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Resumo:

Pesquisas recentes apontam efeitos fisioldgicos benéficos do consumo de café atribuidos a diversos compostos
nele presentes entre os quais se encontram os compostos fendlicos. O café (Coffea arabica, L.) foi submetido a uma
intensidade de torra média (180°C/10 min) visando preservar o contetido de acidos fendlicos. A atividade antioxidante foi
analisada in vivo ap6s suplementar por gavagem os ratos por 30 dias com doses de (4 mg/kg P.C., 2 mg/kg P.C., 1 mg/kg
P.C., e 0,5 mg/kg P.C.). A lipoperoxidacdo hepatica foi analisada pelo método de TBARS e foi observada reducéao
significativa dos niveis de malonaldeido dos grupos experimentais em relacdo ao grupo controle. Também foi observado
efeito dose-resposta entre os grupos tratados com o extrato aquoso de café torrado a 180°C/10 min.
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ANTIOXIDANT EFFECTS OF AQUEOUS EXTRACT OF COFFEE (Coffea arabica, L.) IN LIVER HEPATIC
OF RATS

Abstract:

Recent researches indicate beneficial physiological effects of coffee consumption attributed to diverse compounds
on it present among that are phenolic compounds. Coffee (Coffea arabica, L.) was submitted to a middle roast intensity
(180°C/10 min) aiming to preserve the phenolic acids content. The antioxidant activity was analyzed in vivo after
supplement for 30 days with doses of (4 mg/kg P.C., 2 mg/kg P.C., 1 mg/kg P.C., e 0,5 mg/kg P.C.). The liver
lipoperoxidation was analised by TBARS method and was observed significant reduction of malonaldehid levels of
experimental groups in relation to control group. Besides was observed dose-response effect between supplemented groups
with aqueous extract of coffee roasted to 180°C/10 min.
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Introducédo

Os radicais livres sdo continuamente produzidos durante as reac@es fisiol6gicas tanto durante a homeostase quanto
em quadros patoldgicos. Porém quando os mecanismos de defesa do organismo ndo sdo suficientes para combaté-los ocorre
0 estresse oxidativo podendo causar injuria tecidual em alvos celulares vulneraveis a oxidagdo como DNA, proteinas e
lipidios (Yeum et al., 2004). Muitas evidéncias sugerem a acao dos radicais livres na fisiopatologia de doencgas cronicas nao
transmissiveis como cancer, diabetes mellitus, doengas neurodegenerativas e aterosclerose (Krings, et al., 2006).

Por outro lado, em estudos epidemioldgicos verificou-se que o consumo de alimentos com alto teor de compostos
antioxidantes esta correlacionado a um menor risco de desenvolvimento de doencgas crénicas ndo transmissiveis como
cancer, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, doencas inflamatérias e neurodegenerativas (Nardini et al., 2002;
Natella et al., 2002; Andueza, Cid e Nicoli, 2004, Yanagimoto et al., 2004; Hington e Frei, 2006; Santos et al., 2006).

O consumo de café representa um dos habitos mais comuns no mundo (Okamura et al., 2005; Ozercan et al., 2006).
Além de ser uma bebida muito apreciada por seus atributos sensoriais o café contém elevados teores de acidos clorogénicos
(Gonthier et al., 2003).

Os acidos clorogénicos constituem um grupo de compostos fenélicos derivados do acido hidroxicindmico formados
principalmente pela esterificacdo do acido quinico com os &cidos cinamico, caféico, feralico ou pelo acido p-cumarico
(AZUMA al., 2000). Pesquisas recentes apontam efeitos fisiolégicos benéficos do consumo de café atribuidos a diversos
compostos nele presentes entre 0s quais se encontram os compostos fendlicos Entre esses beneficios podem ser citadas as
atividades biolégicas apresentadas pelos compostos presentes no café: efeito anticarcinogénico, antiinflamatdrio,
antiaterogénico, e antioxidante (Balasubashini et al., 2004; Santos et al., 2006).

A elevada atividade antioxidante da bebida de café é atribuida a presenca dos acidos fendlicos como o &cido 5-O-
clorogénico, feralico, caféico, sindpico, p-cumarico entre outros (Andueza, Cid e Nicoli, 2004). A atividade antioxidante
desses compostos € exercida mediante quelacdo de metais, sequestro de radicais livres e doacgéo de elétron e hidrogénio
(Krings et al., 2006). Diante do exposto este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante do café no tecido
hepético em ratos que receberam diferentes doses do extrato aquoso de café torrado a 180°C/10 min.



Material e Métodos

A amostra de café (Coffea arabica, L.), safra mar¢o/2003, proveniente da regido sul do estado de Minas Gerais, foi
gentilmente cedida pela Companhia Cacique de Café Soldvel (Londrina — PR).

Torrefagdo: Os grdos foram divididos em quatro lotes, dos quais trés foram submetidos a torrefacdo nas seguintes
condicBes: 140°C/20 min, 160°C/20 min e 180°C/20 min.

Obtencdo dos extratos: A obtencdo dos extratos foi feita por extracdo seqiencial, utilizando solventes de polaridade
crescente (ARAUJO e MANCINI-FILHO, 2004). A propor¢do de amostra/solvente utilizada foi 1:5 para o café in natura e
1:20 para as amostras torradas. Inicialmente, a amostra e o éter etilico foram misturados nas propor¢des citadas e agitados
em um homogenizador por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi filtrada a vacuo e o volume
completado para o valor do volume inicial do solvente em uso. O residuo foi seco a temperatura ambiente e usado para o
calculo da obtencédo dos extratos etandlico e aquoso, seguindo as mesmas etapas para obtencao do extrato etéreo.

Aradjo e Mancini, 2003 avaliaram a atividade antioxidante dos extratos de café in natura e café torrado em

diferentes condic¢Bes de tempo e temperatura pelo método do B-caroteno e acido linoléico. Nesse estudo verificou-se que as
maiores porcentagens de inibi¢do da oxidagdo in vitro foram observadas para os extratos aquosos das amostras torradas ndo
havendo diferenca significativa entre elas (p< 0,05). Como a amostra torrada a 180°C/10 min esta mais proxima da torra
comercial do Brasil (200°C por 19-20 min) ela foi selecionada para realizagéo do ensaio bioldgico.
Avaliagédo da atividade antioxidante in vivo pelo método de TBARS: O projeto de pesquisa com animais foi aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa em Experimentacdo Animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo. O experimento teve duracdo de 30 dias. Apos o desmame foi feito um periodo de adaptagdo de 4 dias antes do
inicio dos tratamentos. Os ratos foram divididos, aleatoriamente, em 5 grupos (n = 8). A suplementacdo dos animais foi
feita diariamente, durante 30 dias e consistiu na administracdo, por gavagem, de extrato aquoso de café nas doses
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 Identificacdo dos grupos de animais dos experimentos

Grupos experimentais Tratamentos
Controle Agua 200 pl/50g de peso corporeo
Grupo 1 4 mg/g de peso corpéreo
Grupo 2 2 mg/g de peso corpéreo
Grupo 3 1 mg/g de peso corpéreo
Grupo 4 0,5 mg/g de peso corpdreo

Apos 30 dias os animais foram sacrificados por decapitacéo e os tecidos hepaticos dos animais do grupo controle e
dos grupos experimentais foram coletados e armazenados a -80°C até 0 momento das analises.

A andlise da lipoperoxidacgdo nos tecidos hepatico dos animais do grupo controle dos grupos tratados com extrato
aquoso do café torrado a 180°C/10 min através da medida das concentragbes das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) segundo metodologia descrita por Winterbourn, Gutteridge e Halliwell (1985). Foram preparados
homogenatos dos tecidos utilizando-se tampéo fosfato de s6diol0 mM , pH = 7,4. Aliquotas de 500 uL do sobrenadante
(preparado com tampao fosfato) foram usadas em tubo de ensaio e acrescentaram-se 500 puL de HCL a 25% (v/v), 45 pL de
BHT etandlico 2% (p/v) e 500 puL de TBA 1% (p/v) em NaOH 0,05M. Esta mistura foi homogeneizada e colocada em
banho-maria fervente por dez minutos. Durante o banho-maria se desenvolveu uma coloracdo avermelhada.

Ap6s serem resfriados em banho de gelo, os tubos foram destampados e a cada um adicionaram-se 1,5 mL de n-
butanol. A mistura foi agitada vigorosamente e centrifugada a 4000 rpm, a 4°C por dez minutos. Feito isto, foram coletadas
as fase superiores para realizacdo da leitura da absorbéncia em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 532 nm.
Todas as determinacdes foram feitas em triplicata e foi usado n-butanol puro utilizando-se como branco. Para os calculos
foi feita uma curva padrdo com 1,1,3,3-tetrametoxipropano (6x10™° mol/L). Os resultados foram expressos em pMol de
equivalentes de MDA/mg de proteina.

A determinacédo do contetdo de proteinas no homogenatos dos tecidos cerebral, cardiaco, hepatico e plasmatico foi
realizada segundo o método de Bradford (1985). Aliquotas de 20 puL do homogenato do tecido analisado foram
completados com 1 mL com agua destilada e adicionadas de 100 uL de reagente de Bradford. A mistura foi agitada, e apds
dez minutos, foram realizadas as leituras das absorbancias a um comprimento de onda de 595 nm. O controle foi preparado
substituindo a amostra por igual volume de agua. Foi feita uma curva padrdo de proteina com solugdo padrdo de albumina
bovina sérica.



Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA), seguida de um teste de comparacao de médias de
Turkey com 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Tabela 2 Peroxidagdo lipidica (umol MDA/mg de proteina) no tecido hepatico dos animais do grupo controle e
experimentais tratados com extrato aquoso de café torrado a 180°C/10 min

Controle 4 mg/g PC 2 mg/g PC 1 mg/g PC 0,5 mg/g PC

Figado 0,19 +0,02° 0,13+0,01° 0,15 +0,02° 0,16 +£0,03* 0,19 +£0,03*

Média + desvio-padréo, n= 8.
Letras iguais indicam diferengas estatisticamente nao significativas ao nivel de 5% (p> 0,05)

Né&o foram registrados casos de morte nem alteragcbes comportamentais entre os animais do grupo controle e tratados
com extrato aquoso de café torrado a 180°C/10 min ao longo do experimento.

Pelos dados expressos na Tabela 2 verifica-se que houve diferenga estatistica entre o indice de lipoperoxidagéo no
tecido hepatico. A maior protecdo do extrato aquoso de café torrado a 180°C/10 min no tecido hepético foi observada nos
animais do Grupo 1 (0,13 uMOL MDA/mg de proteina) tratado com a maior dose (4 mg/kg de peso corporal). O Grupo 2
(0,15 uMOL MDA/mg de proteina) tratado com a dose de 2 mg/kg de peso corporal apresentou um maior nivel hepético de
TBARS em relacdo ao Grupo 1 mostrando haver o efeito dose resposta.

Balasubashini et al. (2004) avaliaram o efeito antioxidante do &cido ferdlico em figado de ratas diabéticas. O
experimento foi feito com dois grupos experimentais tratados com doses equivalentes a 40 mg/kg e 10 mg/kg durante 45
dias. Os pesquisadores verificaram que o tratamento com &cido ferdlico reduziu o estresse oxidativo em animais diabéticos.
Esta redugdo se correlacionou com menores niveis de TBARS no figado dos animais tratados (1,44 mM/100 g de tecido e
2,73 mM/100 g de tecido para a menor e a maior dose respectivamente).em relagcdo ao grupo diabético controle (3,76
mM/100 g de tecido).

Jung et al. (2006) avaliaram a propriedade antioxidante do &cido caféico em camundongos diabéticos. A
lipoperoxidacgdo lipidica foi avaliada pela determinacdo de TBARS no figado e nos eritrécitos. Os niveis de TBARS
verificados no figado dos animais tratados (2,49 nmol/g de tecido) e dos animais do grupo controle (4,88 nmo/g de tecido)
diferiram estatisticamente (p< 0,01). As propriedades antioxidantes foram verificadas também entre os valores de TBARS
determinados nos eritrocitos dos animais tratados (2,27 nmol/g de tecido) e dos animais do grupo controle (nmol/g de
tecido) (p< 0,05).

Ozercan et al. (2006) avaliaram o efeito antioxidante do café instantaneo (IC) na prevengdo de dano hepatico
causado pelo efeito agudo de tetracloreto de carbono (CCL4) em ratos. O café foi adicionado a agua que era servida ad
libitum diariamente numa proporcao inicial de 25% (bebida pronta feita com 2 g de pd) até 100% ao final do experimento.
Apos setenta dias de tratamento, os animais foram sacrificados e foi feita coleta de plasma e figado para determinagéo dos
niveis de TBARS. Os niveis de malonaldeido no figado diferiram significativamente entre os grupos tratado e ndo tratado
na ordem de 110,18 nmol/g de tecido (CCL4) > 98,32 nmol/g de tecido (CCL4 + IC) > 53,56 nmol/g de tecido (IC) = 50,17
nmol/g de tecido (C). Observou-se, igualmente, que o tratamento com café instantneo aumentou significativamente os
niveis de antioxidantes totais no plasma (0,88 mmol/eq.L) do grupo (CCL4 + IC) em relacdo ao grupo néo tratado (CCL4)
(0,76 mmol/eq.L) (p < 0,05). Estes resultados tiveram correlacdo positiva com a reducdo de necrose e inflamagdo no grupo
(CCL4 + IC) em relacdo ao grupo (CCL4) (p< 0,05).

Conclusoes

Pelos resultados obtidos verificou-se que 0s compostos presentes no extrato aquoso de café torrado a 180°C/10
min foram capazes de inibir a oxidac&do no tecido hepatico, destacando-se inclusive as observacdes do efeito dose-resposta
e a propriedade antioxidante encontrada no café. A partir destes resultados abre-se a perspectiva de realizacdo de outros
ensaios visando a obtencdo de compostos classificados como nutracéuticos.
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