ " 2GSH€—_ > NAPDP'
AT — if
a{:ﬂ-l_—x' 'CE__'J F'w.:) Grd

A '
O: 2HO 04 ™ Gssg— “—NADPH

v

DANOS
OXIDANTES

Figura 06: Mecanismo coordenado de defesa enzimética. SOD -
Superéxido Desmutase, CAT — Catalase, GPx — Glutationa Peroxidase,
Grd — Glutationa Redutase, Oz - Radical superdxido, H202 — peréxido de
hidrogénio, OH- - Radical hidroxil, GSH — Glutationa reduzida, GSSG —

glutationa oxidada.
Fonte: BARBOSA et al., 2010.

4.2.3.1. Catalase (CAT)

A catalase é uma enzima amplamente distribuida no organismo humano.
Geralmente encontrada nas mitocondrias e peroxissomos, tem a funcéo de
catalisar a decomposicdo do peréxido de hidrogénio a agua, inativando este
composto muito reativo (Figuras 06 e 07). Em altas concentra¢des do peréxido,
atua como catalisador da dismutacdo do oxigénio, levando a formacao de agua
e oxigénio molecular. Em baixas concentragbes do mesmo, atua como
peroxidase, favorecendo a reacdo do peroxido de hidrogénio com co-subtratos
redutores, como acido ascorbico e fendis, que provocam sua redugdo e
posterior neutralizagdo, formando agua (CHAUDIERE e FERRARI-ILIOU,
1999). Essa enzima € inativada por radicais hidroxil (ROESLER, 2011).
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CAT
s 2H20; > 2H,0 + 0O

CAT

o) RHXH + Hx05

h 4

RX + 2H,0

Figura 07: ReacbOes de inativacdo do peréxido de hidrogénio,
catalisadas pela catalase: a) em altas concentracbes de H202, b) em

baixas concentracdes de H20:2
Fonte: LIMA, 2008.

A atividade da catalase € geralmente determinada por método
espectrofotométrico. Utiliza-se o perdxido de hidrogénio como marcador, com a
resposta sendo lida em absorvancia a um comprimento de onda de 230 nm
(ISHIMOTO, 2008).

3.2.3.2. Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa Redutase (GR)

A glutationa peroxidase também exerce funcdo importante na
detoxificagdo do peréxido de hidrogénio, principalmente quando este se
encontra em menores concentragcbes (SARKHAIL et al., 2007). Presente
geralmente no citosol e matriz mitocondrial, catalisa a reacdo de hidroperdxidos
ou do peroxido de hidrogénio com a glutationa, causando a oxidacdo da
mesma e reducdo (e consequentemente a neutralizacdo) do radical livre em
questdo. A glutationa redutase, por sua vez, catalisa a reducdo da forma
oxidada da glutationa em sua forma reduzida, que, por sua vez é utilizada da
reducdo ja citada acima (WANG et al., 2008). A coordenac¢do da acdo dessas
duas enzimas gera o ciclo catalitico da glutationa (Figura 08), que € um
importante mecanismo de defesa do organismo frente aos ROS (BARBOSA et
al., 2008).
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Glutationa Reduzida

="

‘/"\ 0,
NADP* H,0,
Glutationa Oxidase
(GSH-Ox)
NADPH + H* 2H,0
Glutationa Redutase H,0, 4/ Glutationa Peroxidase
(GSH-Rd) (GSH-Px)
K Glutationa Oxidada </
(GSSG)

Figura 08: Ciclo catalitico da glutationa.
Fonte: BARBOSA et al., 2008.

A atividade da glutationa peroxidase € geralmente determinada por
método espectrofotométrico. Utiliza-se a nicotinamida-adenina-dinucleotideo
(NADP) como marcador, com a resposta sendo lida em absorvancia a um
comprimento de onda de 340 nm. A unidade de medida é U/min/g. (PAGLIA e
VALENTINE, 1967). Ja para a glutationa redutase, o0 mesmo marcador e
comprimento de onda sao utilizados, mas com mudancas em alguns reagentes
(CARLBERG e MANNERVICK, 1975).

Uma maior concentracdo dessas enzimas confere ao organismo maior
protecdo contra a atuacdo dos ROS. Alguns estudos (WANG et al., 2008;
CRESPEDES et al., 2008; KIM et al., 2008 apud LIMA, 2008) ja mostraram
correlagdes positivas entre a expressao dessas enzimas e 0 consumo de
vegetais com potencial antioxidante. Isso provavelmente ocorre porgue acidos
fendlicos, como o galico, ferulico e p-cumarico atuam como ativadores indiretos
de um fator de transcricdo nuclear, capaz de promover a transcricdo dessas
enzimas, como demonstrado no estudo de Vicente et al. (2011), no qual uma
dose Unica de 2 mL de bebida de café a 80g/L foi capaz de elevar as atividades
da SOD, CAT e GPx em figado de ratos.
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3.3. OS ESTUDOS in vitro

A avaliagdo da atividade antioxidante in vitro é realizada utilizando
reacdes quimicas para determinar a capacidade da amostra de reagir com
estruturas reativas, sendo elas radicais livres presentes ou ndo no organismo
(MAGALHAES et al., 2008). Diversos modelos de atividade antioxidante in vitro
estdo disponiveis, e eles podem ser classificados de diversas formas.
Badarinath et al. (2010) e Prior, Wu e Schaich (2005), por exemplo, consideram
que os métodos podem ser divididos em a) métodos baseados na transferéncia
de atomos de hidrogénio (HAT); b) métodos baseados na transferéncia simples
de elétrons (SET) e c¢) outros métodos.

No mecanismo HAT, as reacdes de transferéncia de hidrogénio séo
geralmente rapidas, independentes de pH ou solubilidade, mas podem ser
interferidas pela presenca de agentes quelantes, como metais (PRIOR, WU e
SCHAICH, 2005). Incluem-se nessa classificacdo os ensaios de Capacidade de
Absorvancia do Radical Oxigénio (ORAC), Parametro antioxidante de retencéo
de radicais totais (TRAP) e ensaios de peroxidacao lipidica in vitro, entre outros
(BADARINATH et al., 2010). J4 nos mecanismos SET incluem-se os testes de
Reducdo do Ferro (FRAP), Reducdo do Cobre (CUPRAC), Capacidade
Antioxidante Equivalente do Trolox (TEAC), que utiliza o radical ABTS e o
ensaio de captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), embora o
ABTS e DPPH utilizem os dois mecanismos (PRIOR, WU e SCAICH, 2005).
Nesse trabalho utilizamos os testes de TEAC e DPPH, ambos aplicaveis para a
avaliacdo tanto qualitativa quanto quantitativa da atividade antioxidante em

café, como demonstrado por Vignoli et al. (2012).

3.3.1. Método de Captura do Radical ABTS - Capacidade
Antioxidante Equivalente do Trolox (TEAC)

Na fase preliminar desse ensaio, o ABTS é oxidado a sua forma
catibnica, ABTS"*, que € intensamente colorida, com uma coloracdo azul-
esverdeada, e a atividade antioxidante da amostra é medida pela capacidade

de reduzir essa intensidade de cor. Embora absorva em muitos comprimentos
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de onda, o valor de 734 nm é preferido, pois elimina varios interferentes
(MAGALHAES et al., 2008).

Segundo Gllgin (2012), o primeiro método de captura do radical ABTS
foi desenvolvido por Miller et al. (1993). Nesse método, o cétion era gerado a
partir da reacdo com o radical ferril-mioglobina, este gerado a partir do
tratamento da mioglobina com peréxido de hidrogénio. Atualmente, outros
métodos podem ser utilizados, tais como AAHP (2,2-azobis (2-amidino-
propano)dihidrocloreto), didéxido de manganés, peroxidacdo de raiz-forte ou
geracdo eletroquimica.Mas o método de escolha para gerar o cation ABTS*

tem sido a reagdo com persulfato de potassio (K2S20s) (Figura 09).

058 S, 80y 058 S S0y |+
a) ; —_— .
N N
Y N
C.H; C,H,

C;H; C,H;

e
ABTS ABTS

$,0% 4+ ABTS — SO} + SO, + ABTS™
b) SO, +2ABTS — SO + +2ABTS"
$,03” +3ABTS — 2507 + 3ABTS™

Figura 09:Reacao de geracado do radical ABTS* com persulfato de potassio, a-

estruturas quimicas, b — esquematizacéo das reacdes parciais e global.
Fonte: GULCIN, 2012.

Esse reagente aumenta o rendimento da reacdo, pois 0s produtos
também sdo capazes de reagir com o0 excesso de ABTS. Para a quantificacao,
deve ser determinado um tempo de reacdo especifico. Os resultados séo
expressos em equivalentes de Trolox, ou seja, a concentragdo em mM de
Trolox (analogo sintético da vitamina E) com capacidade antioxidante
equivalente aquela encontrada para 1mM da amostra.

O ensaio de caputra do radical ABTS é um teste simples e tem varias
vantagens, como o fato de que o ABTS é sollvel tanto em solventes polares
guanto apolares, sendo este método Util tanto para antioxidantes hidrofilicos
guanto hidrofobicos, além de se aplicar a uma extensa faixa de pH. Entretanto,
0 ensaio € bastante criticado pelo composto ABTS nao ser encontrado em

estruturas biolégicas e nem ser representativo de biomoléculas.
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Termodinamicamente, um composto que tiver um potencial redox menor que o
ABTS+ pode reagir com o radical (MAGALHAES et al., 2008; GULCIN, 2012).

3.3.2. Método de Captura do Radical DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um radical nitrogenado bastante
instavel, e possui uma coloragéo roxa. Ao reagir com substancias redutoras, ou
seja, antioxidantes, é transformado em difenil-picril-hidrazina (DPPH-H) (Figura
10), que possui cor amarela. Ou seja, h4 uma reacdo que provoca a
descoloragdo do meio (GULCIN, 2012).

N —

'|
{fﬂrf“jfﬂh ff},;:m ”/\H\[”fkk
= ~F %\: ,,] ‘ﬁj

DPPH - DPPH-H

Figura 10: Reacdo do radical DPPH com um antioxidante (AH),

formando o DPPH-H, que causa a descoloragdo do meio.
Fonte: Gulgin, 2012.

O mecanismo de acdo do DPPH é predominantemente do tipo SET,
sendo assim, a reacao é fortemente influenciada pelo pH e solventes. Esse
ensaio geralmente é realizado em solventes organicos, como metanol e etanol,
pois quantidades maiores que 50% de agua provocam a precipitacdo do DPPH.
Como se trata de um ensaio que mede a descoloracdo do reagente, a forma de
expressdo mais comum do resultado € o CEso%, OU Seja, a concentracdo de

amostra capaz de consumir 50% do DPPH presente. Como o percentual de
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consumo de reagente é dependente de sua concentracdo, € mais certo calcula-
lo pela razdo das absorvancias (que s@o proporcionais as concentracdes) da
amostra e do reagente (MAGALHAES et al., 2008).

O ensaio de DPPH foi a primeira técnica para determinacdo da
capacidade antioxidante, desenvolvida ainda nos anos 1950. (GULCIN, 2012).
E uma técnica simples e rapida, ja que n&o é preciso gerar o reagente, como
no caso do ABTS. Entretanto, a estrutura do DPPH pode provocar impedimento
estérico para a acao de alguns antioxidantes, provocando equivocos. O fato do
DPPH também nédo ser encontrado nos sistemas biolégicos também é criticado.
(PRIOR, WU e SCAICH, 2005)

3.4. OS ESTUDOS in vivo

Muitas substancias originadas de alimentos com elevada capacidade
antioxidante demonstrada in vitro podem nao apresentar a mesma atividade in
Vivo, uma vez que no segundo caso € preciso considerar a biodisponibilidade
desse agente quimico, ou seja, em que extensdo ele pode chegar aos tecidos-
alvo e exercer sua funcdo. Vérios fatores podem influenciar, em geral, a
biodisponibilidade final desses compostos, como fatores ambientais (exposi¢cao
ao sol, grau de maturacao); fatores relacionados a matriz alimenticia, como a
presenca de inibidores de absor¢cdo e interagcdo com outros compostos; o
processamento (processos quimicos e fisicos de fabricacdo), estrutura quimica,
concentracdo e os fatores de variacdo ligados ao hospedeiro, como idade,
presenca de patologia, atividade enzimatica, dentre outras (D’ARCHIVIO et
al.,2010).

Quando se fala em polifendis, por exemplo, muitas substancias estéo
incluidas. Em geral, esse tipo de substancia demonstra atividade antioxidante
in vitro, mas diferentes estruturas quimicas de cada polifenol geram diferentes
reagbes ao metabolismo, fazendo-os diferir na atividade in vivo. Os polifendis
do café sdo mais absorvidos, por exemplo, que os do ché preto (NATELLA et
al., 2002).

Estudos in vitro sdo menos efetivos na medida real da capacidade

antioxidante por colocarem em contato compostos bioativos somente com 0s
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tecidos ou moléculas-alvo sem considerar, porém, a acéo prévia do organismo
sobre ele. Outro problema sdo as doses utilizadas nesses ensaios, que
normalmente sdo maiores que aquelas as quais realmente um individuo €&
exposto. Ja estudos em humanos podem ser excessivamente demorados e
nao permitem a avaliacdo de geracdes seguintes (D’ARCHIVIO et al., 2010).

Estudos epidemiolégicos em humanos, com consumidores de café
também tendem a apresentar resultados duvidosos, uma vez que nesses
estudos geralmente € analisada a frequéncia de consumo (em copos ou
xicaras), mas dificilmente é considerado o tamanho do recipiente, a forma de
preparo, a concentracdo da bebida, dentre outros fatores importantes para se
determinar o real consumo (HIGDON e FREI, 2006). Sendo assim, estudos
com modelos animais podem ser muito valiosos.

Com relacédo a atividade antioxidante in vivo, alguns estudos realizados,
utilizando-se como matriz o café ou outras, estdo exposto na tabela 1. Nao
foram encontrados, porém, estudos que avaliassem a atividade antioxidante in
vivo, comparando-se diferentes métodos de extracado para preparo da bebida

de café.
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Tabela 1. Caracteristicas de alguns estudos de atividade antioxidante (AA) in vivo, em ratos

Numero L Material X
o . o Caracteristica dos Tempo de Formade o Ensaios de
Referéncia Matriz Objetivo de o Dose do tratamento o biolégico . Resultados encontrados
o animais tratamento sacrificio AA realizados
animais coletado
. Ratos Wistar — Somente o vinho com maior atividade in
Comparar atividade 5 grupos . . . | o
MACEDO et X X L o . Passaram por dieta rica Correspondente a 250 = Sangue e SOD, CAT, vitro apresentou também maior in vivo.
Vinho tinto antioxidante in vitro e in de 10 . i 4 semanas Né&o especificada ) o .
al, 2013 . L em gordura para induzir mL por adulto de 70 kg figado GPx e TBARS Nos outros, nédo foi encontrada diferenga
vivo animais
estresse oxidativo significativa
Verificar o efeito da . .
. B 6 grupos Ap6s 1 hora, a atividades das enzimas
VICENTE et administragédo de café . i . o = SOD, CAT e | .
Café L de 8 Ratos Wistar saudaveis Dose Unica Né&o especificada Né&o especificada Figado aumenta. Até 4 horas depois, volta ao
al, 2011 sobre o estresse oxidativo, o GPx
animais nivel basal
com o tempo
L . Infusdo incorporada na i
Comparar as atividades de 14 grupos Ratos Wistar — ~ ~ ; Sangue, Houve diferenga entre os valores
CARVALHO , B . . o rac&o (100 mL/Kg) ou Puncéo cardiaca e )
Café café orgéanico e tradicional, de 10 Estresse oxidativo 12 semanas L N . . figado e TBARS encontrados para ratos que receberam
etal, 2011 o L . X po incorporado na ragao exsanguineagao . .
in vivo animais induzido com DMH colon café e para os que nao receberam
(40g/Kg)
. Determinar a atividade 4 grupos Correspondente ao ~ ; . Houve diferenga significativa entre o
ABRAHAO et , o Ratos Zucker X Puncéo cardiaca e Figado e o
Café antioxidante antes e de5 . . 30 dias consumo humano de . . TBARS diabético controle e o tratado, mas néo
al, 2012 . N o diabéticos ; exsanguineacao rim
depois da torragdo animais 250 mL de café houve entre o normal controle e o tratado
Analisar o possivel efeito A concentragéo de MDA diminuiu com o
do café cafeinado e 8 grupos Ratos Wistar - Estresse Correspondente ao consumo de café cafeinado nos ratos com
VIANA et al, 3 . . X . N = Sangue e SOD, GPx, . . N
Café descafeinado no estresse de 8 oxidativo induzido por 21 dias consumo humano de Né&o especificado . estresse induzido. Mas ndo mostrou
2012 . . . L . L 3 musculo TBARS . L N
oxidatvo induzido por animias atividade fisica 200 mL de café influéncia nos ratos saudaveis. N&o houve
atividade fisica diferen¢a na atividade das enzimas
Avaliar o efeito
antidiabético do extrato 6 grupos . Foi encontrada diferenga significativa para
SARKHAIL et o . i . X Diferentes N » Figado e TBARS, SOD, o
Phlomisanisodonta etandlico da planta, de 6 Ratos Wistar diabéticos 10 dias 5 Néo especificado todos os testes entre o controle diabético
al, 2007 . ) o concentragdes sangue CAT, GPx
avaliando também a animais e os tratamentos
atividade antioxidante
Para o teor de TBARS s6 foi encontrada
. diferenga comparando-se o grupo com
Observar o efeito protetor . TBARS, SOD, ~ ~ ~
o 6 grupos Ratos Wistar - Estresse . CCatratado ou ndo, mas ndo em relagéo
ROESLER, . do extrato etandlico de . . X Diferentes Overdose de ) CAT, GPx, GR ) |
Araticum . de7 oxidativo induzido por 14 dias . . Figado ao controle saudavel. Ja no caso de
2011 araticum sobre o estresse o concentragdes anestésico e teor de X .
L animais CCla ) algumas enzimas, foi encontrada
oxidativo glutationa

diferenca, porém com diminuicéo da
atividade
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. DESCRICAO DA AMOSTRA

As amostras utilizadas nos testes foram bebidas preparadas a partir de
uma unica amostra de pd de café selecionada, contendo grdos torrados e
moidos da espécie Coffea arabica, cultivados da maneira convencional.

A amostra escolhida foi adquirida em um supermercado de Belo
Horizonte-MG, em 8 de junho de 2013. As descri¢cdes presentes na embalagem
do produto indicavam que se tratava de Café Bourbon Amarelo, produzido na
Fazenda Samambaia, localizada no Sul de Minas Gerais. As caracteristicas
sensoriais descritas eram de aroma frutado, corpo médio, acidez destacada,
docura média alta, sabor remanescente prolongado e doce. O produto
apresentava a indicagao da granulometria como “café moido para expresso” e
torracdo como média e era proveniente da Safra 2010.

A escolha da amostra objetivou que fossem preparados os diferentes
tipos de extratos a partir de uma Unica amostra, para que nenhuma outra
variavel que ndo o tipo de extracdo interferisse na atividade antioxidante. O
grau de torracdo médio foi escolhido por apresentar maior atividade
antioxidante e a granulometria “para expresso” foi escolhida porque é critica
para a preparacéo de café expresso, e sendo assim preparando-se o filtrado e
o fervido com o pé da mesma granulometria, evita-se a interferéncia dessa
variavel.

Dessa amostra, foram preparados trés tipos de extratos, utilizando
diferentes tipos de extracao: café preparado por infusdo e filtrado (tradicional),
café preparado por decoccédo e sem filtracdo (fervido) e café extraido por agua

pressurizada (café expresso).
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4.2.PREPARO DAS AMOSTRAS

4.2.1. Preparo das bebidas

As bebidas de café tradicional filtrado, fervido e expresso foram
preparadas de acordo com o método recomendado pela ABIC, com
adaptacdes. Em papel de filtro comercial sobre porta-filtro, foram colocados
para cada 1000 mL de bebida, 100 g da amostra, sendo que a agua foi vertida
sobre a amostra a 90°C. O filtrado foi recolhido em béquer (ABIC, 2012).

A bebida café fervida foi preparada por decoccao a partir da amostra de
café adaptada as quantidades recomendadas pela ABIC, descritas
anteriormente. Em um béquer, foram colocados 100 g do p6 de café para cada
1000 mL de agua. O conjunto foi levado a ebulicdo e mantido por 5 minutos
apos seu inicio. O béquer foi entdo colocado em repouso por aproximadamente
10 minutos para proceder a decantacéo do pé.

A bebida café expresso foi preparada, utilizando a mesma quantidade
inicial de amostra e o mesmo volume final, em maquina de café expresso
(pressdo = 9 bar). De cada vez, foram colocados 5 g de p6 de café no filtro e
foram recolhidos 50 mL da bebida no bocal, apés o preparo padronizado da
maquina, que dura cerca de 10 segundos. O procedimento foi repetido até se
atingir a quantidade final requerida de 1000mL.

As bebidas preparadas foram utilizadas para a realizacdo dos testes de
atividade antioxidante in vitro, e também foram administradas, por gavagem,
aos animais no ensaio in vivo, como sera descrito posteriormente. Para a
realizacdo dos testes in vitro as bebidas foram previamente liofilizadas. Para os

testes in vivo, foram utilizadas na forma de extrato aquoso.

4.2.2. Liofilizagcdo das amostras

Para a liofilizacdo, foram utilizados 50 mL de cada uma das trés
amostras de bebidas. Inicialmente, as mesmas foram congeladas em
ultrafreezer a -80°C e posteriormente levadas ao liofilizador. Elas

permaneceram no processo de sublimagédo durante aproximadamente 3 dias,
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até que foi observada a completa secagem. Posteriormente, o po6 resultante foi
transferido para frascos identificados, para que fossem realizados os testes in

vitro.

4.3. ENSAIOS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTEiInN vitro

4.3.1. Método de Captura do Radical DPPH

Para a andlise da atividade antioxidante pela captura do radical DPPH
foi utilizado o método desenvolvido por Henriques, Castilho & Braga (2012), em
microescala. As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em etanol, gerando
solugcbes com concentracbes variando de 4,3 a 71,4 pg/mL. Foi também
preparada uma solugéo etandlica de DPPH a 0,3 mM. Em cada poco de uma
microplaca de 96 pocos foi adicionada 100 pL da solugdo da amostra em cada
uma das concentracdes e 40 pL da solucdo de DPPH com o ultimo po¢o nao
contendo amostra (controle). A andlise foi realizada em triplicata. A
absorvanciafoi lida em Leitor de ELISA (U-2900, HITACHI)a A 516 nmapdés 30
minutos da adicdo de DPPH e a capacidade de reduzir o radical DPPH (% de

atividade antioxidante) foi calculada utilizando a equacéo:

% Atividade =(Aam / Ac ) x 100

Em queAam é a absorvancia lida para a amostra e Ac € a absorvancia lida para
o DPPH sem amostra (controle). Os percentuais de atividades foram levados a
uma curva atividade x concentracdo, obtida por regressdo linear, e, pela
equacdao da reta, foi calculada a concentracdo capaz de inibir 50% do DPPH,

ou concentracgdo eficaz em 50% (CEsox).
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4.4.2. Método de Captura do Radical ABTS - Capacidade
Antioxidante Equivalente do Trolox (TEAC)

Para a andlise da atividade antioxidante pela captura do radical ABTS,
foi desenvolvido um método em microescala, baseado no descrito por Ruffinoet
al. (2007). As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em metanol, gerando
solugbes com concentracdes variando de 6,25 a 50,0 pug/mL. Previamente, foi
preparada uma solucdo do reagente ABTS pela mistura de 4,912 mL de ABTS
7mM com 88 L de persulfato de potassio 140 mM, mantida em repouso por 16
horas, e sendo posteriormente ajustada a sua absorbancia até o valor de 0,70
+ 0,02. Em cada poco de uma microplaca de 96 pocos foram adicionados5 pL
da solucédo da amostra em cada uma das concentracdes e 195 pL da solucéo
de ABTS com o ultimo poco ndo contendo amostra (controle). A analise foi
realizada em triplicata. A absorvancia foi lida em Leitor de ELISA (U-2900,
HITACHDa A 734 nm apdés 6 minutos da adicdo de ABTS e a capacidade de
reduzir o radical ABTS (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando a

equacao:

% Atividade =(Aam / Ac ) x 100

em que Aam € a absorvancia lida para a amostra e Ac € a absorvancia lida
para o ABTS sem amostra (controle).

A curva de atividade antioxidante (ou de inibicdo do radical ABTS)
versus concentracdo para o Trolox, foi construida utilizando as mesmas
guantidades de amostra e do reagente, porém, variando as concentracées de
0,625 a 9,375 pg/mL, correspondentes a 0,0025 a 0,0375 pmol/mL, além do
controle sem a substancia. A porcentagem de atividade antioxidante foi
calculada conforme ja descrito para o DPPH e as curvas atividade x
concentracdo foram construidas, tanto para amostra quanto para o Trolox. A
atividade da amostra foi calculada em relagcédo a do Trolox, pela razéo entre as
inclinacdes das curvas para amostra e para o Trolox, com os resultados sendo
expressos em pmol TEAC/g de amostra. O valor de inclinagdo para o Trolox foi
obtido pela média entre os obtidos para as trés curvas. Cada valor de TEAC foi

obtido a partir da razéo da inclinacdo de uma curva da amostra com a média do
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Trolox. Por fim, o valor médio de TEAC foi obtido pela média do valor TEAC

para as trés curvas, de cada amostra.

4.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vivo

A experimentacdo animal foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, sob o protocolo de n°34/2011.

Foram utilizados 32 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus), provenientes do Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG,
recém-desmamados e com idades ente 27 e 32 dias. Os animais foram
mantidos individualmente em gaiolas de plastico com tampa e bebedouro de
metal. Eles foram alimentados, durante todo o experimento com racdo de
biotério (Labina, PR, Brasil) e agua ad libitum.

Durante 4 dias foi procedido o periodo de adaptacdo, em que os animais
receberam somente a alimentacdo padrdo. Apds esse periodo, 0s animais
foram divididos em 4 grupos de 8 animais, e receberam, diariamente, durante

30 dias, por gavagem, 5 uL/g de peso de cada animal das seguintes bebidas:

Grupo 1 — Agua (controle)
Grupo 2 — Café filtrado
Grupo 3 — Café fervido
Grupo 4 — Café expresso

A gquantidade recebida de bebida por animal, diariamente, foi calculada
para simular um consumo de 350 mL de bebida café para um adulto de 70 Kg.
O consumo de 300 a 500 mL por dia é o recomendado para se obter efeito
antioxidante (BONITA et al., 2007).

O peso dos animais variou de 70 a 490 g durante os experimentos. Com
isso, o volume de café ministrado variou de 0,4 a 2,5 mL. A cada 3 dias, 0s
animais eram pesados e o volume de café a ser ministrado era calculado.

Apos os 30 dias de experimentos, os animais foram submetidos a jejum

de 24 horas e anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina (80 mg/Kg
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de peso) e xilazina (16 mg/Kg de peso), provenientes de uma solucdo 10
mg/mL de cetamina e 2 mg/mL de xilazina. Apés esse procedimento, foi
retirado, por puncédo cardiaca, cerca de 8mL de sangue dos animais, recolhidos
em tubos com e sem EDTA, para que fossem procedidos os testes
bioguimicos.

Constatada a morte do animal (perda de sinais vitais), foi feita uma
incisdo na linha média do abdémen com o auxilio de pinca e tesoura, com o
cuidado de retirar primeiro os pélos antes de expor a cavidade peritoneal.
Desta, o figado foi isolado, cortando-se todas as conexdes vasculares e
removido. Os figados foram entdo congelados em nitrogénio liquido e mantidos
em ultrafreezer a -80°C até o momento de se preparar a suspensdo de

hepatdcitos isolados.

4.4.1. Testes de parametros bioquimicos nos animais tratados

Utilizando-se kits diagndsticos gentilmente cedidos pela Bioclin, e
utilizando-se as instrugdes do fabricante, foram realizados os seguintes testes
bioquimicos no sangue dos animais: Glicose, Hemoglobina, Uréia, Magnésio,
Proteinas, Albumina, Fosfatase Alcalina, Amilase e Creatinina. Os Kits
continham padrdes de concentracGes definidas e reagentes colorimétricos,
sendo as leituras realizadas por espectrofotometria no UV/visivel, nos

comprimentos de onda especificos.

4.4.2. Preparo da suspensdo de hepatdcitos isolados

Para a obtencdo da suspensédo de hepatocitos isolados, foi utilizado o
procedimento descrito por Lima (2008). O figado foi pesado e homogeneizado
com um volume trés vezes maior que a massa pesada de tampdao fosfato de
potassio (0,1 MpH 7,0), utilizando-se um ultraturrax. O homogeneizado foi
entdo centrifugado a 1010 xg por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado
e novamente centrifugado, a 11200 xg, por 20 minutos a 4°C, retirando-se

novamente o sobrenadante. Desse Uultimo, cerca de 2mL passou por
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ultracentrifugacdo e o restante foi retirado para ser utilizado no teste de
TBARS. Os 2mL retirados anteriormente passaram por ultracentrifugagcéo a
105.000 xg por 60 minutos a 4°C. Deste ultimo tratamento, foi obtida a fracédo

citosdlica, utilizada na determinacao das atividades das enzimas antioxidantes.

4.4.3. Determinacao do teor de proteinas

Todas as unidades de medida dos ensaios enziméticos utilizam como
denominador a quantidade em massa de proteina, uma vez que se referem a
atividades enzimaticas. Para determinacao do teor de proteinas das amostras,
foi utilizado o método de Bradford (1976), adaptado para as condi¢cdes do
laboratério. Para cada uma das amostras de suspensdo de hepatdcitos
ultracentrifugada, 100 pL foram retirados e diluidos em 900 pyL de tampao
fosfato 0,1 M. Dessas amostras diluidas, 50 pyL foram aliquotados em tubos
falcon e foram adicionados 950 pL de agua deionizada e 1,5 mL de Reagente
de Bradford. Apos repouso de 5 minutos, foi realizada a leitura em
espectrofotometro em A 595 nm. Para interpretacdo dos resultados, foi feita,
previamente, uma curva analitica de calibracdo com soro-albumina bovina,

variando a concentragao entre 2,0 e 18,0 ug/mL. .

4.4.4. Avaliacdo da peroxidacdo lipidica pela formacdo de

substéancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para esse teste, foi utilizado método baseado no descrito por Buege e
Aust (1978). Foram aliquotados 100 pL de cada amostra de suspensao de
hepatdcitos ndo-ultracentrifugada e colocados em tubos falcon, adicionados de
1,0 mL de acido tricloroacético (TCA) 12%. A mistura foi agitada em vortex e,
logo apos, foram adicionados 900 pyL de tampao 60 mM de Tris-HCI (pH 7,4
DTPA 0,01 mM) e 1,0 mL de acido tiobarbitarico (TBA) a 0,73%. A solucéao foi
novamente agitada em vortex e os tubos foram levados a banho de agua
fervente por 1 hora, sendo entdo resfriados em geladeira por 20 minutos.

Subsequentemente, foi feita a leitura em espectrofotdbmetro em A 535 nm. Para
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interpretagdo dos resultados, foi feita, previamente, uma curva analitica de
calibracdo com 1,1,3,3-tetrametoxipropano, que em meio acido gera MDA,

variando a concentracao entre 0,5 e 2,5 umol/L .

4.4.5. Avaliacdo da atividade das enzimas hepaticas

4.4.5.1. Catalase (CAT)

Para determinar a atividade da catalase (CAT), foi utilizado método
baseado no descrito por Aebi (1984). Previamente, o meio de reacdo foi
preparado, com uma aliquota de 60 pL de peréxido de hidrogénio 35 % sendo
transferida para baldo volumétrico de 100 mL e completando-se o volume com
dgua. Em um frasco ambar, forammisturados90 mL dessa solugcdo a 5mL de
tampdo 1M Tris (pH 8,0 EDTA 5mM) e 4 mL de agua. Em microtubos
eppendorf, 20 uL da amostra foram entéo diluidos em 380 pL de tampé&o 0,1 M
fosfato pH7,0 e 100 pL desta diluicdo foram colocados em cubeta de quartzo.
Em seguida, foram adicionados na mesma cubeta 2,90 mL do meio de reacéao,
procedendo a leitura a A 230 nm, imediatamente e ap6s 3 min. A absorvancia
final menos a inicial gera o resultado expresso como AE. O resultado final foi

expresso em unidades arbitrarias (AE/min/g de proteina).

4.4.5.2. Glutationa Redutase (GR)

Para a determinagdo da atividade da glutationa redutase (GR) foi
utiizado método baseado no descrito por Carlberg e Mannervick (1975).
Previamente, o meio de reacédo foi preparado, com a mistura de 0,0172 g de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH); 0,0654 g de glutationa oxidada
(GSSG) e 20 mL de solugcdo de DTPA 0,005 M, em 50 mL de tampé&o fosfato
0,1 MpH 7,0 e 30 mL de agua destilada. Em seguida, foram adicionados em
cubeta de quartzo 150 pL de amostra e 2,85 mL do meio de reacao,

procedendo a leitura a A 340 nm, imediatamente e apés 1 min. A absorvancia
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final menos a inicial gera o resultado expresso como AE. O resultado final foi

expresso em unidades arbitrarias (AE/min/g de proteina).

4.5. ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo das médias foi feita pela analise de variancia (ANOVA)
(MONTGOMERY, 2000). Este método se baseia em particionar a variancia
total de uma determinada resposta (varidvel dependente) em duas partes: a
primeira devida ao modelo de regressao (no caso, entre grupos) e a segunda
devida ao residuo ou erro (dentro dos grupos). Quanto maior for a primeira em
relacdo a segunda, maior é a evidéncia da diferenca entre as médias dos
grupos. Esse modelo tem como pressuposto que seus residuos tenham
distribuicdo normal com média 0 e variancia constante (AMARALet al., 2012).
Havendo diferenca significativa entre as médias, foi feito o Teste de Diferenca
de Médias de Tukey, com 95 % de significancia.

O tamanho da amostra biol6gica (nimero de animais) foi calculado
considerando-se o intervalo de coeficiente da média, resultando-se em oito

animais por grupo, num total de trinta e dois animais (SAMPAIO, 2010).

5. RESULTADOS

5.1. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro

Nas tabelas 2 e 3 sédo apresentados os resultados dos ensaios in vitro,

dos ensaios do DPPH e do ABTS, respectivamente.
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Tabela 2. Valores de CEso obtidos no método de captura do radical DPPH nos
diferentes métodos extrativos de café Bourbon Amarelo

Amostra CE,,(Hg/mL = DP)
T b
Café filtrado 36,96 + 1,20
Café fervido 66,00 + 2,02 ¢
Café expresso 30,53 +1,72 2

Médias seguidas por letra mindscula nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Valores de CEso obtidos no método de captura do radical ABTS,
expresso em TEAC nos diferentes métodos extrativos de café Bourbon

Amarelo.

Amostra

amostra + DP)

Valor de TEAC (umol de Trolox/g de

Café filtrado

611,90 + 52.67

Café fervido

b
428,39 + 35,62

Café
expresso

556.05, + 42,67

Médias seguidas por letra mindscula nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

5.2. ENSAIOS BIOQUIMICOS

Os resultados dos ensaios bioquimicos realizados nas amostras de

sangue dos animais tratados estdo resumidos na Tabela 4. Somente para a

glicose foi encontrada diferenca estatisticamente significativa.

Tabela 4. Resultados dos ensaios bioquimicos realizados nas amostras de
sangue dos animais tratados com diferentes extratos de café Bourbon amarelo,
expressos em média + desvio-padrao

Ensaio Controle Café filtrado | Café fervido Café
expresso
Glicose 133,63 + 88,89 +33,47 | 75,60 £ 18,24 | 73,22 +12,12
(mg/dL) 57,242 b b b
Hemoglobina | 14,62 + 12,27 | 15,02 +2,22 | 15,42+0,93 | 15,69+1,83%2
(g/dL) a a a
Uréia 52,73 +12,04 | 54,37 + 14,12 | 54,03 + 23,73 | 59,67 + 10,02
(mg/dL) mg/dL? mg/dL? mg/dL? mg/dL?
Magnésio 0,28 +0,13 0,26 +0,11 0,27 +0,18 0,30+0,12
(mg/dL) mg/dL? mg/dL? mg/dL? mg/dL?
Proteinas 3,58 + 0,56 3,53+0,40 4,06 +0,20 4,09+ 0,20
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Totais (g/dL) g/dL? g/dL? g/dL? g/dL?
Albumina 1,65+0,33 1,74 £ 0,21 1,56 £ 0,18 1,61 +£0,15
(g/dL) g/dL? g/dL? g/dL? g/dL?

Fosfatase 32,29+351 | 38,73+7,55 | 33,27 +4,30 | 37,01 +£4,56
Alcalina (U/L) U/L? U/L? U/L2 U/L?
Amilase 0,012 + 0,004 | 0,010 + 0,001 | 0,010 + 0,002 | 0,011 + 0,001
(U/dL) u/dL? u/dL? uU/dL? u/dL?
Creatinina 0,60 + 0,02 0,55 + 0,06 0,56 £ 0,13 0,53 + 0,08
(mg/dL) mg/dL? mg/dL? mg/dL? mg/dL?

Médias seguidas por letra mindscula nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

5.3. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vivo

Nas tabelas 5, 6, 7 e 8 sdo apresentados os resultados dos testes
realizados nas amostras de figado coletadas dos animais tratados,
respectivamente, de proteina, TBARS, catalase e glutationa redutase,

acompanhados das respectivas andlises estatisticas.

Tabela 5. Valores de teor de proteinas obtidos nas amostras hepéticas dos
animais tratados com os diferentes extratos de café Bourbon Amarelo

Amostra Teor de proteinas (g/100g +
DP)

Controle 24,01 + 7,652

Café filtrado 12,72 + 13,36

Café fervido 18,56 + 7,442

Café expresso 13,88 +£2,182

Médias seguidas por letra minascula nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Tabela 6. Valores de teor de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS) obtidos nas amostras hepaticas de animais tratados com diferentes
extratos de café Bourbon Amarelo

Amostra Teor de TBARS (umol de MDA/g de figado = DP)
Controle 4,44 +£ 1,312
Café filtrado 4,34 + 0,462
Café fervido 5,562 + 0,912
Café expresso 5,14 +1,112

Médias seguidas por letra minascula nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Valores de atividade da enzima catalase obtidos nas amostras
hepaticas de animais tratados com diferentes extratos de café Bourbon
Amarelo

Amostra Atividade da catalase (AE/min/g de proteina * DP)
Controle 349,44 + 299,112
Café filtrado 413,30 + 89,562
Café fervido 413,52 £ 237,502
Café expresso 318,98 + 70,892

Médias seguidas por letra mindscula nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Tabela 8. Valores de atividade da enzima glutationaredutase obtidos nas
amostras hepéticas de animais tratados com diferentes extratos de Café
Bourbon Amarelo

Amostra Atividade da glutationaredutase (AE/min/g de
proteina + DP)

Controle 378,39 + 143,012

Café filtrado 480,97 + 86,722

Café fervido 442,59 £ 129,652

Café expresso 349,22 + 62,222

Médias seguidas por letra mintscula nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

6. DISCUSSAO

6.1. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro

De acordo com os resultados, ha diferencas estatisticamente
significativas entre os valores de atividade antioxidante obtidos, tanto no ensaio
de captura do radical livre DPPH quanto no ensaio de captura do radical ABTS,
para os trés tipos de preparo da bebida, embora a ordem obtida seja diferente
nos dois testes.

No caso do radical DPPH, quanto menor o valor de CEso%, maior a
atividade. Assim, o café expresso apresentou a maior atividade, seguido pelo
café filtrado, e por dltimo o fervido. No caso do radical ABTS, quanto maior o

valor TEAC, maior a atividade. Assim, verificou-se uma menor atividade para o
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café fervido, sendo que para os cafés filtrado e expresso ndo ocorreu variacao
significativa.

Embora os resultados diferentes obtidos impecam uma melhor avaliacdo
sobre a diferenca entre as atividades antioxidantes dos cafés filtrado e
expresso, comprovou-se que o café fervido apresenta atividade antioxidante
menor. Esse fato, pode ser explicado por uma condicdo mais intensa utilizada
na extracao, pelo menos com relacéo ao café filtrado, pois na decoccéo a agua
em ebulicdo permanece mais tempo em contato com o p6 do café. Entretanto,
de acordo com esse resultado, pode-se inferir que essa condi¢do néo favoreca
a extracdo de compostos com atividade antioxidante, mas, provavelmente,
acelera sua degradacao.

O café expresso, extraido por pressdo, apresenta condicdes de extracdo
ainda mais drasticas. Embora o tempo de extracdo seja menor, a pressado da
agua sobre o p6 é maior, possibilitando a utilizacdo de uma temperatura mais
alta. Entretanto, o fato de os dois testes terem obtido atividades diferentes faz
gue com que nao se possa ter uma conclusédo definitiva, por esse estudo, se
essas condi¢cdes favorecem a extracdo ou a degradacdo de compostos com
atividade antioxidante.

Outros estudos também mostraram resultados divergentes com relacao a
esse tema: no estudo de Parras et al. (2007), preparacdes de café filtrado,
expresso e italiano (que também usa como principio a infusdo) foram
preparados utilizando-se em geral 7 g de p6 de café para 40 mL de bebida.
Nesse estudo, comparando-se 0s tipos de extracdo realizados, constatou-se
que o café fitrado teve maior atividade antioxidante que o
expresso.lgualmente, no estudo de Sanchez-Gonzalez, Jimenez-Escrig e
Saura-Calixto (2005), em que foi avaliada a atividade antioxidante por varias
metodologias, inclusive ABTS, o café filtrado apresentou maior atividade que o
expresso. Nesse estudo, porém as concentragfes de po de café utilizadas
diferiram entre os métodos. Entretanto, no estudo de Niseteoet al. (2012),
utilizando-se uma concentracdo de 5 g de p6 de café para cada 50 g da bebida
foi encontrada maior atividade para o expresso, e inclusive o café turco, um tipo
de café fervido, apresentou maior atividade que o filtrado. E importante porém

frisar que nesses estudos foram utilizados sempre equipamentos eletrénicos
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para o preparo do café, sendo que nenhum deles utilizou o preparo manual,
como no presente estudo.

A concentracdo utilizada no presente estudo foi a recomendada pela
Associacao Brasileira de Industrias de Café (ABIC) e sendo assim corresponde
aos habitos da populacéo brasileira, 0 que pode explicar as diferencas entre as

concentragodes utilizadas nesse estudo e em outros estudos.

6.2. ENSAIOS BIOQUIMICOS

As acdes do café no organismo, sendo elas relacionadas ou ndo a
atividade antioxidante, podem alterar parametros fisiologicos e bioquimicos.
Assim, a realizacdo de ensaios bioquimicos no sangue dos animais tratados
pdde subsidiar discussdes sobre as alteracbes que a atividade antioxidante

promove no organismo, além de outros efeitos do café relacionados a saude.

Ao se fazer a leitura dos testes para a avaliagdo dos parametros
bioguimicos realizados, € possivel observar que somente para a quantificacdo
da glicemia houve diferenca significativa. Os animais controle apresentaram
maior glicemia que os tratados com as bebidas de café obtidas pelos diferentes
meétodos extrativos. A glicemia de ratos com livre acesso a alimentagéo e agua
varia de 70 a 135 mg/dL (CAMPOS-FLORIAN et al., 2013), faixa que abrange
os valores encontrados. O efeito hipoglicemiante foi, portanto, comprovado por
esse teste e pode ser devido a presenca de acido clorogénico, uma vez que,
além da acado antioxidante, sabe-se que ele inibe transportadores de glicose
dependentes de soédio, podendo interferir na secrecdo de peptideos
gastrointestinais com efeito hiperglicémico (GAMBARONE e ROSA, 2007,
ABRAHAO et al., 2013) e ainda inibe a enzima glicose-6-fosfato, o que interfere

diretamente no metabolismo da glicose (MAHER, 2010).

Outros estudos também avaliaram o efeito hipoglicEémico do café,
gerando, porém, resultados um pouco diferentes. No estudo de Abrah&o et al.

(2013), verificou-se que a ingestao de café por 30 dias foi capaz de reduzir a
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glicemia de ratos diabéticos, porém, ndo de ratos sadios. Ja Rebello et al.
(2011) conduziram um estudo com humanos asiaticos, com populacdo
multiétnica, aplicando questionario de habitos e realizando testes bioquimicos,
e também néo encontrou reducdo de glicemia com o consumo de café, mas
alteracbes em outros marcadores do metabolismo glicémico. A mesma
auséncia de interacdo foi obtida nos estudos de Wedick et al. (2011) e Van
Djiket al. (2010). Assim, pouca evidéncia sobre a relagcdo entre o consumo de
café e a reducdo da glicemia em individuos saudaveis € encontrada, mas
varios outros fatores de risco do desenvolvimento de diabetes tipo Il tém sua

expressao modificada com o consumo de café (SMITH et al., 2006).

Ja em relacdo a outros parametros bioquimicos, Duarte et al. (2009)
conduziram um estudo semelhante ao presente, avaliando colesterol e
triglicérides, acido urico e parametros hematolégicos em ratos saudaveis. No
citado estudo também nado ocorreu diferenca significativa entre os grupos
controle e tratado para ingestao cronica (30 dias), e houve similaridade entre os
valores obtidos no teste de hemoglobina, Unico ensaio em comum realizado,

com os do presente estudo.

Lima et al. (2013) avaliaram a albumina sérica, encontrando diferenca
significativa entre as concentracdes desse componente em ratos tratados com
bebida filtrada de café em relagdo aos controle. Mas nesse estudo, 0 estresse
oxidativo foi induzido pela administracédo de CCls4, ou seja, ndo foram utilizados

animais saudaveis, como no presente estudo.

Jéa a uréia no sangue foi avaliada no estudo de Abrahéo et al. (2013), no
qual ndo foi encontrada diferenca significativa entre os valores determinados
para ratos, tanto normais quanto diabéticos, tratados ou ndo com bebida de

café.

A nao influéncia do consumo do café na maioria dos parametros
bioquimicos, no entanto, se ndo comprova novas propriedades benéficas,
também indica a auséncia de uma toxicidade elevada do café, como era
anteriormente difundido. Assim, refor¢ca-se a utilizagdo do café como um

alimento com potencial atividade biologica benéfica e reduzido risco.
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6.3. ENSAIOS ANTIOXIDANTES in vivo

Na avaliacdo dos resultados obtidos, nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre o controle e os tratamentos, nem entre os
tratamentos comparados entre si, para os testes de atividade antioxidante in
vivoem extratos hepaticos dos animais tratados. Esse resultado contraria os
ensaios in vitro realizados, que apontam em geral diferenca significativa entre
as atividades das trés amostras (Tabelas 2 e 3). A ndo correspondéncia entre
0s resultados dos testes in vivo e in vitro pode ser explicada pela acdo do
metabolismo dos animais tratados. Macedo et al. (2013) desenvolveu um
estudo em que foram feitas analises in vivo em trés amostras de vinho tinto das
quais ja tinha sido feita a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro
previamente. Os resultados também ndo apresentaram correlacdo entre si:
para a concentracdo de MDA, ndo houve diferenca significativa entre controle e
amostras nem entre as amostras, com excecdo daquela que tinha maior
atividade in vitro. Ja no teste da catalase, foi encontrada, inclusive, uma
atividade maior na amostra que tinha menor atividade in vitro, mostrando,
assim, uma nao correspondéncia entre os resultados obtidos nos ensaios
antioxidantes in vitro e in vivo, assim como no presente estudo. Foi discutido
nesse trabalho que a correspondéncia entre estudos de atividade antioxidante
in vitro e in vivo depende dos marcadores de estresse oxidativo escolhidos,
ocorrendo menor correlacdo quando se avaliam as atividades e expressodes de
enzimas antioxidantes.

Segundo os resultados encontrados no estudo de Vicente et al. (2011),
existe um pico de atividade das enzimas antioxidantes hepaticas 1 hora apds o
consumo de café, mas essa atividade diminui apds esse tempo, voltando ao
nivel basal até 4 horas apos o consumo. No presente estudo, 0os animais
passam por um jejum de 12 horas até o sacrificio, o que diminuiria essa
atividade. Entretanto, o consumo diario tende a aumentar os niveis basais e a
atividade das enzimas antioxidantes no figado, como observado no estudo de
Carvalho et al. (2011). Nesse estudo, porém, o tempo, em dias, a que 0s
animais foram expostos ao tratamento foi maior — 90 dias —, sendo assim

encontrada diferenca entre controle e tratamentos.
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Em outros estudos em que realizaram testes de atividade antioxidante in
vivo, quando considerados somente ratos saudaveis utilizando tratamentos
com bebidas de café filtrado, também néo foi encontrada diferenca significativa
entre controle e tratamentos no teste de TBARS (ABRAHAO et al., 2012;
VIANA et al., 2012). Os mesmos estudos, entretanto, encontraram diferenca
qgquando compararam ratos com alguma inducdo de estresse oxidativo —
diabetes no primeiro e exercicio fisico extremo, no segundo, o que faz inferir
que a diferenca das atividades antioxidantes de controle e tratamentos se faz
sentir em maior escala quando o estresse oxidativo € induzido.

Com outras amostras que ndo o café, também se observa que a
atividade antioxidante se da em maior grau quando ha inducdo do estresse.
Sarkhailet al. (2007) testou a espécie vegetal Phlomisa nisodonta em
experimento com ratos diabéticos, encontrando diferenca significativa para
TBARS e para a catalase. JA ROESLER (2011), testou a atividade antioxidante
in vivo do araticum (Annona crassiflora), induzindo o estresse oxidativo nos
animais previamente com tetracloreto de carbono (CCls). Em relacdo ao teste
de TBARS, para os animais em que houve a inducdo do estresse, houve
diferenca significativa entre o controle e os tratamentos, mas para agueles em
que nado foi feita essa inducdo, ndo houve. Em relacdo as enzimas
antioxidantes, diferencas foram encontradas mesmo entre controle saudavel e
tratamentos, porém, com diminui¢do da atividade, o que nao é esperado.

Na Tabela 1 da sessdao de Revisdo Bibliografica, encontram-se
resumidos os dados dos experimentos aqui discutidos. E importante frisar,
porém, que nao foram encontrados estudos que avaliassem, in vivo, diferentes
formas de extracdo para o preparo do café, ou seja, os estudos discutidos sédo
referentes ao estudo de outros fatores que influenciam a atividade antioxidante.
Tomando-se por base as discussfes relativas a esses experimentos e 0s
resultados obtidos no presente estudo, embora ndo tenha ocorrido diferenca
significativa entre as atividades antioxidantes in vivo dos grupos controle, café
filtrado, café fervido e café expresso, outros estudos podem ser realizados para
refinar esse resultado, modificando algumas das condi¢cdes experimentais,
como a modificacdo da relacdo entre a massa de café utilizada e o solvente
utilizado, o aumento do periodo de tratamento ou tempo de analise ap6s a

ingestao do café e a inducao do estresse oxidativo previamente nos animais.
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7.CONCLUSOES

A bebida de café pode ser preparada utilizando-se diferentes métodos
extrativos: por infusdo e posterior filtragcdo em filtro de papel, obtém-se o café
agui chamado de filtrado; por decoccédo, sem filtracdo, o café fervido; e por
meio de extracdo por pressao, utilizando-se equipamento apropriado, tem-se o
café expresso. Na avaliacdo da atividade antioxidante in vitro, o café fervido
apresentou menor atividade nos dois ensaios de atividade antioxidante
realizados (captura do radical DPPH e captura do radical ABTS), o que pode
indicar que esse método ndo favorece a extracdo, mas provavelmente acelera
a degradacdo de compostos antioxidantes. Com relacdo aos demais métodos
extrativos, foi encontrada maior atividade antioxidante para o café expresso, no
ensaio de DPPH, e ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) no ensaio de ABTS, assim ndo sendo possivel afirmar com precisao
qual deles apresenta maior atividade antioxidante.

A utilizacdo diaria de café, em um periodo de 30 dias, nos ensaios de
atividade antioxidante in vivo reduziu a glicemia dos animais em todos 0s
diferentes métodos extrativos utilizados. Essa reducdo pode ser consequéncia
da atividade antioxidante, como também ser devida a mecanismos de acédo
especificos do acido clorogénico. Com relacdo aos outros parametros
bioquimicos estudados, verificou-se que a ingestdo diaria de café nao os
influenciou, o que afasta o risco de toxicidade elevada no consumo de café.

Na avaliacdo da atividade antioxidante in vivo, entretanto, ndo foi
verificada diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) para a medida da
lipoperoxidacdo e expressdo das enzimas antioxidantes catalase e glutationa
redutase, entre controle e tratamentos e nem entre 0s tratamentos entre si.
Esse resultado contraria diversos estudos encontrados na literatura cientifica,
que apontam que o café possui atividade antioxidante in vivo. Porém,
considerando-se que foram encontradas diferencgas significativas nos testes de
atividade antioxidante in vitro, pode-se sugerir que novos estudos sejam
realizados para refinar os resultados encontrados, alterando-se condi¢cdes do

experimento, como o0 aumento da concentracdo dos extratos, um maior tempo
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de exposicdo ao tratamento e principalmente induzindo o estresse oxidativo
nos animais a serem tratados, para aumentar o limiar de agcdo antioxidante da
amostra.

Assim, conclui-se, com a realizacdo desse trabalho, que o consumo da
bebida café possui importantes beneficios fisioldgicos, e que, por este estudo,
tém-se diferencas entre as atividades antioxidantes in vitro dos diferentes
métodos extrativos, mas que, nas condi¢des utilizadas no estudo, ndo houve
diferenca significativa entre os métodos extrativos na atividade antioxidante in

Vivo.

9. TRABALHOS APRESENTADOS

9.1. Perfil quimico de amostras de café (Coffeaarabica) de diferentes
cultivos e avaliacdo do teor de polifendis totais e da atividade

antioxidante

Evento: XXIl Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil
Data e local: Bento Goncalves-RS, 18 a 21 de outubro de 2012
Forma de submissao: Resumo

Forma de Apresentacao: Poster

9.2. Atividade antioxidante in vitro de bebidas de café: influéncia da
forma de preparo

Evento: VIII Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
Data e Local: Salvador-BA, 25 a 28 de novembro e 2013
Forma de submissao: Resumo Expandido

Forma de apresentacédo: Poster
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