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RESUMO

O cancer ¢ uma doenga cronica multifatorial entre as doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNT) que se caracteriza pela divisdo celular exacerbada. Diversos
estudos relacionam os habitos alimentares adequados ricos em compostos bioativos com
a diminuicdo das DCNT. A bebida de café em seu termo genérico ¢ uma infusdo
estimuladora que possuem em sua composi¢do bioprotetores com potenciais
terapéuticos para o controle e o tratamento de doengas cronicas ndo transmissiveis,
principalmente o cancer. Contudo, o processo padrdo de torrefagdo causa na matriz dos
graos profundas modificacdes em sua composi¢do quimica que pode afetar diretamente
em suas atividades antioxidantes e biomodulador que reflete no benéfico ao organismo
humano. O Brasil ¢ lider em producdo e exportacdo dessa commoditie. Sendo assim, o
presente estudo buscou alimentar a literatura cientifica a partir da produgdo padronizada
de extratos de graos verde e trés gradientes de torras de café Coffea ardbica (clara,
média e escura) submetido & secagem por atomizacdo em Spray-drier e analisar os
efeitos desses extratos na incubagdo celular de adenocarcinoma de prostata com
metastase em osso (PC-3) e cérebro (DU-145). Os extratos foram comparados aos seus
efeitos na atividade antioxidante por quatro metodologias (DPPH, FRAP, ABTS e
ORAC), quantificacdo dos principais compostos bioativos (acidos clorogénicos, cafeina
e acidos cafeicos) por HPLC, agdo antiproliferativa usando o ensaio de MTT, o seu
efeito no ciclo celular e apoptose analisado por citometria de fluxo. Apds a etapa de
torrefagdo houve modulagdes significativas dos principais compostos bioativos,
fenolicos totais e da atividade antioxidantes. Os resultados mostraram efeitos
antiproliferativos, com modulagdo do ciclo celular e aumento da populagdo celular na
apoptose na linhagem de PC-3 apo6s 24 horas de incubagdo tratadas com os extratos,
sendo mais significativo os tratados com extratos soluveis de café ardbica verde e torra
branda (clara). Por outro lado, ndo foram verificados efeitos significativos na linhagem
de DU-145 pela agdo dos extratos. Sendo assim, os extratos soliveis de torras mais
escuras promovem um efeito negativo nas atividades bioprotetoras dos graos no cafe,
refletindo em uma bebida com pouco ou nenhum efeito protetor, sendo esses dados
essenciais na busca de novas estratégias para o combate e a prevencdo seletiva do

cancer.

Palavras-chave: café arabica; prostata; acido clorogénico; acido cafeico; cafeina.



ABSTRACT

BIOATIVE COMPOUNDS OF COFFEE: ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
INFLUENCE ON HUMAN CELLULAR LINES OF PROSTATE
ADENOCARCINOMA
Cancer is a chronic multifactorial disease among chronic noncommunicable diseases
(CNCD) characterized by exacerbated cell division. Several studies have related
adequate dietary habits rich in bioactive compounds with a decrease in NCD. Coffee in
its generic term is a stimulatory infusion that has in its composition bioprotectors with
therapeutic potentials for the control and treatment of chronic non-communicable
diseases, mainly cancer. However, the standard process of roasting causes in the matrix
of the deep grains modifications in its chemical composition that can directly affect in
its activities antioxidant and biomodulator that reflects in the beneficial to the human
organism. Brazil is the leading producer and exporter of this commodity. Thus, the
present study sought to feed the scientific literature from the standardized production of
green bean extracts and three types of Coffea arabica linnaeus coffee roasted, spray-
dried in the Spray-drier apparatus and analyze the effects of these extracts on the cell
adenocarcinoma of the prostate with metastasis in bone (PC-3) and brain (DU-145). The
extracts were compared to their effects on antioxidant activity by four methodologies
(DPPH, FRAP, ABTS and ORAC), quantification of the main bioactive compounds
(chlorogenic acids, caffeine and caffeic acids) by HPLC, antiproliferative action using
the MTT assay. effect on the cell cycle and apoptosis analyzed by cytometry. After the
roasting phase there were significant modulations of the main bioactive compounds,
total phenolic and antioxidant activity. The results showed antiproliferative effects, with
cell cycle modulation and increase of the cell population in apoptosis in the PC-3 line
after 24 hours of incubation treated with the extracts, being more significant those
treated with soluble extracts of green Arabica coffee and soft roasted coffee ( clear). On
the other hand, there were no significant effects on the DU-145 lineage due to the action
of the extracts. Thus, the soluble extracts of darker grains promote a negative effect on
the bioprotective activities of the beans in coffee, reflecting on a beverage with little or
no protective effect, being these data essential in the search for new strategies for the

combat and the selective prevention of cancer.

Key words: Arabica coffee; PC-3; DU-145; chlorogenic acid; caffeic acid; caffeine.
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1. Introducio.

O café além de ser uma das bebidas estimuladoras mais consumidas no mundo
possuem acdes bioativas importantes no qual vem sendo exploradas cada vez mais. O
Brasil ¢ lider na produgdo e exportagao de café a nivel mundial, contendo dez estados
produtores, concentrando em Minas Gerais a maior producao do pais seguido de
Espirito Santo, j4 o Rio de Janeiro encontrasse em sétimo lugar. Os paises que mais
consomem 0 nosso café sao liderados pelos Estados Unidos, seguidos de paises como
Alemanha, Italia, Japdo e Bélgica (FERREIRA; SANTOS; AIACHE, 2017;
MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2018).

O café pertence a familia Rubiaceae, género Coffea, apresentando mais de 100
tipos de espécies e subespécies, entre as 25 espécies comercializadas o Brasil ¢ um do
poucos que produzem as principais espécies, C. arabica (ARABICA) e C. canephora
(ROBUSTA), as razdes fundamentais pelo seu alto consumo estdo presentes na sua
palatabilidade e acessibilidade econdmica. O café ardbica apresenta 70% das
exportacdes mundiais e suas caracteristicas sensoriais possui um sabor apetecivel maior
em comparagdo a do robusto (MARCELO; BEZERRA; HARTMANN, 2019), todavia,
o robusta oferece um café com maiores teores de copostos bioativos como a titulo de
exemplo os acidos clorogénicos, acido cafeico, cafeina entre outros (HECMOVIC 2011;
DIAS; BENASSI, 2015; EMBRAPA, 2004; FARAH; DONANGELO, 2006).

Uma alimentagdo rica em produtos vegetais sempre esteve associada a uma vida
mais saudavel, com isso, diversos estudos sobre as funcionalidades dos vegetais no
organismo estdo abrangendo o conhecimento sobre os compostos bioativos que também
recebem diversos nomes como fitoquimicos, nutracéutico € compostos bioprotetores
(TORTORA; DERRICKSON, 2012), Segundo OLIVEIRA & BASTOS (2011) a
ingestdo insuficiente de compostos bioativos vem apresentando uma associacao direta
com as doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT), das quais estdo fortemente
presentes em paises industrializados cujas dietas baseiam-se em alimentos
industrializados (PASA et al., 2016; WHO, 2013, 2017).

No Brasil as DCNT sao as principais causas de mortes nos adultos e idosos e
estdo correlacionados a fatores preponderantes como a pré-disposicdo genética e de
fatores externos como o estilo de vida. Os habitos alimentares podem orquestrar o
silenciamento ou a superexpressao de genes ligados com algumas DCNT, entre elas, as

doengas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune, distirbios cerebrais,
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diabetes tipo II, além dos danos teciduais € moleculares como o proprio DNA que
efetivamente podem causar o cancer (PASA et al.,, 2016). No padrdo de consumo
alimentar dos brasileiros hd uma preferéncia por alimentos com altas densidades
caldricas e baixo contetdo nutricional, assim, uma boa estratégia de satide publica seria
investir mais em alimentos de qualidade e fortalecer o consumo de alimentos ricos em
compostos bioativos ja inseridos em nossa cultura, como exemplo o caf¢ (ARRUDA et
al., 2009; IBGE, 2011; VEGRO; PINO; ASSUMPCAO, 2006).

O café arabica ¢ uma importante commodity € conquistou espacos no campo, na
mesa e grandes espacos nas literatura cientifica. Logo, o presente trabalho buscou
estudar o efeito do processamento do café por spray dryer na extragdo e liberacdo de
compostos bioativos em diferentes gradientes de torra do café¢ arabica, também foi
analisada as atividades sequestrante de radical (antioxidante) e efeitos bioprotetores dos
extratos soliveis de café em linhagens celulares de adenocarcinoma de prostata com
metastase em osso (PC-3) e cérebro (DU-145). E assim identificar o melhor tipo de

extracao.
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2. Revisao de literatura.

2.1. Café.

Os frutos do café sdo formados pelo exocarpo ou epicarpo (pele/casca),
mesocarpo (polpa/mucilagem), endocarpo (pergaminho), pelicula prateada (epiderme do
grao) e o endosperma (grao) a qual é a matéria bruta principal para o preparo da infusdo
de café (Figura 1).

A infusdo do café nasceu no continente africano e a sua histéria ¢ banhada por
diversas lendas, entre elas, a mais contada relata sobre o pastor Kaldi que ao observar
que entre as suas cabras as que comiam um fruto do cafeeiro ficavam mais alegres,
percebendo que ndo era toxica o fruto, o comeu e assim sentiu-se mais vivido, fez do
fruto uma infusdo e as tomava em suas oracdes para ndo ser dominado pelo sono. Os
arabes dominaram de forma rapida as técnicas de plantio e preparacao do caf€, a infusdo
recebia 0 nome de “Kahwah ou Cahue” que significa forga. O processo de torrefagdo foi
desenvolvida no século XIV e as primeiras sementes vieram para o Brasil no inicio do
século XVIII, trazidas pelo portugués Sargento-Mor Francisco de Mello Palheta. Ao
término do século XIX o Brasil comandava o mercado cafeeiro mundial (MARTINS,
2008).

Atualmente o Brasil ¢ o maior produtor, exportador ¢ o segundo maior
consumidor a nivel mundial de café (SILVA et al., 2010). Na agropecuéria nacional o
café encontra-se no 5° lugar do pddio com uma renda per capita de 3,7 Bilhdes de
dolares (70% somente o ardbica), ficando atras de outros produtos como o complexo de
soja em 1° com 23,5 Bilhdes, Carnes em 2° com 10,7 Bilhdes, Cana de agucar em 3°

com 8,7 Bilhdes e produtos florestais em 4° com 7,6 Bilhdes (EMBRAPA, 2016).

Grdo de café verde
Pelicula

Prateada / | '5/ ,'I

Endocarpo

Pectina aderente

Eplcarpo s

Figura 1: Seccao transversal da cereja de café
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Entre as espécies do género Coffea o arabica ¢ o mais importante, pois ¢é
considerada pela gastronomia uma bebida de qualidade superior, de sabor adocicado,
aroma marcante e corresponde por cerca de 70% do café comercializado mundialmente,
¢ oriundo das colinas da Etiopia (antiga Abissinia) e atualmente € cultivada em diversos
lugares dos continentes americano, africa e Asia (EMBRAPA, 2004). Segundo
CAIXETA et al (2015) o café arabica € a unica espécie tetraploide (44 cromossomos). E
seus subprodutos como a casca, polpa, pelicula prateada (pergaminho) e borra, podem

ser utilizados para deveras fungdes pelas industriais (Tabela 1) (ROMERO, 2017).

Tabela 1: Produtos secundarios do fruto de café de interesse das industrias

Subprodutos Uso Referéncias
Fertilizante de solo; (CRUZ et al., 2015)

Borra de café Extragdo dos 6leos para produgao de (PHIMSEN et al., 2016)
combustivel liquido; (SAMPAIO et al., 2013)
Bebidas alcoolicas (FRANCA; OLIVEIRA;
Adsorventes catidnicos em FERREIRA, 2009)
tratamentos de aguas residuais

Polpa Formagao de 4cido lactico fermentado; (PLEISSNER et al., 2016)
Producdo de Bioetamol. (YADIRA et al., 2014)
Pelicula prateada  Extratos para melhora de secregao de (FERNANDEZ-GOMEZ et al.,

insulina; 2016)
Produgdo de pao (POURFARZAD; MAHDAVIAN-

MEHR; SEDAGHAT, 2013)
Casca Biopesticida para mosquito (POOPATHI; MANTI;
AEGYPTI 2015)

Adaptado de ROMERO (2017)

A qualidade da infusdao da bebida de café ¢ dependente dos compostos quimicos
na matriz dos seus grdos, os quais sofrem modula¢des de concentragdes por diversas
interferéncias, entre elas: regides de plantacdes, estagdes de colheitas, fatores genéticos
e ambientais, despolpamento, manejo da lavoura, colheita, preparo, estocagem dos

graos, transporte, armazenamento, moagem, principalmente os graus de torrefagao,
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percentuais na formacao dos blends e tipos de extratores nas infusdes (COUTO, 2017,
PIMENTA, 2001; RAMALAKSHMI; RAGHAVAN, 1999; ROTHFOS, 1980;

SCHOLZ et al., 2011). Segundo DURAN et al., (2017) o grio de café cru (café verde)
possui em sua composicdo além de seus compostos bioativos, diversos minerais,

aminoacidos lipideos, agucares, e vitaminas (Tabela 2).

Tabela 2: Minerais, aminoacidos, lipideos, a¢ticares e vitaminas presentes no cafg.

Minerais Aminoacidos Lipideos Actcares Vitaminas
Potassio Alanina triglicerideos Sacrose Niacina
Magnésio Arginina acidos graxos livres Glicose
Célcio Asparagina Frutose
Ferro Cisteina Arabinose
Manganés Acido Galactose
glutdmico
Rubidio Glicina Manose
Cobre Histidina Polissacarideos
Estroncio Isoleucina
Cromo Lisina
Vanadio Metionina
Niquel Fenilalanina
Cobalto Prolina
Sodio Serina
Bério Teronina
Chumbo Tirosina
Molibdénio Valina
Titanio
Céadmio
Zinco

Fonte: Adaptado de DURAN et al., (2017)

Entre os bioativos presentes no café, os acido clorogénicos (CGA) sdo os mais
importantes antioxidantes e estdo em maior quantidade na proporcao de até¢ 14% de seu

peso seco, na matriz do café outros nutrac€uticos importantes como a cafeina e a
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trigonelina, acido cafeico estdo envolvidos nas atividades benéficas ao organismo com
acOes preponderantes de atividade antioxidante (FARAH; DONANGELO, 2006).
Segundo NOGUEIRA; TRUGO (2003) os principais compostos bioativos sao
facilmente solubilizados em agua quente (90-95°C), entretanto, as etapas de pré e poOs-
colheita at¢ o momento da infusdo deve seguir etapas padronizadas e com alta controle
de qualidade, pois sdo nessas etapas que ocorrem degradagdes de nutrientes como 0s

carboidratos, e compostos bioprotetores (Tabela 3).

Tabela 3: Composi¢do quimica de gridos de café verde e torrado das principais

variedades comercializadas (g/100g de base seca).

Café Arabica

Verde Torrado

Minerais 3,0-4,2 3,0-4,5
Carboidratos 56,0-63,0 24,0-42.5
Proteinas 1,0-13,0 13,0-15,0
Lipideos 12,0-18,0 14,5-20,0

CQAs 5,5-14 1,2-2,3

Cafeina 0,9-1,2 1,0
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0
Aminoacidos 2,0 0

Proteinas 11,0-13,0 13,0-15,0

Fonte: Adaptado de CLARKE & MACRAE(1987) e SMITH (1985).

2.2. Compostos bioativos do café.

Os beneficios contidos na bebida de café estdo restritamente em simbiose com
os contetidos e as propor¢des dos compostos quimicos dos graos de café. Como ja
mencionado, os graos de café verde sdo ricos em compostos bioativos, destacando-se os
4cidos clorogénicos, a cafeina, trigonelinas, diterpenos e os tocoferdis. Segundo JOET
et al., (2010), o perfil desses compostos ¢ principalmente influenciado por aspectos
internos de origem genética, e externos como o grau de maturacdo € seus
processamentos (DE OLIVEIRA et al., 2014; DURAN et al., 2017). Graos de café
ardbica utilizados de regides distintas apresentam modulagdes significativas no

conteudo de compostos bioprotetores (FARAH; DONANGELO, 2006). A tabela 4
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revela como o teor de um dos principais compostos bioativos (o acido clorogénicos)
difere em variedades regionais do fruto do cafeeiro.

Outros pontos importantes para a modulacdo do conteido de compostos
bioativos € a propor¢do percentual da formagdo dos blends (COUTO, 2017) e o
processo de torrefagdo dos quais provém a degradacdo e a formagdo de novos
compostos bioativos através de reagdes exotérmicas (MCCRANIE et al., 2011), outras
estratégias sdo utilizadas para a extracdo dos nutracéuticos, como uma torrefacdo mais
branda, utilizagdo de ultrassons, moagem mais fina e extratores mais eficientes
(BAUER et al., 2018; GLEI et al., 2009; IAC- et al., 2012; KY et al., 2001; MICCADEI
et al., 2008; PORTO, 2015; POUNIS et al., 2017, SAMPAIO, 2017; ZHOU; ZHOU,
2012).

22



Tabela 4: Teor de acidos clorogénicos e graos de café verde, expresso em g% da

matéria seca.

Variedade Ac. Ac. Ac. ACS'A . . .
. o s o . N Clorogénicos Referenciais
de café Cafeoilquinico eruloilquinico dicafeoilquinico Totais
TR ; MACRAE
C.arabica 5.76 0.25 0.87 6.88 uGo; ¢ ’
1984)
. (CLIFFORD;
C. arabica
RAMIREZ-
4. . . .62
var 63 0.33 0. 66 5.6 MARTINEZ, 1991)
Caturra
C. arabica var (CLIFFORD;
' “r‘];;fl‘r’bon' 4.77 0.34 0.56 5.67 RAMIREZ-
MARTINEZ, 1991)
C. arabica (CORRELA;
('An la) 5.67 0.79 1,39 7.85 LEITTIO;
80 CLIFFORD, 1995)
C. arabica var.
Boubon 4.2 0.28 0,77 5.25 FARAH et al., 2005)
(Brasil)
C. arabica cv.
Longberry 4.6 0.29 0.84 0.84 FARAH et al., 2005)
(Ethiopia)

Fonte: Adapatado de FARAH; DONANGELO (2006).
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2.2.1. Cafeina.

A cafeina além de um principal bioativo ¢ classificada como um alcaloide
termorresistente do grupo das xantinas sendo quimicamente conhecida como 1,3,7-
trimetilxantina (Figura 2). Suas maiores fontes alimentares sdo café, guarand e mate. A
cafeina € composto de aspecto branco inodoro, extremamente solivel em agua quente e
dar nas bebidas uma nota de amargor importante, em uma xicara de café ha em média
100mg de cafeina (HALAL, 2008). Em algumas plantas a cafeina atua como um
pesticida natural, j& no organismo humano a cafeina permanece por longo periodo de
tempo na corrente sanguinea e ¢ um antagonista de todos os subtipos de receptores de
adenosina (Al, A2A, A2B e A3), modificando atividades do sistema nervoso central
reduzindo o sono e estimulando o estado de alerta (simpatico) (ALVES; CASAL;
OLIVEIRA, 2009). Nos testes In vitro a incubagdo com a cafeina em células tumorais

vem demonstrando efeitos antiproliferativo e antimetastatico (POUNIS et al., 2017).

o
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Figura 2: Estrutura quimica da Cafeina.

2.2.2. Trigonelina.

A trigonelina ¢ um alcaloide pouco conhecido comparado com a cafeina, atua
também no sistema nervoso central modulando atividades da secre¢dao da bili ¢ no
intestino inibindo a formacdo de metabdlito pro-aterosclerotico (ANWAR et al., 2018;
SALDANA; MAZZAFERA; MOHAMED, 1997) (Figura 3).

No processo de torrefagao dos graos verdes de café a trigonelina em sua matriz
sofre degradagdo dependente de torra, formando diversos compostos volateis, entre eles
as piridinas e pirrdis (N-metilpirrol), que vao contribuir para o aroma caracteristico do
café e no sabor, principalmente em torras mais suaveis em seu amargor (MONTEIRO;

TRUGO, 2005). Além disso, durante a demetilacao da trigonelina ocorre a formagao de
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acido nicotinico, substiancia ausente no café¢ verde e formada durante a torrefagao.

(HALAL, 2008).
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FIGURA 3: Estrutura quimica da Trigonelina.

2.2.3. Diterpenos.

Os o6leos extraidos dos graos de café possui alto nivel de material lipidico fixo,
sendo expressivo no café verde, entre elas carga de triglicerideos, esterdis,
fosfolipideos, tocoferdis e acidos graxos. Na fragdo lipidica insaponificavel temos
majoritariamente os diterpenos de esqueleto caurano caveol e cafestol (em torno de

12%) (Figura 4) (TSUKUI; OIGMAN; REZENDE, 2014). Trabalhos recentes vém

mostrando seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios com potencial
anticarcionogénico (SPEER; KOLLING-SPEER, 2006; TSUKUI; OIGMAN;
REZENDE, 2014).

O café Arabica possui maiores teores de cafestel e caveol comparada com café
robusta (KURZROCK; SPEER, 2001; ROOS et al., 1997), o caveol ¢ descrito como
sendo sensivel ao aquecimento, oxidacao e os acidos minerais (BENGIS; ANDERSON,
1932; IVAMOTO et al., 2017).

Entre os mecanismos de agdo da atividade anti-inflamatoria do caveol e do
cafestol estar a inibi¢ao da produgdo de 6xido nitrico pela inativacdo do 6xido nitrico
sintase de células inflamatorias (KIM; JUNG; JEONG, 2004). Em conjunto ha relatos
que palmitatos de caveol e cafestol estar associado com o aumento da atividade da
glutationa S-transferase (GST) que envolve a prote¢do celular contra o estresse
oxidativo (LAM; SPARNINS; WATTENBERG, 1982).

Contudo vale ressaltar que os diterpenos fazem parte da fragdo lipidica e seu

excesso apresentam efeitos negativos, pois aumenta a taxa de colesterol no organismo
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através de alteragdes enzimaticas no figado (RUSTAN et al., 1997; SHATERI;
DJAFARIAN, 2016).

CH.OR
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16-0-methyleafestol 16-0-methylkahweol
R=H: Free diterpene

R =Fatty acid: Diterpene ester

Figura 4: Formulas estrutural dos diterpenos,

2.2.4. Acidos clorogénicos.

Outro bioativo importante na matriz solida nos graos de café ardbica, sdo os
acidos clorogénicos (CGA), um hidroxibenzdico da familia dos 4cidos fendlicos nao
flavonoides termossensiveis (MENG et al., 2013; VENDITTI et al., 2015; VIGNOLI;
BASSOLI; BENASSI, 2011). Os CGA que absorvem luz no espectro de 320-325nm e
sdo apresentados como uma familia de ésteres associadas em cinco grupos principais de
1sdmeros de compostos fendlicos (SANTOS et al., 2007).

Seu engendramento ¢ marcado pela esterificacdo do acido quinico com
derivados do 4cido cindmico: acido cafeico (CA), ferulico (FA) ou o p-cumadrico (p-
CoA) (CLIFFORD, 2000). Entre esses grupos temos: acido cafeoilquinico (CQA),
dicafeoilquinicos (diCQA), feruloilquinicos (FQA), p-cumaroilquinicos (CoQA), com
pelo menos trés isdmeros principais em cada classe, e cafeoilferuloilquinicos (CFQA).
Entre os polifenois presentes no café os mais abundantes sdo os CGAs e o principal
variante ¢ acido 5-cafeolquinico (5-CQA) (MONTEIRO; TRUGO, 2005). Os CGAs sao
facilmente dissolvidos em 4gua quente e potencializados pelo processo de torrefacao
branda, logo se nota que em média de 5 xicaras de café pode proporcionar cercade 1 g

de CGA (STALMACH et al., 2009).
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Isomeros do grupo de acidos diCQA apresentam, in vitro, atividade inibitéria de
enzimas integrases do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que liga o DNA viral
ao DNA genomico do hospedeiro (KONOPKA et al., 1996; ZHU et al., 1999).

No artigo de PRIFTIS et al (2018) o café verde (cru) ¢ rico em acidos
clorogénicos na forma de dimeros que nos primeiros estagios da torrefagdo sdo
convertidos em mondmeros e outros derivados sdo também transformados em
monodmeros de acidos clorogénicos como exemplo um dos principais ACG o 5-CQA
(JACOME, 2006). Porém com continuo de graus de torrefagdo havera a degradacio e a
conversao desses bioativos e outros macronutrientes (MORALIS et al., 2009; TRUGO;
MACRAE, 1984).

O CGA ¢ um polifenol dietético importante e biologicamente ativo,
desempenhando varios papéis importantes e terapéuticos, tais como atividade
antioxidante, anti-bacteriana, hepatoprotetora, cardioprotetora, anti inflamatoria,
antipirética, neuroprotetora, anti-obesidade, antiviral, antimicrobiana, anti-hipertensiva,
scavenger de radicais livres e um estimulador do sistema nervoso central (SNC). Além
disso, verificou-se que a CGA pode modular o metabolismo lipidico e a glucose em
ambos os disturbios relacionados com o metabolismo, genéticos e saudaveis (NAVEED
et al., 2018).

Outros estudos vem relacionando as atividades dos CGAs com propriedades
antioxidantes, efeitos anti-carcinogénicos, inibicdo a oxidacdo do LDL colesterol e
prevenir a formagdo de lesdes aterosclerdticas nos vasos sanguineos, bem como
mostrando atividade anti-inflamatorio e propriedades antibacterianas (BAGCHI,
MORIYAMA; SWAROOP, 2017; TSUKUI; OIGMAN; REZENDE, 2014).

LUDWIG et al., (2014), baseado em estudos prévios e no estudo de
STALMACH et al., (2009) revisaram a biodisponibilidade dos 4cidos clorogénicos em
humanos saudaveis e propds a meia vida aparente de cada CGA e seus metabolitos

(Tabela 5).
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Tabela 5: Parametros farmacocinéticos de CGA’s e metabodlitos em circulacdo no
plasma de voluntarios saudaveis, 0-24 horas apos a ingestao de 412 umol de CGA’s e

derivados contidos em uma por¢do de 200 ml café instantaneo.

i1 Tin
CQAs e metabdlitos Cimax (MM)  Tpax (h) aparente (h)
Acido 5-O-Cafeoilquinico 22+1.0 1.0+£02 03+0.3

Acido 3-O-Cafeoilquinico lactona-O-sulfato 27+3 0.6+0.1 05+0.1
Acido 4-O-Cafeoilquinico lactona-O-sulfato 21+4 0.7£0.1 09+0.1

Acido 3-O-Feruloilquinico 16 +£2 0.7+0.1 04+0.1
Acido 4-O-Feruloilquinico 14+2 0.8+0.1 09+0.1
Acido 5-O-Feruloilquinico 6015 09+0.1 08=0.1
Acido Cafeico-3’-O-sulfato 92+11 02+01 19+04
Acido Fertlico-4’-O-sulfato 76+ 9 0.6+0.1 49+1.0
Acido dihidroferalico 385+£86 4.7+03 1.4+04
Acido dihidroferalico-4’-O-sulfato 145+53 48+05 4.7+0.38
Acido dihidrocafeico 41+10 52+0.5 1.0+04
Acido dihidrocafeico-3’-O-sulfato 325499 48+06 3.1+03

Fonte: Adaptado de LUDWIG et al (2014).

2.3.  Processamento dos graos de café.

Nas etapas de processamento para obtencao dos extratos de café soltivel de boa
qualidade, os graos de café sofrem modificacdes notaveis em suas caracteristicas fisico-
quimicas. O principal objetivo dessas etapas seriam a preservacdo dos compostos
quimicos que apresenta além de bons resultados sensoriais, efeitos benéficos ao bem
estar ao organismo humano.

A primeira etapa dependendo da regido escolhida para a plantagdo e cultivo,
podem causar nos frutos e nos grdos de café deterioragdo, pois, alguns efeitos
ambientais como o percentual de umidade e biodiversidade ecologia da regido podem
influenciar positivamente ou negativamente com as propor¢des dos bioativos desse
fruto (CAMARGO; SANTIAGO; CORTEZ, 1992). A posterior no periodo de colheita,
ha uma influencia diretamente com os periodos do ano com o contetido de bioativos
(PIMENTA, 2001). Entre as etapas de pos-colheita para a secagem dos frutos e assim a
obten¢do dos endospermas, sao direcionados os frutos basicamente por dois sistemas
vélidos, o de via seca ou de via tmida (CAFEPOINT, 2018).

Na escolha dos produtores a via seca ¢ a mais utilizada, pois possuem vantagens
como baixo capital investido, reducao da oferta de dgua que causa menor poder de
degradacao pelos microrganismos e facil processo (GODINHO; VILERA; OLIVEIRA,
1998), entretanto, SARAIVA et al (2009) verificaram que as infusdes obtidas de via
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umida apresentaram maiores conservagdo das caracteristicas sensoriais dos graos
refletidas nas infusdes.

Com a obtencdo dos graos de café¢ ¢ necessario etapas padrdes de separacao,
torrefacdo, moagem, peneiragdo, infusdo, extragdo dos compostos soluveis, preservagao
dos compostos volateis, pulverizagdo e concentragdo do pd. E importante ressaltar que
essas etapas padroes sdo modificadas dependendo da regido e cultura. Nessa cadeia de
custédia do processo do café, o mesmo passa por diversas transformagdes fisicas
(visiveis) e principalmente quimicas (ndo visiveis) em todas as etapas, mas o maior
fator modificador ¢ processo de torrefagdo (ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009;
DAGLIA et al., 2002; NASCIMENTO, 2006).

A torrefagdo dos graos de café esta altamente associados com as modulagdes
das caracteristicas sensoriais das infusGes como o sabor, aroma, cor e atividade
antioxidante. Na fase incipiente da torrefagdo o agucar sacarose comega a caramelizar,
quando a temperatura chega em torno de 160°C as modificagdes da cor do grdo passa
para o marrom claro e em conjunto o aroma do café, com a temperatura em 190°C
forma as reacdes de Maillard e Strecker modificando ainda mais o aroma, cor (marrom
escuro) e sabor do café, assim dependendo do gosto do consumidor e dos padrdes
estabelecidos pelos fabricantes o café pode apresentar niveis de torras, sendo
majoritariamente denominadas de torra clara, média e escura (FARAH, 2009).

Porém entre os produtos preponderantes e importantes da reagdo de Maillard
ocorrem também resultados indesejaveis como exemplo a formagdo da acrilamida,
sendo seu principal precursor o aminodcido asparagina. A acrilamida ¢ formada
proporcionalmente com o aumento do grau de temperatura da torrefacdo e € uma
substancia potencialmente maléfica a satde, e tem sido fortemente associada com efeito
neurotoxico e carcinogénico (PORTO, 2015). Baseado a estudos em animais de
laboratério (EFSA, 2015; FAO, 2004) a OMS alertou que o consumo de acrilamida nao
pode exceder 1pug/kg ao dia, assim estudos vem buscando estratégias para diminuir o
percentual de acrilamida nos alimentos, como a utilizagdo de enzimas asparaginases
(PORTO, 2015; SOARES, 2006).

Na florida foi determinada que as cafeterias revelasse em seus rétulos o risco de
cancer por causa da acrilamida, substdncia que ocupa o grupo 2A, classificada pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (do inglés IARC). A acrilamida faz

parte de um conjunto de 900 substancias potencialmente perigosas. Ja no Brasil a
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) nao ha regulacao das quantidades
de acrilamida nos alimentos, pois 0 IARC se baseia nos estudos em animais que estao
altamente associados ao cancer, a ANVISA questiona a questdo de ndo haver estudos

com seres humanos que indica o mal na nossa saude (BBC NEWS, 2018).

2.3.1. Producio de extratos de café soluvel.

O café soluvel tradicional de boa qualidade no que abrange seu aroma e gosto
(Flavours) passa por diversas etapas fundamentais que estdo associadas diretamente
com a qualidade do produto, processos edafoclimaticas que se inicia do plantio até
serem servidos na nossa mesa. Em meados de 1920 o Brasil j& era o maior produtor de
café mundial, porém nao exportava tanto assim, logo se viu obrigado a baixar os pregos
do café ou buscar uma solugdo de armazena-los para a estabilidade dos precos fossem
mantidas. Logo, em 1937 o quimico Max Morgenthaler desenvolveu um café soluvel
em agua que conservava o aroma através de hidratos de carbono, no qual foi muito bem
aceito na Europa, mas as leis nacionais do Brasil ndo permitiam conservantes na bebida
do café, esse problema foi resolvido em 1953 quando os suicos produziram um
instantaneo do café soluvel sem a adicdo de aditivos e sem perda dos seus flavours
(MARTINS, 2008).

A producdo do café instantdneo passa por etapas, € nesse percurso ¢ importante
respeitar alguns pontos criticos que estar relacionado com a uniformidade do grau de
maturacao dos frutos no processo de colheita, despolpamento para obter as sementes,
segregacao dos graos bons dos deformados, armazenamento dos graos crus, torrefagao
em diversos niveis, armazenamento do café torrado, moagem que reduz os graos
milimetricamente aumentando a superficie de contato e assim facilitando a dissolugdo,
transporte, armazenamento, preparagdo (como exemplo a infusdo) e consumo. Logo,
esses e outros cuidados especiais devem ser tomados para garantir a qualidade final do
café soluvel (ABRAHAO et al., 2010; MENDONCA et al., 2007).

O Brasil € o maior produtor de café soluvel no mundo, segundo a portaria do n°:
130 da ANVISA o café soluvel ¢ definido como: “O produto resultante da desidratagao
do extrato aquoso obtido exclusivamente do café torrado, através de métodos fisicos,
utilizando 4gua como Unico agente extrator.” A forma de desidratacdo pode ser
realizado através de métodos como o de Spray Dried para café soluvel em pd por

evaporacao (atomizacao) da dgua; método de Aglomeracdo do produto do Spray Dried
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para café soluvel granulado e método de liofilizagdo ou Freeze-Dried para café soluvel
em po por resfriamento e sublimagdo da agua (ANVISA, 1999). O baixo teor de agua
por desidratacdo aumenta a vida util do café soluvel contra pragas e deteriora¢ao natural
e a extracdo por Spray Dried vem se mostrado mais eficiente comparado com o

liofilizador, porém perde-se o aroma (GONCALVES, 2015).

2.4. Consumo do café.

Sobre a optica do perfil alimentar houve uma transicdo epidemoldgica de um
estado de desnutricdo para um estado de obesidade da populacdo, e esse perfil esta
relacionado com o aumento do consumo de alimentos com um alto teor calérico e baixo
teor nutricional no que tem levado ao crescimento exponencial de DCNT, sendo um
problema de satde publica (IBGE, 2011). Assim a implementacdo de alimentos com
melhores valores nutricionais acoplados a uma carga harmonica de compostos bioativos
tem sido a melhor estratégia dos nutricionistas em adicionar em seus receitudrios novos
alimentos e complementar antigos alimentos com propriedades bioativas, entre os
alimentos tradicionalmente consumidos estar o café.

Nesse contexto, se fez necessario desvendar a biodisponibilidade dos compostos
bioativos no organismo, o café como ja dito € o principal fonte de compostos fenolicos
como acidos clorogénicos na dieta ocidental que possuem alegagdes de saude, assim ha
um crescimento de estudos dos mecanismos de efeitos de compostos fendlicos em
animais ¢ recentemente estudos em humanos (MONTEIRO; TRUGO, 2005;
PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008; STALMACH et al., 2009).

Segundo a Organizagdo internacional do café (OIC) o consumo mundial de café
vai além dos 150 milhdes de sacas de 60 quilos ao ano e com ascensdo. O Brasil ¢ o
segundo pais que mais consome caf¢ ficando atrds somente dos Estados Unidos e sendo
a segunda bebida mais cosumida em todo territorio brasileiro ficando atrds apenas da
agua. O uso do café em visto econdmico ¢ de extrema importancia, dados obtidos pela
Associagdo Brasileira de industria do café, mostra claramente que 80% dos lares
brasileiros tem café, ¢ 89% dos consumidores acima de 60 anos bebem café
diariamente, sendo a produc¢io mundial na faixa dos 20 4 38% (CECAFE, 2018).

Entre o perfil dos consumidores de café os homens vencem comparados com as
mulheres, no requisito idade ambos os sexos entre 50-59 anos sdo 0s que mais

consomem caf€, entre o estado civil os de Unido estavel sdo os que mais consomem café
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sendo os divorciados 0s que menos consomem, ¢ a nivel de escolaridade o que possuem
0 2° grau completo sdo os que mais consomem sendo os de 1° grau incompleto os que
menos consomem café. Entre a ocupagdo os funciondrios de empresa privado sdo os
maiores consumidores comparados com os empresarios. Entre os 17-20% dos que nao
consomem café 40,5% realmente ndo gosta do sabor, porém 16,7% por restrigdoes
médicas, 4,8% por crencas que faz mal a satde e 26,2 por somente falta de habito

(ARRUDA; FERREIRA; MINIM, 2007).

2.5. Café e cancer.

O cancer sendo um problema de saide a nivel mundial ¢ um conjunto de
doencas que estao diretamente associadas com a proliferacao descontrolada das células,
suas origens sdo multifatoriais e raramente ¢ descoberta nos estagios iniciais da doenga
e sim na fase terminal por ndo apresentar sintomas e sinais facilmente detectdveis
(TORTORA; DERRICKSON, 2012). Em todos os campos da ciéncia a busca da cura ¢
incansavel e entre esses estudos vem se observando a grande influéncia dos alimentos e
principalmente suas propriedades funcionais no controle e tratamento desta patologia
que se engloba entre outras das DCNT (KY et al., 2001; RIBOLI; NORAT, 2003;
SURH, 2003; VITAGLIONE; FOGLIANO; PELLEGRINI, 2012).

Em 2016 as DCNT estavam entre os 71% das causas de mortes mundiais e
dentro das estimativas das origens dessas mortes as doengas cardiovasculares lideraram
com 17,9 milhdes (44%) de mortes, seguidos dos canceres com 9 milhdes (22%),
doencas cronicas respiratorias com 3,8 milhdes (9%) e diabetes com 1,6 milhdes (4%)
de mortes (WHO, 2018). As DCNTS estdo altamente relacionadas com o avango
cronoldgico do individuo e com o avango de novas tecnologias em prol da vida humana
a estimativa de sobrevida do individuo tende a crescer e em congruéncia as DCNT
(DUCAN et al., 2012).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) no Brasil estima-se 600 mil
casos de incidéncia de cancer para 2019, atualmente os homens sendo os maiores
afetados com cancer de prostata com prevaléncia de 31% e as mulheres com cancer de
mama com prevaléncia dede 29% (INCA, 2018).

Entender as vias da tumorigénese e os mecanismos que estimulam e inibam
essas vias ainda estdo sendo o foco para diversas areas da ciéncia. Na de década de 80

os alimentos passaram a ser associados a saide como sinénimo de vida melhor e mais
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saudavel, reducao de doencas principalmente as que entdo envolvidas nas DCNT como
diabetes, doengas cardiacas e o cancer. E foi nesse contexto que entram os chamados
“Alimentos Funcionais” e o uso desses alimentos no tratamento in vitro de células
tumorais para o esclarecimento dos marcadores tumorais (hallmaks of cancer) (VIEIRA;
CORNELIO; SALGADO, 2006).

Entre a gama de alimentos que apresentam alegagdes de saude, no qual quer
dizer que revela forte associagdo com a redugdo ou cura de uma determinada patologia,
alguns alimentos contém compostos naturais com efeitos mais que positivos na
regulacdo da proliferacio desordenadas das células como acontecem no cancer.
Moléculas presentes na infusdo da bebida de café exercem propriedades de modulacao
dos estagios chaves dos marcadores da tumorigénese, que envolva a imortalidade,
instabilidade gendmica, induc¢do a angiogénese, freio da proliferacao celular entre outros
(Figura 5) (GAASCHT; DICATO; DIEDERICH, 2015).

A relagdo entre o café e o cancer através dos dados obtidos na literatura revelam
efeitos seletivos aos tipos de cancer, grau de malignidade e progressao tumoral.

No céancer de endométrio houve redugdes em doses regulares de café (GUNTER
et al., 2011; HASHIBE et al., 2015; MERRITT et al., 2014; UCCELLA et al., 2013). O
café também pode agir como um coadjuvante no tratamento, impedindo a regressdo de
neoplasia de colon (GUERCIO et al., 2015). Dados de LEE; ZHU (2006) mostraram
que os principais compostos bioativos como &cidos clorogénicos e o acido cafeico
ativaram genes de reparo e apoptose por inibi¢do de metilagdo em células de cancer de
mama.

Houve grandes efeitos positivos nos tumores de prostata, uma forte associagdo
protetora entre o consumo de café e o baixo risco de cancer de prostata foi verificado
através de um estudo de coorte de LI et al., (2013), esses dados ganham mais forcas
com a meta-andlise de DISCACCIATI et al (2013) & ZHONG et al (2014) que
revelaram uma associagdo reversa do consumo de café¢ com o cancer de prostata.
Trabalhos in vitro de SHAFIQUE, (2012), no qual mostraram efeito protetor para o
tumor de prostata avancado. Contudo, resultados de BOSIRE et al (2013) ndo houvaram
evidéncias epidemioldgicas com forte correlacdo entre o consumo de café e estagios
avangados de tumor de préstata, porém nao desconsiderou a modesta reducao que

ocorreu em seu estudo. Porém, os mecanismos dessa protecdo ainda ndo sdo bem
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esclarecidos (TVERDAL, 2015). Segundo KOLBERG et al (2015) a modulacao da
transcri¢do de genes indicaria efeitos no cancer de prostata e inflamagao.

Entre as relagdes do café com algumas patologias, estudo realizado com culturas
de células nervosas animais sugere que o antagonismo dos receptores A2A da adenosina
protege as células nervosas contra a neurotoxicidade induzida pela proteina f-amiloide
que esta altamente associada a doenga de Alzheimer (DALL’LGNA et al., 2003).

As PB-carbolinas, harmana e nor-harmana inibe competitivamente e
reversivelmente as enzimas monoaminoxidade A e B, na qual estdo envolvida na
degradacdo de dopamina e outros neurotransmissores nas doengas de Parkinson
(HERRAIZ; CHAPARRO, 20006).

O consumo de café foi inversamente associado com o risco de diabetes tipo 2 em
uma maneira dose-resposta (VAN DAM; HU, 2015). O café é associado com uma
redugio de doenga hepatica (CANO-MARQUINA; TARIN; CANO, 2013). Resultados
epidemioldgicos que ligam o consumo de café para beneficios de satide potenciais,
incluindo a prevengdo de diversas doengas cronicas e degenerativas, como cancer,
doencas cardiovasculares, diabetes e doenga de Parkinson (LUDWIG et al., 2014).
Nessa etapa do desenvolvimento tumoral, as células transformadas possuem um sistema
intrinseco de defesa contra medicamentos e mecanismos de escape da vigilancia
imunoldgica, impossibilitando o sucesso do tratamento em alguns casos o uso de café
que ja ¢ tradicionalmente utilizado vem apresentado uma boa estratégia (Figura 5)

(GAASCHT; DICATO; DIEDERICH, 2015).
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Figura 5: Compostos naturais do café¢ visando as caracteristicas de células tumorais e resumo dos
efeitos anticancerigenos de algumas moléculas presentes no café. Ac. Clorog- acidos clorogénicos

Fonte: Adaptado de GAASCHT; DICATO; DIEDERICH (2015).
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3. Objetivos.

3.1.  Objetivo geral.

Investigar a influéncia de extratos de café (Coffea ardbica) soluvel verde e
submetido a diferentes tipos de torra em linhagem celular de adenocarcinoma de

prostata humana com metastases em osso (PC-3) e cérebro (DU-145).

3.2.  Objetivos especificos.

= Desenvolver extratos soluveis de café arabicas pelo processo de extragao a seco;

» Avaliar a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais dos extratos
produzidos;

* Quantificar cafeina, cido cafeico e os acidos clorogénicos nos extratos soltiveis de
café verde e torrado em diferentes graus de torra;

= Avaliar o efeito da incubagdo dos extratos em func¢do da concentracdo, sobre a
proliferacdo e viabilidade celular de linhagens de células de prostata;

= Avaliar os efeitos dos extratos de café sobre o ciclo celular e apoptose em culturas
de células da linhagem de prostata

= Determinar a melhor extracao do café arabica
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4. Materiais e Métodos.

4.1.  Matéria bruta e producao dos extratos.

Os graos de café da espécie Coffea arabica linnaeus (arabica), foram adquiridos da
Fazenda Boa Vista — Bom Jardim (RJ), sendo o local de armazenamento das amostras o
laboratério de Diagnostico Molecular e Micologia da EMBRAPA AGROINDUSTRIA
DE ALIMENTOS (Planta V) no Rio de Janeiro.

Para obtencdo dos extratos se fez necessario algumas etapas, a primeira etapa foi a
segregacdo manual para o descarte de graos imperfeitos e algumas sujidades na busca
de selecionar os graos de café de boa qualidade e manter mais homogénea possivel
(BEZZAN; DULGHEROFF, 2016). Os graos foram separados em quatro partes: uma
para o extratos de café¢ verde (cru) e os demais foram divididos em torra clara (12
minutos a 230°C); média (14 minutos & 240°C) e escura (15 minutos a 245°C) (Figura
6) obtidos através do torrador de bancada Gene Café® (CBF-101, Kyungki-Do, Korea)
(Figura 7A) os graos torrados foram classificadas de acordo com a Escala Agtron e o

manual do fabricante (PORTO, 2015).

Café verde Café torra clara Café torra média Café torra escura

Tempo 12 min Tempo: 14 min tempo: 15 min

Figura 6: Graos e extratos em p6 de café ardbica verde, torrados, tempo e temperatura

segundo cada tipo de torra.
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Os graos verdes foram moidos no moinho de disco (Laboratory Mill 3600) (Figura
7B) por critério de rigidez dos graos. Ja as torras de café apds o resfriamento natural
foram moidos por moedor em aco escovado (Cuisinart) (Figura 7C), sendo todos em
moagem fina para o aumento da superficie de contato na etapa de extragdo e assim uma
melhor extragdo. Em seguida foram adquiridas uma padronizacdo da granulometria das
amostras, utilizando dois conjuntos de peneiras, de granulometria 0,850 ¢ 0,600 mm e
fundo para nivelar a superficie de contato das amostras (Bertel, Sdo Paulo, Brasil)

(Figura 7D)

Figura 7: Equipamentos utilizados para a obtencdo dos pos de café verde e torras.
Torrador de bancada Gene Café (CBF-101, Kyungki-Do, Korea), utilizado para torrar
graos de café verde em diferentes temperaturas e tempos (A). Moinho de
disco Laboratory Mill 3600, utilizado para moer graos de café¢ verde (B). Moedor
automatico em aco escovado Cuisinart (DBMS, EUA), utilizado para moer graos de
café torrado (C). Peneiras em ago inox (Bertel, Sdo Paulo, Brasil) de abertura 850 e

600pm e fundo, utilizadas em analise granulométrica (D).
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ApoOs a obtencdo do pd do café verde e torras, foi realizada uma infusdo do café
(Solubilizag¢do) para obter as extragdes, assim através da infusdo de 25% no Becker de
250 mL, 25 gramas de pd dissolvido em 100 mL de agua destilada a 90-95°C. A
posterior o mesmo foi refrigerado em um banho de gelo (estabilizador) e direcionado
para o Processador Ultrassonico (Ultrasonic Processor UIP1500hd 1500 watts) (Figura
8A) para potencializar a extracdo. As amostras foram transferidas para tubos do tipo
Falcon de 50 mL e centrifugado a 7000 rpm por 14 minutos (Figura 8B). A Parte
liquida (sobrenadante) foi transferido para um Becker de 2000 mL e a parte sélida ou
Borra (precipitado) foi desprezada. Com a por¢ao liquida foi realizado a analise de °Brix
de solidos totais (g/100g) através do Refratometro digital PAL-Alpha (Figura 8C) para
delinear a viabilidade de secagem por Spray Dryer (Buchi B190 mini Spray Dryer)
(Figura 8D). Apds a secagem, os extratos obtidos de café soltvel foram armazenados de
maneira individual em sacos laminados tipo zip protegida da luz (evitar degradacdo de
alguns compostos da amostra) em camara de refrigeracdo a -80°C até as analises de

interesse.

Figura 8: Equipamentos utilizados para obtencdo dos extratos quaidade: Ultrasonic

Processor UIP1500hd 1500 watts (A); Rendimento da extragdo das amostras de café
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verde, torra clara, média e escura (B); Refratometro digital PAL-Alpha para averi¢do de

% de solutos soveis em uma solugdo (C); Aparelho de Spray Dryer (Buchi B190 mini

Spray Dryer), utilizado para pulverizar amostras liquidas (C).
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Médio 14 min 240°C
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Figura 9: Fluxograma de produgdo da torra, processo de obtengdao p6 de café¢ bruto

extracdo aquosa e secagem por liofilizagdo e atomizagao
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4.2.  Caracterizacio fisico-quimica dos extratos.

4.2.1. Quantificacdo de solidos soltuveis dos extratos aquosos de café.
A quantificacdo dos solidos nos extratos brutos de café foi realizada por
identificacdo de solidos totais em estufa a 70°C e pressdo de 70 mm/Hg. Os sélidos
soluveis dos extratos foram analisados por refratdmetro digital de bolso (PAL-1, Atago)

(Figura 8B).

4.2.2. Coordenadas colorimétricas dos extratos secos de café arabica.

A analise da colorimetria dos extratos secos de café arabica verde e torras foram
realizadas através do espectrofotémetro de bancada CM-5, Konica Minolta (Sensing
Américas, INC) com calibragdo prévia. Apos a devida higienizag¢do da placa de petri de
vidro, foram realizadas as medigdes por refletancia. O padrao das expressdes foram
utilizadas como base a escala de cores CIELAB, sendo as coordenadas L*, a*, b* com

os resultados apresentando média e desvio padrao (Figura 9).
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Figura 10: Representacio espacial de cores na escala de cores CIELAB.
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Fonte: Adaptado de Google imagens.

4.2.3. Caracterizacio dos extratos secos por HPLC.
4.2.3.1. Determinacio de cafeina.

O teor de cafeina foi dosado por metodologia de PERRONE; DONANGELO;
FARAH, (2008) em um cromatografo Watters-Alliance 2695, detetor de arranjo de
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fotodiodos (PDA) 2996 e software Empower® (Waters, Massachusetts, EUA), utilizou-
se uma coluna BDS Hypersil C18 (5cm x 4,6mm e 2,6um — Thermo Scientifc,
Massachusetts, EUA). A fase mével foi composta de 10% de acetonitrila em solucdo de
acido acético 0,5% (v/v) e também foi utilizada como solugdo para extracdo das
amostras 1 grama em baldo volumétrico de 25mL por 10 minutos em banho de
ultrassom. As amostras foram filtradas em papel de filtro tipo filtragao répida e
microfiltradas em unidades filtrantes descartaveis de Teflon hidrofilico com porosidade
de 0,22um. O padrdo externo de cafeina foi preparado pesando-se aproximadamente
30mg de cafeina para um baldo volumétrico de 30mL, solubilizando-se e avolumando
também com a fase movel. O comprimento de onda foi de 280nm com vazdo da fase

movel de 0,5mL/min. O volume de injecdo foi de 20uL.

4.2.3.2. Determinacio de acidos clorogénicos

A dosagem de acido clorogénico foi realizada em cromatografo Watters-
Alliance 2695, detetor de arranjo de fotodiodos (PDA) 2996 e software
Empower® (Waters, Manssachusetts, EUA), utilizou-se uma coluna BDS Hypersil C18
(5cm x 4,6mm e 2,6um — Thermo Scientifc, Massachusetts, EUA). O gradiente de fase
moével consistiu da composicao inicial de 5% de metanol (fase A) e 95% de acido
formico a 0,5% (fase B) mantida durante 6 minutos. Em 8 minutos a composi¢do da
fase movel atingiu 80% da fase A e assim permaneceu até 10 minutos. Em 11 minutos a
composicao atingiu o patamar de 100% da fase A e de 12 até 15 minutos a composi¢ao
retornou as condigdes iniciais. O comprimento de onda foi de 325nm, a vazdo da fase
movel foi de ImL/min e o volume de injecdo, 3ul. A extracdo das amostras se deu em
banho de ultrassom por 20 minutos com 20% de acetonitrila em agua ultrapura (v/v). As
amostras foram, entdo, centrifugadas, microfiltradas em unidades filtrantes descartaveis
de Teflon hidrofilico com porosidade de 0,22um. O padrio externo de d4cido
clorogénico Sigma-Aldrich (98% m/m como 4cido 5-cafeoilquinico) foi preparado
pesando-se cerca de 30 mg do padrao para um baldo volumétrico de 25 mL solubilizado

e avolumado com acido formico 0,5%.
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4.2.3.3. Determinacao de acido caféico

A andlise dos acidos caféicos nas amostras foi feita segundo descrito por
CASTRO; MELLO, (2002) e RIVELLI et al., (2007). As amostras foram extraidas, com
a fase movel por 10 minutos em ultrassom, avolumadas e filtradas (FHUP 0,45 um), e
injetadas no cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE). O sistema usado ¢
composto por bomba isocratica, coluna de fase reversa (Waters Nova Pack Cig - 5 um
(150 mm x 4,6 mm)), detetor de UV no comprimento de onda de 330 nm e um sistema
de integracdo, aquisicdo e processamento dos dados. Fase movel foi composta de 10%

acetonitrila (MeCN) e 0,5% de 4cido acético (HOAC).

4.2.4. Determinacio de compostos fendlicos totais.

Os fenolicos totais das amostras foram quantificados através da mensuragdo da
atividade antioxidante pelo ensaio de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI; JR,
1965). O reagente de Folin Ciocalteau ¢ uma solu¢do basica de cor amarelada que
contétm jons complexos poliméricos formados a partir de heteropoliacidos
fosfomolibdicos e fosfotunguisticos. Compostos fendlicos em reagdes basicas sdo
oxidados, e os acidos do reagente sdo reduzidos e invertendo a cor verde que € possivel
quantificar na leitura do espctrofotometro a 750 nm. As aliquotas dos extratos soluveis
de café ardbica (10, 50 e 100 pL) em triplicata foram elaboradas a partir de uma solucao
inicial (50mg/10mL), foram pipetadas e ficaram ao abrigo da luz por duas horas, e apos
esse periodo, foi realizada leitura em espectrofotometro na leitura realizada a 750 nm.
Os resultados foram comparados com a reacao do padrao acido galico e expresso em mg

de 4cido galico (GAE)/100g de amostra.
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4.3. Determinacio da atividade antioxidante.

As andlises da atividade antioxidante dos extratos atomizados de café arabica
verde e suas respectivas torras, foram avaliadas através de quatro métodos distintos, trés
em analise indireta DPPH, ABTS e FRAP. De andlise direta a capacidade de absor¢ao
de radical de oxigénio (ORAC), partindo da mesma solu¢do inicial usada para a analise
de compostos fendlicos totais. Todas as dilui¢des foram realizadas em triplicatas

(TOMEI; SALVADOR, 2007).

4.3.1. Avaliacido da atividade sequestrante do radical DPPH,

Segundo a metodologia de BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET
(1995), o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) ¢ uma espécie radicalar livre estavel, que
recebe um elétron ou um radical de hidrogénio (reducdo) e inibindo a sua atividade
radicalar, logo na presenga de antioxidantes na amostra o radical ¢ inibido.

O ensaio DPPH ¢ um método colorimétrico que quando estavel possui uma
coloragdo purpura tornando-se amarela quando reduzido, pois o DPPH converte-se em
difenil-picril-hidrazina, em consequéncia o desaparecimento da absor¢do e podendo a
mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. Os extratos soltiveis de café
arabica foram adicionados para reagdo com o radical estivel DPPH em uma solugdo de
metanol. A reducao do radical do DPPH foi medida através da leitura da absorbancia a
515 nm em 30 min de reacdo. Os volumes de extrato utilizados foram de 10uL, 50puL,
100pL partindo da solugdo inicial de 50mg/10mL. A atividade antioxidante foi expressa
de acordo com a equacao descrita abaixo:

%AA = 100-{[(Abs amostra — Abs branco) X 100] / Abs controle}

4.3.2. Analise de atividade antioxidante total pela captura do radical
ABTS™
O método ABTS (4cido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico) ¢
um método criado em 1993 por MILLER et al., (1993) e melhorada por RUFINO et al.,
(2007). Uma solugao com uma sonda Oxidante (Cétion-radical ABTS*+) apresenta uma
coloracdo caracteristica. Uma vez que essa sonda sofre um processo de redugdo pelos
compostos antioxidantes (Ex: Fenodis) encontrado na amostra de interesse, o cation-

radical ABTS*+ passa a ser convertido em uma forma nao colorimétrica do ABTS. A
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ideia central desse método ¢ o monitoramento do decaimento da perda de sua coloragao
pelo espectrofotometro.

Aliquotas com trés diferentes volumes (10uL, 50uL, 100uL), partindo da
solugdo inicial de 50mg/10mL dos extratos de café, foram utilizadas de modo a restar
um volume final de 3mL em cada leitura. Uma curva padrao com solugdo de Trolox. Os
resultados foram expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente ao Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em umol de trolox por grama de

amostra.

4.3.3. Analise determinac¢ao da atividade antioxidante total pelo método de
reducio do ferro (FRAP)

O ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) foi descrita por BENZIE;
STRAIN (1996) ¢ uma solucdo azul clara composto do complexo Fe3+ e 2,4,6-
tripiridils-triazina (TPTZ), e quando reduzido em Fe2+ na presenca do TPTZ forma um
comlexo de cor azul escuro, logo a atividade antioxidante ¢ diretamente proporcional ao
aumento da cor da solucdo, reacdo esta que € desencadeada pelo antioxidante presente
na amostra. O ensaio analisou aliquotas de 10uL, 50uL, 100uL de um volume inicial de
50mg/10mL dos extratos de café, foram avolumados para 500 pL com 4gua destilada,
desse volume final, foram retirados 90 pL e quantificadas com 2,7 mL de reagente
FRAP somados a 270 uL de agua destilada. Apds 30 min em banho-maria ¢ efetuada a
leitura de absorvancia a 595nm. A curva padrao foi produzida com uma solugdo de
sulfato ferroso e os resultados foram expressos em uM de sulfato ferroso por grama de

amostra.

4.3.4. Ensaio de atividade antioxidante pelo método de ORAC
O método de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) foi desenvolvida por
CAO; ALESSIO; CUTLER, (1993). Este sistema caracteriza-se pela presenga de uma
competicdo entre uma sonda oxidavel sintética fluoresceina (FL) e os antioxidantes
contidos nas amostras de café verde e torras com os radicais livres peroxil gerados por
uma fonte de espécie radicalar AAPH (2,2"-azobis (2amidinopropano) dihidroclorado)

(ROGINSKY; LISSI, 2005).
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Por teoria o método de ORAC funciona pelo parametro de decaimento da FL,
induzida pelo radical peroxil por transferéncia de atomos de hidrogénio, logo os
antioxidante das amostra de interesse inibe a oxidacdo da sonda e seu decaimento
(PRIOR et al., 2003). Para a analise foram pesados 0,05g de cada extrato soluvel de
café verde e suas respectivas torras e avolumados com 5ml de tampao fosfato PBS.

Foram relizadas diluigdes de (0,005; 0,0010; 0,0025; 0,0050; 0,01; 0,02; 0,03 e 0,04
png/mL) Para a andlise foram adicionadas nos pogos da microplaca 20 pL das dilui¢des
das amostras e completadas com 120uL de FL (previamente incubadas por 10 min a
37°C) e mais 60pL do radical AAPH. Em todos os pogos, em seguida, foi adicionado
120 uL da solugdo de fluoresceina e 60 uL. de AAPH. As microplacas foram incubadas
por 3 horas a 37 °C no fluorimetro (SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader,
Molecular Devices), onde também foi realizada a leitura.

A leitura foi realizada sob excitacdo a 485 nm e emissdo a 535 nm, com um
espaco de 30s entre uma leitura e outra. A partir dos dados de absorbancia em relagdo
aos tempos obtidos, foi calculada a area abaixo da curva (AUC). A atividade
antioxidante do composto foi determinada com base na diferenca entre a area da
amostra subtraida pela area do branco, medida pelo decaimento da fluorescéncia com a
adicao da substancia antioxidante no decorrer do tempo. Foi utilizado uma curva padrao
de Trolox, com concentracdes conhecidas e a atividade antioxidante do composto foi
calculada. Todas as analises foram feitas em triplicata e os valores foram expressos em

umol Equivalentes de Trolox/g.

4.4. Atividade IN VITRO dos extratos de café

4.4.1. Cultura de células e protocolo de tratamento

As linhagens celulares de carcinoma de prostata humano de DU-145 (Metéstase em
cérebro) e PC-3 (Metéstase em osso) foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, Brasil). A cultura de células
foi realizada em frascos proprios para cultura, em meio DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB), 1 % de penicilina e estreptomicina (PS), pH 7,4, sob
atmosfera com 5% de CO, a 37°C. As células quando em confluéncia de 70-80%,
sofriam processo de tripsinizagdo, cerca de duas vezes por semana. Para cada

. , ~ . 5
experimento, as células foram semeadas em concentracdes que variavam de 2.0 x 10” a
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4.0x10* células/cm?, em placas de 6 e 96 pogos, durante as analises de ciclo celular,
apoptose e viabilidade celular, respectivamente. Foi incluido um grupo controle para
todas as amostras analisadas, sendo tratadas somente com proprio meio de manutengao

da cultura, isento das amostras. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4.2. Avaliacio da proliferacio celular pelo método de MTT

A viabilidade das células foram analisadas através da atividade enzimaticas de
suas mitocondrias pelo ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difenil-tetrazolio), conforme descrito por MOSMANN (1983) plaqueou-se 2,0 x 10*
células/poco em placas de 96 pogos. 24 horas depois, foram incubadas com os extratos
de café soluvel em diferentes concentragdes que variavam de 0,009 a 10 mg/mL. Apos
24 horas de incubagdo, o meio foi trocado de todos os pogos, sendo 200uL para o
controle e 150uL das concentragdes para os tratados e 150uL das concentragdes para os
tratados. Também foram adicionados 10 pL. de MTT (5g/L) em cada pogo. Depois de 4
h de incuba¢do com o sal de MTT, em estufa, foram recolhidos 80uL dos pogos,
adicionado e 50 pL/poco de dimetilsulfoxido (DMSO), a fim de dissolver o produto
gerado. Apos 15 minutos em estufa, a placa foi lida em leitor de microplacas
(POLARIS, CELER™) a 570nm. A taxa de inibigdo da proliferacdo celular (CPIR) foi

calculada com base na formula:

CPIR = (1- valor médio do grupo experimental / valor médio do grupo controle)

x 100%.

4.4.3. Avaliacao da influéncia dos extratos no ciclo celular

O iodeto de propidio (PI) foi utilizado para avaliar o ciclo celular, pois o PI se
intercalar com a molécula de DNA parando o ciclo. Apds o plaqueamento e incubacdo
das amostras com as duas concentragdes de 5 e 10 mg/mL por 24h, os 6 pogos foram
tripsinizadas com 300 pL, transferida para um tubo falco de 15 mL com 5 mL de meio
DMEM, centrifugada por 2000 rpm/8’ descartou-se o sobrenadante e resuspendeu com
400 pL de solucdo fria de Vindelov (VINDELOV, 1977), contendo 0,1% de Triton X-
100, 0,1% de RNase e 50 ug/mL iodeto de propidio (Sigma). Apos incubagdo por 15

minutos foi transferida paar um tubo de citometria, a suspensdo celular foi analisada
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para conteudo de DNA em citometro de fluxo (FACScalibur BD Biosciences), apos a
aquisicao de 20000 eventos. As proporcdes relativas de células com conteutdo de DNA
indicativo de apoptose (< 2n), fase Go-G; (2n), fase S (fase > 2n, porém < 4n), ¢ fase
G»/M (4n) foram adquiridos e analisados utilizando FlowJo. A percentagem de
populacdo de células em uma fase especifica foi estimada com FlowJo software de

analise versdo 1.2.

4.4.4. Avaliacao da influéncia dos extratos na morte celular
Para avaliacao apoptose, as células em estudo foram submetidas a marca¢ao com
anexina V conjugada a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). As células foram
ressuspendidas em 400 pL de solugdo tampao do kit II de deteccdo de apoptose (BD
Pharmigen), 5 pL de anexina V FITC e 5 puL de iodeto de propidio por 15 minutos em
temperatura ambiente. A leitura foi realizada em citometro de fluxo (FACScalibur BD
Biosciences), a pos a aquisicdo de 20000 eventos. Os dados foram analisados em

software FlowlJo versdo 1.2.

4.5. Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados em médias + desvio padrdo de dois
experimentos independentes feitos em triplicata. Os dados experimentais obtidos foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através do teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
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5. Resultados

5.1.  Etapas de producio e extracdo dos extratos soliveis de café

Os graos crus de café ardbica obtidos foram selecionados em 4 grupos distintos,
sendo graos de café verde ndo torrado, graos de café torra clara, média e escura. No
processo de torra houve perda de massa e degradacao de diversos compostos, entre eles,
solidos soluveis que estdo diretamente associados com atividades biologicas. Assim foi
realizado andlise de solidos soliveis com refratometro digital de bolso (PAL-I,

ATAGO) que verificou uma deplecao do percentual dos so6lidos soluveis dependente de

torra, variando de 7,23 e 10,66 g/100g (Tabela 6).

Tabela 6: Rendimento dos solutos dos sobrenadantes pelo Refratometro digital PAL-

Alpha.

Café arabica Graus Brix

Verde 10,66+0,11
Clara 9,56+0,37
Média 8,45+0,21
Escura 7,23+0,11

O consumo dietético do café ingerido pela populacdo permeia em torno de 6-
10% de concentracdo (DOMENE, 2005), porém a partir de estudos prévios como o de
BAUER et al (2018) onde foi demonstrado que a concentragdo para atividade

quimiopreventivo e antiproliferativo de extrator de café foi bem acima dessa média,

logo, foi possivel chegar a uma concentragdo de 25% (p/v).

5.2.  Analises Fisico-quimicas

5.2.1. Colorimetria dos extratos solaveis atomizados

A andlise colorimétrica revelou distingdo significativa de cor dos extratos de

café verde e das diferentes torras. O extrato de café verde, como esperado (SCHMIDT;
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MIGLIORANZA; PRUDENCIO, 2008), apresentou maior valor de luminosidade que
foi inversamente proporcional com o grau de torrefagdo, porém vale ressaltar que nao
houve diferencas significativas entre os extratos soliveis de café arabica torra clara e
médio. O extrato soluvel de café verde apresentou uma coloragdo amarelo-esverdeado,
ja as torras apresentaram uma coloracao inicial de vermelho-amarelo sendo direcionado

rapidamente para o vermelho-azulado (Tabela 7).

Tabela 7: Coordenadas de cor (L*a* b*) dos extratos secos de café robusta.

Coodernada CvV TC ™ TE
L* 78,71+0,07* 56,85+0,05° 55,47+2,38" 50,42+0,02°
a* -0,44+0*  11,26+0,01° 10,13+0,01° 10,52+0,01¢
b* 20,45+0,01* 33,13+0,03" 29,13+0,04° 28,96+0,02°

** Os resultados estdo expressos como média = desvio padrdo. Letras diferentes
apresentam diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste One-way
ANOVA, com pos-teste de Tukey (p <0,05). Legendas: CV: café verde, TC: torra clara,
TM: torra média, TE: torra escura

5.2.2. Identificacdo e quantificacio dos principais compostos bioativos

nos extratos soluveis de café arabica verde e torras

5.2.2.1. Quantificacdo de cafeina por HPLC

O valor do teor de cafeina analisados nos extratos ¢ demonstrada na Figura 11A.
Quando observado o conteudo de cafeina nos extratos de café soluvel, o café de torra
claro foi o de maior concentragdo (1,8+0,3g/100g). J4 as amostras de café verde e torra
média ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05), o menor teor de cafeina foi

visualizado nos extratos de café torra escura com valores médios de (1+0,14g/100g).

5.2.2.2. Quantificacdo do acido caféico por HPLC

Entre a quantificagdio de um hidroxicindmico dos dacidos fenolicos, foi
determinada a concentracdo de acido cafeico dos extratos de café, todas apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) a maior concentracdo foi do café torra clara
(0,43+0,007g/100g), seguidos do café verde (0,34+0,007g/100g), torra média
(0,14+0g/100g) e a torra escura de menor teor (0,06+0g/100g) sendo sua diminui¢do
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dependente de torra, porém os extratos de café torra média e torra escura nao

apresentaram diferengas significativas (p>0,05) (Figura 11B).

5.2.2.3. Quantificacdo de acidos clorogénicos por HPLC

Entre a quantificagdo de um hidroxibenzoico dos acidos fenolicos, foi
determinada a concentragdo de acidos clorogénicos dos extratos de café, a maior
concentragdo foi do café verde (2,84+0,03g/100g), sendo sua diminui¢do dependente de
torra, porém os extratos de café torra média e torra escura ndo apresentaram diferencas

significativas (p>0,05) (Figura 11C).
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Figura 11: Teores de cafeina (A), acido cafeico (B) e 4cidos clorogénicos (C) nos
extratos soliiveis de café ardbica secos por atomizagdo. as letras diferentes significa
com diferengas significativas entre si (p>0.05), ja as letras iguais representa sem
diferencas significativas. Abreviagdes: CV- Café Verde; TC- Torra Clara; TM- Torra
Meédia e TE- Torra Escura.

5.2.3. Teor de compostos fenolicos totais nos extratos secos de café.

Na analise do teor de compostos fenodlicos totais, observou-se que os valores
maiores foi referente ao extrato de café torra claro no valor de 442,58+15,25mg de
acido galico/100g de amostra, porém sem apresentar diferengas significativa com o

extrato de café verde (p>0,05). O extrato de café verde com valor de 414,35+24,53mg
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de acido galico/100g de amostra que também ndo apresentou diferencgas significativas
com a torra média, sendo a menor concentragao de compostos fenolicos em extratos de
café torra escura com valor de 178,19+ 15,52mg de acido gélico/100g de amostra

(Figura 12).

Fenodlicos totais

Café Arabica

Figura 12: Teor de compostos fenolicos totais nos extratos soliveis de café
arabica, as letras diferentes significa com diferengas significativas entre si
(p>0.05), ja as letras iguais significa sem diferencas significativas entre si
(p>0.05). Abreviagdes: CV-Café verde, TC-Torra Clara, TM-Torra média,

TE- Torra Escura.

5.3. Atividade antioxidante dos extratos de café arabica verde e torras.

A andlise da atividade antioxidante dos extratos soluveis de café verde e respectivas
torra foram realizadas através de quatros diferentes métodos, sendo um direto (ORAC) e
trés indiretos (ABTS, FRAP e DPPH). As andlises foram realizadas na concentracdo de
Smg/ml em aliquotas de 10, 50 e 100 ml. As andlises que apresentaram maiores
sensibilidade foram a DPPH e ABTS seguidos do ORAC e FRAP (Todos os extratos
apresentaram atividade dependente de concentra¢do). O Trolox (um analogo da
vitamina E) foi usado como padrdo para medir a forca antioxidante das amostras de
interesse (RE et al., 1999).

Os métodos de ABTS e FRAP apresentaram reacdes semelhantes em todos os

extratos e refletem com os dados da andlise de fendlicos totais, a qual ganha peso com o
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trabalho realizado por MOREIRA et al (2005), que correlacionou monomeros de acidos
clorogénicos com maior atividade de FRAP e os compostos soltveis de cafeina e acido
cafeico com efeitos superiores nas analises de ABTS. Os dados obtidos do ABTS dos
extratos analisados se alinham com o trabalho de ROCHA et al (2012).

O extrato de café torra clara apresentou maior atividade antioxidante
(22933,62+21,92 umol de Trolox/g de amostra), seguidos do café verde
(21808,91+167,66 pmol de Trolox/g de amostra), torra média (18784,72+23,18 pumol
de Trolox/g de amostra) e torra escura (12600,13+£24,22 umol de Trolox/g de amostra)
(Figura 13A). Nos resultados da metodologia do FRAP seguem quase o mesmo padrao,
extrato de café ardbica torra clara apresentou maior atividade (45,85+0,01 pumol de
Trolox/g de amostra) seguido do café torra média (40,01+0,03 pmol de Trolox/g de
amostra), café verde (38,24+0,06 umol de Trolox/g de amostra) e torra escura
(19,56+0,01 pumol de Trolox/g de amostra) (Figura 13B).

O DPPH nio reage com flavonoides e eles sdo em altas concentragdes em extratos
de café verde segundo VIEIRA; CORNELIO; SALGADO (2006), NASCIMENTO,
(2006) e ALESSANDRA et al (2014). Os flavonoides sdo compostos termossensiveis,
sendo facilmente degradado mesmo em torras mais brandas como visto por SANTOS et
al (2007). Os acidos clorogéncos sdo termossensiveis e também abundantes nos extratos
de café verde, os CGA estao diretamente associados com a reducao do radical de DPPH
no qual estd em consonincia com os resultados obtidos no presente trabalho
(BUDRYN; NEBESNY, 2003).

Os resultados dos extratos no DPPH tiveram diminuicdo dependente de torra,
coincidindo com os teores de 4cidos clorogénicos encontrados nessas amostras. Sendo o
café verde com 147826,36+2281,37 pumol de Trolox/g de amostra; torra clara com
116898,66+1236,24 pmol de Trolox/g de amostra; torra média com 39422,76+£281,83
pumol de Trolox/g de amostra e torra escura com 14724,55+128,38 umol de Trolox/g de
amostra (Figura 13C).

No método de ORAC nao houve diferencas significativas (p>0.05) entre os extratos
de café verde e torra clara (1081,5+£27,5 e 1150,545,16 umol de Trolox/g de amostra) e
entre os extratos de café torra média e torra escura (584,33+14,33 e 511,66+33 umol de

Trolox/g de amostra) (Figura 13D).
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Figura 13: Potencial de atividade antioxidante dos extratos de café soltivel arabica
verde e torra clara, média e escura de acordo com quatro metodologias, uma direta
pela capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio (ORAC) e trés indiretas pelo
ensaio DPPH, capacidade antioxidante equivalente a Trolox (ABTS / TEAC),
capacidade de reducao férrica (FRAP). As letras diferentes significam sem diferencas
significativas entre si (p>0.05), ja as letras iguais significa sem diferengas

significativas entre si (p>0.05). Abreviagdes: CV-Café verde, TC-Torra Clara, TM-

Torra média, TE- Torra Escura.

5.4.Efeitos dos extratos soliveis de café arabica verde e torras emlinhagens

de cancer de proéstata.

5.4.1. Efeito dos extratos secos de café na viabilidade de PC-3 e DU-145.
Através da metabolizagdo do sal de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) em formazan pelas enzimas mitocondriais das células
malignas de PC-3 e DU-145, foi possivel analisar o efeito citotoxico dos extratos do

café arabico verde e suas torras clara, média e escura.
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Na PC-3 observamos uma reducdo significativa (p>0.05) em doses baixas de
extrato de café verde e torra clara, ambas com 78,125ug/mL reduziram a viabilidade de
forma preponderante de quase 50% e mantiveram-se estaveis, porém o extrato soluvel
de café ardbica verde nas concentragdes de 5.000pg/mL aumentou o poder de reducao
da viabilidade celular da PC-3 em torno de 70% e na concentragdo de 10.000 ng/mL
causou uma reducdo de 72%. O extrato de café¢ torra média apresentou reducdo
significativa (p>0.05) de apenas 33% na concentracdo a partir de 10.000 pg/mL, ja o
extrato de café arabica torra escura apresentou redugdes em média de 13% (Figura

14A).
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Figura 14: Resultados do percentual de inibi¢do relativo ao controle de células
tumorais de prostata (PC-3) tratadas por 24h com extratos soluveis de café ardbica em
diferentes concentracdes pela metodologia de MTT (A). As fotos das células tratadas
com 5.000 e 10.000 pg/mL, pois apresentaram resultados mais significativos. As letras
diferentes significa sem diferencas significativas entre si (p>0.05), j& as letras iguais
significa sem diferengas significativas entre si (p>0.05). Abreviagdes: CV-Café verde,

TC-Torra Clara, TM-Torra média, TE- Torra Escura.
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No ensaio de MTT na linhagem da DU-145, a maioria dos resultados das
incubacdes dos extratos soltiveis de café¢ verde e torras clara, média e escura nao
apresentaram resultados de porcentagem de reducdo comparada ao controle
significativo (p>0.05). Nos extratos de café solivel arabica verde houve reducdo apenas
na maior concentragao que foi de 10.000png/mL ocasionando uma redugdo infima de
26% (mesmo sendo a maior comparadas com os outros extratos), nos extratos soltivel
do café ardbica torra clara houve uma reducdo constante de penas 20% nas
concentragdes de 2.500—10.000png/mL e nos extratos soluveis de café ardbica médio e
escura houve uma reducdo muito pequena em ambas de apenas 5% nas suas maiores

concentragdes que foi de 10.000png/mL (Figura 14B).

5.4.2. Efeitos dos extratos de café verde e torras no ciclo celular de PC-3.

Os achados na literatura refletem bem os dados adquiridos do ciclo das células
de PC-3 tratada com extratos soluveis de café arabica verde e torras. Foram verificadas
modificacdes significativas comparada com o controle (p>0.05). Foram usadas as
maiores concentragcdes no tratamento das células de PC-3 (5.000 e 10.000 pg/mL). Em
suma, nas fases Go/Gj, os tratados com café arabica verde e torra clara apresentaram
diminui¢des, sendo mais significativo no extrato soluvel de café verde (p>0.05), ambos
foram dependente de concentragdo, sendo no verde mais marcante comparada com os
extratos de café arabica torra clara, ja a torra médio nao apresentou diferencas

significativas e a torra escura teve pouca variagdo comparada com o controle (Tabela 8).
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Tabela 8: Efeitos dos extratos soluveis de café arabico verde e torras nas concentragdes

de 5.000 e 10.000pg/mL no ciclo celular de células tumorais de prostata com metéstase

em osso (PC-3).

Fase do ciclo
Amostra celular CT 5000 pg/mL 10000 pg/mL
Go/G, 66,82+4,57° 52,32+1,14° 40,13+4,04¢
CV S 3,30+1,80° 30,96+0,57" 41,62+1,32°¢
GyM 21,02+1,19° 16,72+1,02%° 15,42+41,62°
Go/G, 61,81+2,52"° 55,53+1,50° 54,85+0,96°
TC S 3,88+0,98" 8,67+3,21° 15,74+40°
GyM 20,1242,48° 9,42+1,74° 17,83+2,4°
Go/G, 62,23+4,31° 62,73+1,19° 61,9+0,10
™ S 5,81+0,52° 8,15+0,39° 8,40+0,56°
G,/M 27,1+3,67° 21,95+1,6° 23,43+1,32%
Go/G 64,07+1,1° 60,2+1,85° 61,08+1,10%
TE S 9,82+0,63° 7,93+0,44° 8,30+0,32°
Go/M 22,63+0,51° 21,88+1,18° 22,78+0,78°

As letras diferentes significam sem diferengas significativas entre si (p>0.05), ja as
letras iguais significa sem diferengas significativas entre si (p>0.05). Abreviagdes: CV-
Café verde, TC-Torra Clara, TM-Torra média, TE-Torra Escura.

Na fase “S” os extratos de café ardbica verde apresentaram um aumento
significativo dependente de concentragdo, entretanto, houve um decréscimo em
congruéncia com o nivel de torra dos extratos. Por fim nas fases G2/M houve uma
diminuicao significativa que foram se perdendo dependente de torra, até chegar a torra
escura, na qual ndo houve diferengas significativas comparadas com o controle mesmo

em concentragdes mais altas (Tabela 8).

5.4.3. Efeitos dos extratos de café verde e torras na apoptose de PC-3.

No ensaio de apoptose as células de adenocarcinoma com metdstase em 0sso
(PC-3) foram incubadas com os extratos soluveis de café verde e torras nas

concentragdes de 5.000 e 10.000nug/ml, seus efeitos mostraram uma modificagdo da
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populacdo de células, os extratos de café verde e torras diminuiram as células do
quadrante inferior esquerdo que sdo as células vidveis e aumentaram as células no
quadrante superior 4 direita que sdo células em apoptose, porém esses efeitos foram
diminuindo dependendo do aumento da torra do extrato, sendo a torra escura sem
diferencas significante comparada ao controle (Figura 15AB). Esses resultados podem
esta diretamente relacionado com a producdo de compostos monoméricos de acidos
clorogénicos e dacido caféico que modulam as atividades epigenética da célula
aumentando a metilagdo do DNA e silenciando alguns genes envolvidos na prolifera¢ao
(ESTELLER; HERMAN, 2002; JONES; BAYLIN; KIMMEL, 2002; JONES; TAKAI,
2001; ZHOU; ZHOU, 2012).
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Figura 15: Efeito das concentracdes de 5.000 e 10.000mcg/mL de extratos de café

arabica verde e torras na morte celular programada (Apoptose) na linhagem celular de

adenocarcinoma de prostata com metastase em osso (PC-3).
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6. Discussao

O presente trabalho teve como objetivo principal a producdo de extratos soluveis
de café arabica verde e torras como uma melhor estratégia para a prevengao e o combate
ao cancer. A escolha do café da espécie C. arabica (ARABICA) ¢é refletida pela sua
qualidade superior comparadas com as outras espécies, entre elas caracteristicas
sensoriais, maior consumo, sabor mais apetecivel (SOUSA et al., 2007), custo mais
elevado, sua Optica econdmica sendo o Brasil lider em producdo e exportagdo (35% a
nivel mundial de café, sendo 62% a producdo de café arabica) e o segundo no mercado
consumidor (CECAFE, 2018; EMBRAPA, 2019). Existem uma variedade de
publicagdes na literatura cientifica sobre os efeitos dos extratos do café ardbica verde
incubadas em células normais e cancerigenas (BUDRY; ZACZYNSKA; ORACZ,
2016; SUNG; GO; SHIN, 2012), porém poucos trabalhos apresentam os efeitos dos
extratos quando submetidos a graus variados de torras.

Entre os exemplos a incubacdo de células adenocarcinoma de prostata com
metastase em cérebro (DU-145) com extratos soluveis de café robusta verde e torras
com dois tipos de secagem, um pelo calor (Spray-Drier) e outro pelo frio (Liofilizagdo)
de BAUER et al (2018). E trabalhos de JUNG et al (2017) que trataram com extratos de
café arabica em quatro diferentes torras células ndo humanas, as quais ndo apresentaram
efeitos citotoxico, as linhagens normais de macroéfagos (RAW 2647) e hepatdcitos
(AML-12), sendo ambos de camundongos.

PRIFTIS et al., (2018) verificaram modulagdes significativas de expressao da
glutationa (GSH) de células endoteliais da linhagem EA.hy926 e células de mioblasto
de linhagem C2C12 incubadas com extratos verde e torra de café ardbica e robusta,
indicando ag¢ao tecido especifico.

A matriz dos grdos do café ardbica verde contém uma profusdo de clorofila,
hormdnios, enzimas, lipideos, proteinas, carboidratos e uma gama incrivel de
compostos bioativos (MOREIRA et al., 2005), mesmo complexo os compostos
bioativos sao bem caracterizados, porém suas concentracdes sofrem variagdes conforme
alguns aspectos como: forma de plantio, més de colheita, tipos de despolpamento,
secagem, principalmente a torrefacdo e a forma de pulverizagdo dos graos (ROTHFOS,

1980).
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ApOs a obtencgdo dos graos, foi padronizado o processo de segregacao para a retirada
de sujidades e graos defeituosos para nao interferir diretamente ou indiretamente com as
atividades originais dos graos de café. Entre os grios selecionados uma parte foi
direcionado a moagem para seguir as etapas necessarias para obtencao do extratos verde
e os demais foram torrados em trés diferentes niveis de torras (torra clara: 12 minutos a
230°C; média: 14 minutos a 240°C e escura: 15 minutos a 245°C). Naturalmente no
processo de torrefacdo dos graos de café ha uma extrema modificagdo da composicao
quimica e a formacdo de novos compostos a partir dos compostos pré-existentes
(ARAUJO, 2007) e como ja esperado, a perda de massa que foi proporcionalmente com
o tempo e temperatura utilizada. O grao de café ardbica torra clara perdeu entre 17-18%
da massa total, o grao de café arabica torra média perdeu entre 20-21% da massa total e
a torra escura perdeu entre 24-28% da massa total, esse resultado ficou acima das
amostras de DIAS; BENASSI (2015) que obtiveram perdas em torno de 13% torra
clara, 17% torra média e 20% torra escura. As torras seguiram a escala de Agtron como
controle de qualidade de torra (PORTO, 2015).

Os compostos bioativos do café em grande maioria sdo compostos soluveis (FAN &
Cols., 2000) e com a grande perda de massa causou a preferéncia pela moagem fina e a
peneiracdo, assim obter um pd homogénio e potencializar a extragdo dos compostos
bioativos pelo aumento da superficie de contato dos granulos de café. A solugdo extrator
utilizada foi 4gua quente 4 90-95°C, a infusdo foi realizada com 100 ml do extrator e 25
gramas de pd de café ardbica (Verde e torras). O tipo de extrator e a temperatura
utilizada foi extraida de alguns trabalhos que mostraram ser a melhor op¢ao para nao
causar variagdes nos compostos do café¢ e auxiliar na extracdo dos solutos soluveis
(ALMEIDA; BENASSI, 2011; SANTOS et al., 2007).

O banho de gelo e o descanso por 10 minutos se fez necessario para estabilizar a
temperatura, pois foi utilizado o aparelho de ultrassom para potencializar o grau de
extracdo dos compostos soluveis das amostras, € isso gera calor que poderia causar
modificacdes negativas para os extratos soluveis. Apds a extragdo as amostras foram
centrifugadas para retirada em sua composi¢do dos solutos ndo soluveis (borra), foi
utilizado o refratometro para estabelecer o valor em graus °brix (O valor grama de
compostos soluveis por 100 gramas da amostra). O valor °brix dos extratos aquosos de
café ardbica das amostras desse estudo foram distintos entre si € em congruéncia com

literatura. Os valores de 10,66 °brix, 9,56 °brix, 8,56 °brix e 7,23 °brix para os extratos
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aquosos de café ardbica verde, torra clara, média e escura respectivamente, nas
industrias esses valores ficam em torno de 8-12°brix, revelando uma boa extragdo
(REVISTA CAFEICULTURA, 2006).

A posterior a solucao foi seca pelo processo de atomizagao (pulverizagdo) através do
equipamento Spray Dryer e assim obtivemos os extratos soluveis de café arabica verde
e torras (Figura do café grio e pulverizados). E sabido que a percepgdo de cor fica
dependente da subjetividade do olho humano, por essa razdo, foi utilizada a escala
CIELAB para melhor padronizagdo da cor dos extratos. Os resultados colorimétricos
das amostras dos extratos soliiveis de café verde e torras foram distintos entre si e
similar com os dados obtidos na literatura (BAUER et al., 2018; COUTO, 2017;
POURFARZAD; MAHDAVIAN-MEHR; SEDAGHAT, 2013). Na escala de cores de
CIELAB ha trés parametros. O parametro (L*): de luminosidade que varia de zero
(preto) para cem (branco); a coordenada (a*): que segue do positivo (+) para o
componente vermelho e negativo (-) para o componente verde; e enfim a coordenada
(b*): segue do positivo (+) para o componente amarelo e negativo (-) para o
componente azul.

Conforme a literatura os grdos perderam luminosidade ficando mais escuras,
processo que ocorre naturalmente através da carbonizagdo e outros eventos bioquimicos
como reagdes de Maillard, degradacdo de compostos por Strecker e caramelizagdo do
acticar como mencionado na literatura essas reagdes exotérmicas dao aos graos de café
torrado as suas caracteristicas sensoriais como sabor, aroma e cor muito perceptivel nas
infusdes (CORTEZ, 2001; DE OLIVEIRA et al., 2014; ILLY, A. & VIANI, 2005).

Entre as escalas das cores primdrias (a) e (b) houve diferencas significativas entre
os extratos de café ardbica verde e torras como ja esperado (SCHMIDT;
MIGLIORANZA; PRUDENCIO, 2008).

Através da metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel
identificar e quantificar alguns compostos bioativos importantes nos extratos, como o
acido clorogénico, acido caféico e cafeina (DIAS; BENASSI, 2015)(DIAS & Cols.,
2004).

Os 4cidos clorogénicos (CGA) sao componentes termossensivel do grupo dos acidos
hidroxibenzdlicos da familia dos 4cidos fenodlicos, este importante nutracéutico entre os
alimentos ocidentais estio em maior concentragdo nos graos de café verde, o percentual

de 4cidos clorogénicos circula em torno de 3,5-7,3% de seu peso seco (DURAN et al.,
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2017). Nos extratos de café¢ ardbica analisados, os valores apresentaram decaida dos
acidos clorogénicos dependente de torra. Extrato verde com 2,845+0,035g/100g; torra
clara com 1,805+0,035g/100g; torra média com 1,805+0,0,5g/100g e torra escura com
1+0,014g/100g (gramas do composto sobre 100 gramas de amostra).

Sobre a biodisponibilidade dos acidos clorogénicos do café alguns trabalhos como o
de MOREIRA et al (2005) observaram uma absorcao precoce dos CQA no estdmago e
o resto no intestino delgado com maior absor¢do no jejuno. Sendo um mecanismo de
absor¢do e metabolizacdo distintos para os grupo dos acidos clorogénicos que sdo os
acido 5-cafeoilquinico, feruoilquimico e dicafeoilquinico.

Entretanto, estudos de STALMACH et al (2009) verificaram que um ter¢o dos CGA
sdo absorvidos no intestino delgado e seus isdmeros 5-CQA, 4-CQA e 3-CQA podem
ser analisados no plasma através da cromatografia liquida de alta performance e os
outros dois tercos sdo metabolizados pelas transferases de microbiotas intestinais
formando basicamente o acido quinico, acido cafeico e o acido dihidroferulico.

Outro bioativo importante ¢ o acido caféico um componente termossensivel do
grupo dos 4cidos hidroxicindmicos e também da familia dos acido fenolico com efeitos
antioxidantes (SOARES, 2002). O café verde apresentou um quantitativo de
0,345+0,007g/100g, houve um aumento significativo no extrato de café arabica torra
clara de 0,435+0,007g/100g, essa elevagdo ¢ explicada por MANACH et al (2018) que
relatou o desprendimento dos 4cidos clorogénicos da matriz do café e através das
reacgoes térmicas resultando na sua quebra e a formacao de mais &cidos cafeico. Porém o
continuo da torra causa o decréscimo dos acidos cafeicos nos extratos de café arabica
torra média e escura de 0,14+0 e 0,06+0 respectivamente, essa analise ¢ refletida nos
estudos de OLIVEIRA et al (2008).

A biodisponibilidade dos acidos cafeicos sdo abundantes, segundo MANACH et al.,
(2018) os acidos clorogénicos sdo menos abundantes nos alimentos, e ainda os acidos
clorogénicos provavelmente sofrem quebras por enzimas esterases no intestinos
aumentando o conteudo de acidos cafeicos (OLIVEIRA & BASTOS, 2011). E os
compostos hidroxicindmicos entdo mais presentes nas variedades alimentares de origem
vegetal entre eles o café¢ (CLIFFORD, 2000).

A cafeina ¢ um dos principais bioativos e popularmente o mais conhecido,
apresenta-se contido na matriz dos graos verdes de café ardbica em torno de 0,7-1,4%

do seu peso seco (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009; DIAS et al., 2005;
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SMITH, 1985) esse fitoquimico estd altamente associado com o aumento da
performance, atividade neuromotor e atividade bioativa de efeitos antioxidante e
quimiopreventivo (AGUIAR et al., 2012), entre eles o estudo de POUNIS et al (2017)
verificou o efeito antiproliferativo e antimetastatico da cafeina em linhagens de cancro
de préstata com metastase em osso e cérebro de PC-3 e DU-145 respectivamente. A
variacdo do percentual de cafeina entre os extratos foram infimas, pois esse alcaloide ¢
termorresistente (KY et al., 2001; SAMPAIO, 2017), porém observou-se um efeito
similar ao 4cido cafeico, no qual houve um aumento nos extratos de café¢ arabica torra
clara (1,805+0,35g/100g) comparada com o extrato de café¢ arabica verde
(1,425+0,035g/100g) e uma diminuicdo dependente de torra (1,385+0,007g/100g na
torra média e 14+0,014g/100g na torra escura), a explicacdo seria a quebra dos
compostos na torrefacdo branda e melhor sensibilidade na anélise por HPLC, j& nos
extratos de café ardbica torra média e escura ndo hd um degradacdo da cafeina, mas
perda da matriz da massa do grao de café no processo de torrefagdo.

Outra metodologia importante que foi utilizada foi a quantificagdo de compostos
fenolicos totais pelo ensaio de Folin Ciocalteu. Nessa andlise demonstra uma
sensibilidade de maior concentragao de fendlicos totais no extrato de café arabico verde
perante os outros extratos de café arabico, a explicagdo seria a quebra de dimeros de
acidos clorogénicos pela torrefagdo branda da torra clara e melhor atividade, ja o
continuo da torrefagdo causa nesses compostos uma degradacdo térmica dos bioativos
(ARAUJO, 2007; PRIFTIS et al., 2018).

A presenca e quantidade dos compostos bioativos foram realizados, porém foi
preciso verificar se as suas atividades estavam ativas, assim para determinar as
atividades antioxidantes dos compostos bioativos dos extratos de café verde e torras,
foram utilizados quatro tipos de analises, sendo uma direta e trés indiretas, as analises
mais sensiveis foram duas indiretas a DPPH e ABTS, seguidos do ORAC e FRAP.
Todas os extratos apresentaram atividade dependente de concentracdo. As andlises de
ABTS e FRAP foram semelhantes entre si e reflete melhor os dados da analise de
fendlicos totais, que ganha peso no trabalho de MOREIRA et al., (2005), que
correlaciona os acidos clorogénicos com maior atividade de FRAP.

O DPPH nao reage com flavonoides e eles sdo em abundantes em extratos de café
verde segundo VIEIRA; CORNELIO; SALGADO (2006), ja trabalhos de
NASCIMENTO, (2006) ¢ VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI (2011) os flavonoides sao
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compostos termossensiveis, sendo facilmente degradado mesmo em torras mais brandas
como visto por SANTOS et al., (2007). O processo de torra degrada os compostos
fenolicos e diminui a atividade antioxidante (ABRAHAO et al., 2010, 2012).

Um numero significativo na literatura indica que o café reduz o risco de doencas
cronicas nao transmissiveis (DCNT). Entre eles a reducdo do cancer de mama
(NKONDJOCK, 2009), endometrial (SHIMAZU et al., 2008), de colon (GUERCIO et
al., 2015), cancer de figado, rim e bexiga. Trabalho de AMIGO-BENAVENT et al
(2017) relataram que os extratos de café arabica verde incubados em linhagens de
células cancerigenas apresentaram diminuic¢des significativas na proliferacdo de colon
(Caco-2), diminui¢do da viabilidade de cancer no eséfago (OE-33), diminui¢ao da
viabilidade da bexiga urinaria (T24) e ndo apresentou efeito na viabilidade e
proliferacdo de linhagem de célula ndo cancerigenas de fibroblasto de célon (CCD-
18Co).

Os dados anteriores foram de extrema importancia para determinar as sequéncias
das proximas andlises de incubac¢do dos extratos de café. O café ¢ uma bebida de maior
consumo entre os homens (59,5%) (ARRUDA et al.,, 2009) e entre os canceres
acometidos apenas em homens com o maior incidéncia e prevaléncia de mortes segundo
o INCA (2018) ¢ o cancer de prostata. Logo, no presente trabalho foi usado como
modelo experimental duas linhagens de adenocarcinoma de prostata, uma menos
agressiva com metédstase em osso (PC-3) e outra mais agressiva com metastase em
cérebro (DU-145).

Estudos prévios apontam o efeito inibitorio da cafeina na adesdo, motilidade
(metastase), proliferagdo e a modulagdo do ciclo de células cancerigenas de prostata
DU-145 e PC-3 (POUNIS et al., 2017).

Baseados nesses dados o presente trabalho iniciou as incubagdes nas concentragoes
entre 0-10.000 pg/mL refletido nas analises de BAUER et al (2018) para o ensaio de
MTT. O percentual de inibi¢do relativo ao controle do ensaio de MTT das células de
PC-3 apresentaram resultados significativas em baixas concentragdes (78,125 pg/mL)
nos extratos soluveis de café verde e torra clara, sendo mais significativas nas doses de
5.000 e 10.000 pg/mL. Os extratos soluveis de café arabica torra média e escura nas
concentragdes finais revelaram melhores efeitos, porém de menor valor comparados

com os extratos de café verde e torra clara.
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Na linhagem de DU-145 nao foram verificados resultados significativos, mesmos
em altas concentracdes. BAUER et al., (2018) relataram que a linhagem de DU-145
incubadas com café robusta em concentragdes de 0-5.000 pg/mL apresentaram
atividades de ECsy de inibicdo de viabilidade, sendo o maior efeito em 500 pg/mL e
mantendo estavel o efeito mesmo aumentando as concentragoes.

Os dados literarios refletem com os achados, no qual o café possui em sua estrutura
compostos quimio-preventivos (HAN & Cols, 2016), mas pesquisas orquestradas pela
EMBRAPA (2004) verificou que o café arabica apresenta menos compostos quimio-
preventivos comparado com o café robusta, corroborando a acdo do robusta e a nao
acao do arabica perante a linhagem da DU-145.

AMIGO-BENAVENT et al., (2017) incubaram extratos de café arabica verdes ¢ cha
verde em quatro linhagens células tumorais, os principais bioativos desses extratos
foram os 4cidos clorogénicos em que em seus efeitos ndo aumentam a proliferacdo de
células cancerigenas, afetando negativamente a viabilidade celular e a proliferacdo de
forma dose-dependente.

A partir dos dados obtidos nos resultados de sobrevivéncia pelo MTT, foram
padronizados para os testes de ciclo e apoptose da linhagem da PC-3 as concentragdes
de 5.000 e 10.000 pg/mL dos extratos de café arabica verde e torras, porém ndo houve o
continuo com a linhagem da DU-145 por causa da insignificancia em seus resultados.

Entre as caracteristicas marcantes que diferencia as células normais das células
tumorais estar a proliferagdo exacerbada, as enzimas envolvidas nas principais etapas do
controle e desaceleragdo do crescimento do numero de células tem suas fungdes
prejudicadas ou silenciadas. As reagdes antioxidante estaria relacionadas com o
aumento da atividade e expressdo de enzimas antioxidantes como glutationa sintase em
células tumorais pulmonares e cutaneas, suprimindo sinais celulares NF-xB, AP-1 e
MAPK que estdo envolvidos na sobrevivéncia e proliferacao (FENG et al., 2005).

Os extratos soluveis de café ardbica verde e torra clara apresentaram em sua
composicao substancias que modularam o ciclo celular das células da PC-3 comparadas
com o controle, e tudo indica que essas substancias foram degradadas ou inativadas nos
extratos soltiveis de café arabica torra média e escura. Estudos conduzidos por MURAD
et al (2015) a isomerizacdo e/ou hidrolise do 5-CQA formam compostos intermedidrios

que ja teria uma capacidade de modular o ciclo celular.
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Os dados do presente trabalho indicariam que as substancias contidas na matriz dos
extratos de café arabica verde e torra clara induz agdes antiproliferativa da linhagem
PC-3 e essas substancias seriam degradadas em torras mais intensas. MICCADEI et al
(2008) observaram reducdo da viabilidade celular e a indugdo de apoptose em células
tumorais apos tratamento com acidos hidroxicindmicos como o acido cafeico.

Em fim criou-se uma pergunta, poderia essa efeito antiproliferativo uma indugao
para a morte celular programada ou apenas morte celular (necrose)?. Como resposta
foram feitas analises de apoptose por Anexina V FITC e lodeto de propidio (PI), em
teoria as células quando estao ativando sinais de apoptose inicial a mesma externaliza
um lipideo de membrana a fosfatidilserina como marcador e anexina V se liga a esse
marcador, quando a apoptose entra em um estagio tardio ha uma ruptura do nucleo e o
iodeto de propideo consegue intercalar com o material genético (LASSUS et al., 1998).

Esses marcadores sao detectados pelo aparelho de citometria de fluxo e expresso em
quatro quadrantes (HINGORANTI et al., 2011).

No quadrante inferior esquerdo reflete as células vidveis, no quadrante superior
esquerdo representa as células em estado de necrose, o quadrante inferior direito
refletem as células em necrose inicial porque estdo apresentando a externalizagdo do
marcador fosfatidilserina e por fim o quadrante superior direito no qual demonstra de
maneira quantitativa e qualitativa as células em estado de apoptose, esses dados
estimula a busca de equipamentos de biologia molecular para entender quais pequenas
moléculas regulam essas atividades

No ensaio de apoptose as células de adenocarcinoma com metdstase em 0sso
(PC-3) foram incubadas com os extratos soliveis de café verde e torras, seus efeitos
mostraram uma modificacdo da populagdo de células, os extratos de café verde e torras
diminuiram as células do quadrante inferior esquerdo e aumentaram no quadrante
superior & direita, porém esses efeitos foram diminuindo dependendo do aumento da
torra do extrato, sendo a torra escura sem diferencas significante comparada ao controle.
Esses resultados podem estd diretamente relacionado com a produ¢do de compostos
monoméricos de acidos clorogénicos e acido café¢ico que modulam as atividades
epigenética da célula aumentando a metilacdo do DNA e silenciando alguns genes
envolvidos na proliferacio (ESTELLER; HERMAN, 2002; JONES; BAYLIN;
KIMMEL, 2002; JONES; TAKAI, 2001; ZHOU; ZHOU, 2012).
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Entre os dados dos efeitos dos extratos de café analisados na literatura e nos
resultados obtidos desse estudo, fica evidente que o café torra clara apresenta-se como
uma excelente estratégia no combate seletivo do cancer comparadas com as outras
torras, porém, ¢ importante ressaltar que seu gosto adstringente engendra um efeito
negativo em suas caracteristicas sensoriais como aroma, gosto e cor. Um estudo
conduzido pela ABIC verificou que o consumo do café estava mais associado a habitos
sociais € 0 seu gosto era uma mera consequéncia desse habito (ABIC, 2006), em outro
estudo foram verificado que o perfil dos quem ndo tomam café estdo associados em
torno de 43% por restrigdes médicas e a falta de habito. O Brasil ¢ o maior produtor e
exportador de graos verdes de café, e estd entre os maiores consumidores de café torra
escura. Alguns autores tem mencionado que esse héabito tem sido impostos pelos
empresas, no qual estd fortemente relacionado com a preferéncia da produgdo de
extratos de café com torrefacdo mais excessiva, assim servindo de uma estratégia de
camuflar a percepc¢ao de defeitos e detritos como pedagos de galhos e alguns artropodes
(COUTO, 2017; SCHMIDT; MIGLIORANZA; PRUDENCIO, 2008).

Como mencionado no inicio da discussdo os graos de café sofrem modulagdes de
concentracdes de seus compostos em sua matriz por varias interferéncias, entre elas:
regides de plantagdes, estagoes de colheitas, fatores genéticos, ambientais, nutricionais,
manejo da lavoura, colheita, preparo (PIMENTA, 2001; ROTHFOS, 1980). Logo, se
faz necessario um aperfeigoamento e estudos mais aprofundados dessas variagdes para a
busca de estratégias que amenize prejuizos de qualidade da bebida.

Mesmo com a presenga de acrilamida na sua composi¢dao, o consumo do café
soluvel de graos torrados possui fortes efeitos na prevencdo e tratamento de doengas
cronicas ndo transmissiveis (DCNT) entre eles o cancer, doengas cardiovasculares,
parkinson, Alzheimer entre outros (PASA et al., 2016). Véarios estudos ndo mostraram
efeitos nocivos a salde humana pelo consumo de café e alguns trabalhos
epidemioldgicos demonstraram efeitos significativos entre 3-4 copos didrios de café no
combate as DCNT (GUERCIO et al., 2015). Estudos de biodisponibilidade revela uma
alta absor¢do e uma alta permanéncia da cafeina na corrente sanguinea, uma suposta
absorbancia por transporte passivo de mondmeros de &cidos clorogénicos e uma
absorbancia por transporte ativo de acido cafeico no colon (OLIVEIRA & BASTOS,
2011).
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No presente trabalho em congruéncia aos estudos publicados na literatura
cientifica, deixa claro que os extratos soluveis de café protege o organismo vivo pelos
seus diversos efeitos, entre eles, atividade antioxidante € o aumento da atividade
enzimatica da glutationa sintase (EFFERTH et al., 1995; PRIFTIS et al., 2018), efeito
antiproliferativo de células cancerigenas, regulacdo da atividade bioldgica em seu
mecanismo de expressdao génica associada a promog¢ao da morte celular programada
(apoptose), modulagdo do ciclo celular e aumento atividade pro-apoptotica como a via
das caspases, bax e p53 (HE et al., 2003). Os compostos bioativos desse grao sao
altamente classificados, porém ha milhares de outros compostos que ainda nao foram
identificados (EMBRAPA, 2004). E importante ressaltar que alem desse mais estudos

s40 necessarios.
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7. Conclusiao
- O processo padrao de torrefagdo causou modificagcdes profundas da matriz quimica
dos graos de café, contudo, & torra mais branda levou uma quebra dos compostos
bioativos sem causar grandes degradagdes € o continuo de torra levou uma degradacao
desses compostos. Assim os principais compostos bioativos do café como os acidos
clorogénicos, acido cafeico e a cafeina apresentaram em maior quantidade no café verde
e torra clara e isso refletiu nos testes antioxidantes;

- As etapas de moagem, uso de dgua quente (90-95°C) e ultrasson foram essenciais para
uma maior extracdo dos compostos bioativos dos grdos verde e torrados do café do
presente estudo;

- Todos os extratos reduziram a viabilidade na linhagem menos agressiva de
adenocarcinoma com metastase em osso (PC-3) comparada ao seu controle. Entretanto,
resultados mais significantes foram em extratos de café ardbica verde e torra clara;

- Todos os extratos ndo apresentaram resultados significativos na redugao da viabilidade
na linhagem de aspecto mais agressivo de adenocarcinoma de prdstata com metéstase
em cérebro (DU-145) comparada ao seu controle;

- Os extratos de café arabica verde e torra clara modularam o ciclo celular da linhagem
de PC-3, porém a torra média e torra escura com resultados insignificantes;

- Os extratos de café arabica verde e torra clara induziram a morte celular programada
da linhagem de PC-3, porém a torra média e torra escura apresentaram resultados
insignificantes;

Em suma, os dados obtidos no presente trabalho foram evidentes que na matriz
dos graos verdes no café ardbica apresentaram compostos com maiores efeitos
antiproliferativo e moduladores de vias celulares que os graos torrados. O processo
padrao de torrefagao dependente de tempo e temperatura causa degradacdo de muitos
compostos bioativos que modulam os efeitos celulares.

Estes e outros trabalhos de base sdo fundamentais para auxiliar em estratégias
futuras em modelos celulares, animais e clinicos, para a compreensdo mais detalhadas
das propriedades funcionais em alegacdes em saude do café. O uso de metodologias em
biologia molecular ¢ uma 6tima opgao para elucidar os mecanismos bioquimicos de
acdo dos extratatos de café e assim compreender melhor a influéncia nas escolhas de
dieta para a prevencdo e uma possivel a¢do no tratamento de doencas cronicas ndo

transmissiveis. O presente trabalho buscou ampliar a variedade de estratégia ao combate
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do cancer de prostata e ainda oferecer uma melhor suplementagao nutricional ao

paciente, porém ¢ de extrema importancia mais estudo sobre o tema abordado.
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