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Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da bebida filtrada, preparada com café-arabica descascado, sobre a peroxidagio de lipidios,
os parametros hematoldgicos e bioquimicos in vivo. Para isso foram utilizados ratos que ingeriram 280 mg/kg/dia da bebida de café por
7 dias (tratamento agudo) e 30 dias (tratamento cronico). A fim de determinar se a bebida de café é capaz de reduzir o estresse oxidativo, foi
analisada a peroxidagdo de lipidios isolados de cérebro de rato analisando-se as substancias reativas do 4cido tiobarbiturico. A ingestao da
bebida por 7 e 30 dias inibiu significativamente a peroxidagao lipidica (p < 0,05 e p < 0,001), respectivamente, em comparagao ao controle. No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre a porcentagem de inibigao da peroxidagdo quando foram comparados os tratamentos agudo
(48,6%) e cronico (53,4%). A ingestdo cronica de doses moderadas da bebida filtrada de café ndo produziu modificagao significativa no nivel
plasmatico dos pardmetros bioquimicos e hematoldgicos analisados. Os resultados indicam que a ingestdo moderada de café filtrado pode
ter efeito benéfico para a satde, por inibir a peroxidagao lipidica e nio interferir nos niveis séricos de colesterol e triglicerideos em ratos.
Palavras-chave: café; lipoperoxidagdo; colesterol; dcido tirico; triglicerideos; pardmetros hematoldgicos.

Abstract

The aim of this study was to verify the effect of filtered coffee brew prepared with peeled Coffea arabica on the lipid peroxidation and on
hematological and biochemical parameters in vivo. Rats were ingested 280 mg/kg/day of coffee brew for 7 days (acute treatment) and
30 days (chronic treatment). In order to determine whether coffee can reduce the oxidative stress, the rats brain isolated lipid peroxidation
was accessed evaluating the thiobarbituric acid-reactive substances (TBARs).The ingestion of coffee brew for 7 and 30 days inhibited,
significantly, the malondialdehyde concentration (p < 0.05 and p < 0.001), respectively when compared to the control. However, there was no
significantly difference (p > 0.05) between the percentage of peroxidation inhibition when the acute (48.6%) and chronic (53.4%) treatments
were compared. The chronic ingestion of moderate doses of filtered coffee brew did not modify the plasma level of the hematological and
biochemical parameters analyzed. The results indicate the beneficial health effect of moderated filtered coffee brew ingestion since it inhibited
lipid peroxidation, but did not change the rats cholesterol and triacylglycerol plasma levels.

Keywords: coffee; lipid peroxidation; cholesterol; uric acid; triacylglycerol; hematological parameters.

1 Introdugao

ISSN 0101-2061

A doenca arterial coronariana (DAC) secunddria a
aterosclerose destaca-se nos dias atuais como a principal causa
de morbidade e mortalidade nas sociedades industrializadas.
Nos Estados Unidos foi responsavel por um terco dos ¢bitos
ocorridos nas ultimas décadas. Dados brasileiros mostram
que a situagdo no nosso meio é semelhante. Cerca de 31,0%
dos obitos por causas determinadas ocorrem por doengas do
aparelho circulatério (FUNDAGAOQ, 2004; SANTOS-FILHO;
MARTINEZ, 2002; OLIVEIRA et al., 2006). A dislipidemia,
condi¢ao na qual ha concentragdes anormais de lipidios ou
lipoproteinas no sangue ¢ um fator de risco importante para

o desenvolvimento de complicagdes da aterosclerose. Em
diferentes populagdes, estdo bem estabelecidas as correlagdes
entre o risco para DAC e concentragdes séricas elevadas de
colesterol total (CT), particularmente de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-C), assim como concentra¢des reduzidas de
lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) (CASTELLI et al., 1986;
MENOTTI etal.,2000; MARTINEZ et al., 2003). Na aterosclerose
ocorre diminui¢do marcante dos mecanismos de defesa
antioxidante (TESFAMARIAM, 1994; YOKOYAMA, 2004).
Trabalhos tém correlacionado também o desenvolvimento
de aterosclerose com o aumento da peroxida¢ido lipidica
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(NIGRIS et al., 2003; YOKOYAMA, 2004). As espécies reativas
de oxigénio formam radicais peroxila que propagam a cadeia
de peroxidagio lipidica abstraindo atomos de hidrogénio para
formar hidroperdxidos e novos radicais de carbono, levando
a oxidacdo de muitas moléculas de 4cidos graxos (JIALAL;
GRUNDY, 1992; BARREIROS, DAVID, 2006).

O malonaldeido (MDA) é um aldeido de cadeia curta,
sendo um dos compostos medidos pela reagdo com o acido
tiobarbiturico (TBARS). A formagido de malonaldeido
ocorre pela decomposi¢ao dos hidroperédxidos lipidicos e sua
concentrag¢ao tem sido utilizada para estimar a intensidade da
peroxidacdo lipidica em sistemas bioldgicos em células e tecidos
(BONNES; GUERIN, 1992; BARREIROS; DAVID, 2006).

Os compostos antioxidantes protegem os sistemas
bioldgicos contra os efeitos potencialmente danosos de reagdes
destas espécies reativas de oxigénio com diversos alvos celulares.
A peroxidagao lipidica pode ser inibida por antioxidantes que
interrompem a cadeia de peroxidagéo reagindo com os radicais
peroxila ou alcoxila e, desta forma, gerando um hidroperéxido
e um radical livre formado a partir do antioxidante. Uma
alternativa para prevenir a lesdo celular causada pela
peroxidagdo lipidica ¢ o aumento de antioxidantes endogenos
através da ingestdo de antioxidantes (FANG et al., 2002;
FREDSTROM, 2002; VALKO et al., 2007).

Entre as substancias presentes nos vegetais com atividade
antioxidante, destacam-se os fenois (MANCINI-FILHO, 2001)
e podem oferecer protecido contra DAC. A principal classe de
compostos fenolicos é composta por dcidos hidroxicinamicos,
encontrados em quase todas as plantas (HERRMANN, 1976;
KUHNAU, 1976; OLTHOF et al., 2001), sendo o principal
representante o acido cafeico, que ocorre, em muitos alimentos,
esterificado ao dcido quinico, sendo chamado de acido
clorogénico. O café é a principal fonte de acido clorogénico da
dieta humana (GARAMBONE; ROSA, 2007).

Apesar dos inumeros trabalhos de pesquisa, o efeito
cardiovascular do consumo de café para humanos ¢ ainda
controverso (RIKSEN et al., 2009). Urgert e Katan (1997)
observaram aumento do colesterol plasmatico com a ingestdo da
bebida de café e atribuiram este efeito ao contetido de diterpenos
da amostra, caveol e cafestol. Christensen et al. (2001)
demonstraram que a absten¢do da bebida filtrada de café
diminui o colesterol plasmatico. Entretanto, Mursu et al. (2005)
ndo detectaram aumento da peroxidacéo lipidica e concentragdo
plasmatica total de homocisteina em homens saudaveis nao
fumantes, apds a ingestdo por longo periodo de multiplas
doses ou de uma dose de café. A revisdo de Ranheim e
Halvorsen (2005), aparentemente, demonstra que a ingestao de
quantidades moderadas de bebida filtrada ndo esta associada a
efeitos cardiovasculares deletérios.

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da bebida
filtrada preparada com café-arabica descascado sobre a
peroxidagdo de lipidio, os niveis plasmaticos de colesterol total
e fragdes e sobre os pardmetros hematoldgicos em ratos.
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2 Material e métodos

2.1 Obtengdo do café

Amostras de café in natura (Coffea arabica), cv. Mundo
Novo descascado (100 L), safra 2001/2002, peneira 17/18,
sem defeitos, foram cedidas por Ipanema Agro Industria Ltda.
(Alfenas, MG) e preparadas especialmente para este estudo.
As amostras foram torradas em torrador de laboratério com
capacidade de 1 kg, em grau de torra escuro. O ponto de
torragdo foi determinado visualmente. Em seguida, os graos
torrados foram moidos (moedor elétrico Raiar, modelo RA21)
em granulometria fina (70% de retengdo em peneira 20),
empacotados em embalagens de polietileno/aluminio/
polipropileno seladas a vacuo e estocados a —20 °C até o preparo
da bebida.

2.2 Caracterizagio do café

A cor do café torrado e moido foi determinada usando-se
um colorimetro (Chromameter-2 Reflectance, Minolta, Osaka,
Japan) acoplado a um processador de dados (OP-300). O
instrumento foi padronizado contra um branco antes de cada
leitura. A cor foi expressa em parametros da escala CIE L*, a*,
b*. Foram determinados: o teor de sélidos soluveis segundo
Maeztu et al. (2001) e polifenodis (GEORGE et al., 2005); o pH
dabebida (n =5); e, o teor de dcidos cafeoilquinicos (CQA) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Apos a extra¢ao dos
CQA (TRUGO; MACRAE, 1984), foi realizada a cromatografia
utilizando-se um sistema Knauer Chance equipado com
coluna de fase reversa RP-18, injetor com 100 uL de alga,
detector de UV a 315 nm e integrador HP. O sistema utilizado
foi isocradtico com vazio constante de 1,0 ml/minuto. A fase
mével consistiu de tampdo citrato tripotassico 0,01 M, pH 2,5
(DUARTE et al., 2005).

2.3 Preparo da bebida de café

Para o preparo da bebida, 10 g de café em pé foram
colocados sobre um filtro de papel Whatman N. 3. Em seguida,
100 mL de dgua deionizada a 90 °C foram vertidos sobre o po
(NICOLI et al., 1997).

2.4 Delineamento e grupos experimentais

O estudo in vivo foi realizado de acordo com os principios
éticos na experimentagdo animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), aprovado pelo
comité de ética em pesquisas animais da Universidade Federal
de Alfenas, em reunido de 04/03/2005. Foram utilizados ratos
machos Wistar (Rattus norvegicus) com 270 + 20 g, obtidos no
Biotério da UNIFAL-MG. Os animais foram mantidos em caixas
de polietileno, recebendo agua e ra¢ao comercial ad libitum e
foram divididos em 4 grupos de 12 animais:

o C7: controle; os animais receberam veiculo (dgua) por
7 dias consecutivos;

o T7:tratado; os animais receberam a bebida filtrada de café
por 7 dias consecutivos (tratamento agudo);
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o C30: controle; os animais receberam veiculo (agua) por
30 dias consecutivos;

o T30: tratado; os animais receberam a bebida filtrada de
café por 30 dias consecutivos (tratamento cronico).

O veiculo e a bebida de café recém-preparada foram
administrados aos animais por gavagem, uma vez ao dia, por
7 dias (tratamento agudo) e 30 dias (tratamento cronico). A
concentragdo da bebida de café foi de 280 mg/kg/dia, equivalente
ao consumo humano didrio de 4 xicaras de 50 mL da bebida
de café (10%).

2.5 Determinagdo da peroxidagdo lipidica

O cérebro dos animais de todos os grupos experimentais
foi removido, pesado e homogeneizado, em banho de gelo,
com auxilio de homogeneizador de tecidos (Tecnal - modelo
TE-100), ap6s adi¢ao de um volume de tampao fosfato, pH 7,2
equivalente a 4 vezes o peso fresco do tecido. O homogeneizado
obtido foi centrifugado a 1000 x g, por 10 minutos,a 4 °Cea
concentragdo proteica foi determinada (BRADFORD, 1976).

A peroxidacéo lipidica foi determinada pela formagio
de substincias reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS)
(BUEGE; AUST, 1978). Amostras de 500 puL, de homogeneizado
de cérebro de ratos dos grupos controle e tratado, foram
adicionadas a 500 pL de acido cloridrico a 25% (v/v) e 500 uL
de dcido tiobarbitdrico a 1% (p/v) em hidréxido de sédio a
0,1 M e 45 uL de BHT a 2% (p/v). A mistura foi aquecida em
dgua fervente por 10 minutos, resfriada em banho de gelo
por 10 minutos e centrifugada a 900 x g, por 15 minutos. As
TBARS foram determinadas por Abs_._ e a concentragdo foi
obtida utilizando-se tetraetoxipropano como padrao (BROWN;
KELLY, 1996). A atividade antioxidante foi calculada como
porcentagem de inibicdo da peroxidac¢do de lipidios (I%), por
comparagio ao controle (Equagio 1):

1% = A=A oo (1
Ac

em que: A_: a absorbancia das amostras do grupo controle; e
At: absorbancia das amostras do grupo tratado.

2.6 Determinagdo dos pardmetros
bioquimicos e hematoldgicos

Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas dos
animais dos grupos controle e tratado 30 dias, para determinacéo
dos niveis plasmaticos de colesterol total e fragdes, triglicerideos,
acido urico e dos parametros hematologicos. Os pardmetros
bioquimicos foram determinados por método enzimatico-
colorimétrico utilizando-se kits comerciais (Bioclin).

Os parametros hematologicos foram obtidos automati-
camente em contador eletronico de células (Coulter T-890).

2.7 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia
e comparados pelo teste de Tukey ou teste t- Student, quando
p < 0,05.
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3 Resultados e discussao

Apesar dos inimeros estudos, o efeito cardiovascular
do consumo de café em humanos ¢ ainda controverso. Isto
pode ocorrer porque os trabalhos utilizam diferentes técnicas
experimentais, incluindo diferentes tipos de processamento,
beneficiamento, torragao, moagem e preparo da bebida, o que
determina uma ampla variagdo da composi¢do quimica do
café (RICHELLE et al., 2001; DEL CASTILHO et al., 2002;
NIGRIS et al.,, 2003; VAN DAM, 2008). Assim, nesse estudo
o grau de torra foi caracterizado e foram determinados o pH
e a concentra¢do de sdlidos soltveis para a padronizagio das
amostras utilizadas, bem como para possibilitar a utiliza¢ao de
amostras semelhantes em outros trabalhos.

A analise de cor revelou os seguintes valores, seguidos
do desvio padrdo, para a luminosidade (L*): 29,07 + 0,81
e coordenadas de cromaticidade (a*): +10,28 + 0,19 e (b*):
1,42 + 0,32. O pH da bebida foi de 5,14 + 0,04. O conteudo
de polifendis foi de 6,26% (equivalentes de acido tinico) e o
teor de sdlidos soluveis de 2,25 + 0,05%. O conteudo de CQA
na bebida foi de 0,392% para 3-CQA; 0,388% para 4-CQA; e
0,545% para 5-CQA.

A ingestdo de vegetais, sucos e chds, sabidamente, exerce
uma série de efeitos benéficos a satde. Parte desses efeitos
pode ser atribuida a presenca de substancias antioxidantes, que
auxiliam a equilibrar o estresse oxidativo, prevenindo a instalagao
e a progressdo da aterosclerose, uma das principais causas da
doenga arterial coronariana (YOKOYAMA, 2004). Dentre as
substancias presentes nos vegetais com atividade antioxidante,
destacam-se os fenolicos, importantes componentes do café. O
café é uma bebida muito popular no mundo e uma das principais
fontes de substincias fenolicas da dieta. Tais substancias
apresentam atividade protetora das membranas contra o dano
oxidativo (SILVA et al., 2005).

Observou-se que a ingestdo de café induziu inibicao
significativa da peroxidacéo lipidica, tendo sido de 48,60% no
grupo com T7 (tratamento agudo) e de 53,40% no grupo T30
(tratamento cronico), o que foi evidenciado pela diminui¢édo
da concentragdo de MDA, quando comparada a dos controles
C7 e C30, respectivamente. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre os valores obtidos nos grupos T7 e T30.

No presente trabalho verificou-se que tanto a ingestio aguda
como a cronica da bebida filtrada de café diminuiu a peroxidagdo
lipidica. Ndo houve diferenca significativa entre os dois
protocolos de tratamento, indicando que a atividade antioxidante
maxima da bebida pode ser obtida com a ingestdo por 7 dias.
A diminuic¢do da peroxidagao lipidica pode ser atribuida, pelo
menos em parte, a presen¢a de substincias com atividade
antioxidante, presentes no café mesmo apds a torragdo, como
os acidos cafeoilquinicos e polifenois (DUARTE et al., 2005).
Daglia et al. (2004) demonstraram também que o café
torrado em grau escuro apresentou atividade antioxidante
in vitro e ex vivo e esses autores atribuiram essa atividade,
principalmente, ao dcido 5-O-cafeoilquinico, componente
presente na bebida de café utilizada neste trabalho. Espécies
toxicas do oxigénio causam danos oxidativos aos componentes
celulares, podendo facilmente iniciar a peroxidagédo dos lipidios
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da membrana levando ao acimulo de perdxidos lipidicos. Os
produtos de peroxidacido e seus produtos secundarios como
malonaldeido (MDA) sdo altamente reativos, podendo reagir
com substratos bioldgicos como proteinas, lipidios e DNA
(BUEGE; AUST, 1978; VASCONCELOS et al., 2007). Assim,
o consumo de café pode contribuir para a diminui¢do da
peroxidagdo lipidica, diminuindo a instalacdo e progressao de
lesdes celulares e teciduais, como a desestabilizagdo do ateroma
(THELLE et al., 1987; PANAGIOTAKOS et al., 2003).

A ingestdo cronica da bebida filtrada de café ndo produziu
modificagdo no nivel plasmatico dos pardmetros bioquimicos
analisados (Tabela 1).

Estudos realizados, tanto epidemiologicamente como
experimentalmente, indicam que a ingestao frequente de café
aumenta os niveis de colesterol no plasma (THELLE et al., 1983;
WEUSTEN-VAN DER WOUW et al., 1994; JEE et al., 2001).
Este fendmeno foi primeiramente observado na Suécia, onde
se encontrou forte correlacdo entre o consumo de café e o
aumento de colesterol (THELLE et al., 1983). Deve-se ressaltar
que os escandinavos sao os maiores consumidores de café do
mundo (TRUGO, 2001). Estudos comprovaram que o aumento
de colesterol se deve a ingestao de cafestol e caveol, ambos
presentes na fragdo lipidica do café (TERPSTRA et al., 2000;
BOEKSCHOTEN et al., 2005). Quando o café ¢ filtrado, a
pequena fragdo lipidica que permanece na superficie da bebida
aquosa é totalmente retida no filtro. Os povos escandinavos
preferem o café turco, no qual o café moido é fervido em 4gua
e simplesmente decantado, antes do consumo. Na maioria dos
paises, o habito predominante é o consumo de café filtrado
o que explica a ocorréncia desse fendmeno, principalmente,
naquela regidao (TRUGO, 2001). Neste trabalho ndo houve
aumento do nivel de triglicerideos, colesterol sérico e fragoes
em ratos tratados com a bebida filtrada de café. Na patogénese
da aterosclerose, a lipoproteina de alta densidade (HDL)
apresenta um importante papel protetor, enquanto o aumento
do colesterol, a custa de lipoproteina de baixa densidade (LDL),
promove a aterogénese. O estudo realizado por Ito et al. (1998)
também ndo encontrou alteragdes significativas nos niveis
séricos de colesterol, triglicérides, HDL, em homens apds a
ingestdo de 5 copos de café por dia, durante quatro semanas.
Yukawa et al. (2004) demonstraram reduc¢iao do colesterol
total e MDA, enquanto os niveis séricos de triglicerideos e
HDL-colesterol ndo apresentaram alteracdes significativas
apos a ingestao por 4 semanas de 150 mL da bebida de café
preparada com 8 g de café-arabica em 150 ml de 4gua fervendo.
De acordo com McAnlis et al. (1998), o café nao afeta o nivel

Tabela 1. Pardmetros bioquimicos determinados no soro de rato
controle (C30) e tratado por 30 dias com a bebida filtrada de café
(280 mg/kg/dia; T30) (n = 12).

Parametros C30 T30

Colesterol total (mg/dL) 84,6 + 18,7 74,8 + 19,2
Colesterol-HDL (mg/dL) 25,96 + 2,8 24,48 + 2,1

Triglicerideos (mg/dL) 107,6 + 40,9 92,4 £ 51,4
Acido trico (mg/dL) 1,48 + 0,76 1,11 £ 0,54

de lipidios e susceptibilidade de oxida¢dao de LDL, indicando
que o consumo de café pode proteger contra a aterosclerose.
Riksen et al. (2009) em seu trabalho de revisio também néo
encontraram associa¢do entre o consumo de café e a incidéncia
de aterosclerose. Assim, os resultados deste trabalho indicam
que a ingestdo de café pode contribuir para a prevengdo da
instalagdo e progressdo da aterosclerose, pois aumenta a
atividade antioxidante enddgena.

Odcido tirico, um antioxidante endégeno (CHATTERJEE etal,,
2005; VASCONCELOS et al., 2007), ndo apresentou varia¢ao da
concentra¢do plasmatica, nos animais tratados com bebida de
café. Tem sido descrito, no entanto, o aumento de acido trico
no plasma, apds a ingestdo de bebidas ou alimentos ricos em
fendis (NATELLA et al., 2002). Contudo, Choi e Curhan (2007)
observaram reducéo de acido urico, apds a ingestdo de café de
maneira dose dependente.

Nio foram observadas alteragdes significativas dos
parametros hematoldgicos nos animais tratados com a bebida
filtrada de café, quando comparados ao grupo controle e
ndo ha sinais de redugdo de hemoglobina, o que indicaria
anemia (Tabela 2). Resultados semelhantes foram obtidos por
Maeng et al. (2004).

Estudos envolvendo a progressdo da aterosclerose tém
se intensificado nos ultimos anos, em func¢io do aumento da
incidéncia de doengas cardiovasculares, decorrentes da primeira.
A progressdo da aterosclerose aparece ligada ao estresse
oxidativo e a patologias como infarto do miocardio, acidentes
vasculares, entre outros problemas (YOKOYAMA, 2004). Isto
justifica a investigagdo de substincias naturais com atividade
antioxidante que podem contribuir para prevengio e progressao
deste mal.

As pesquisas para selecio e triagem de substéncias presentes
nos vegetais com atividade antioxidante tém sido conduzidas
em animais de laboratério. Nesse contexto, os resultados do
presente trabalho indicam que a ingestdo didria moderada de
café parece ser benéfica e pode contribuir para a diminuigdo da
ocorréncia e progressao da aterosclerose. Cabe ressaltar que,
apesar de muito popular, o tipo de processamento, preparo da

Tabela 2. Parametros hematoldgicos de ratos controle (C30) e tratado
por 30 dias com a bebida filtrada de café (280 mg/kg/dia; T30)
(n=12).

Parametros C30 T30
Hemacias (10%/mm?) 7,30 + 0,60 7,30 = 0,50
Hemoglobina (g/dL) 14,46 +1,70 14,42 + 1,20
Hematdcrito (%) 43,15 + 5,80 42,57 + 3,20
VCM (fL) 56,90 + 3,40 56,80 + 2,40
HCM (pg) 19,47 + 0,80 19,76 £ 0,70
CHCM (%) 34,15+ 1,50 33,70 £ 0,90
Granuldcitos (10°/mm?) 5,22 + 8,10 5,30 + 0,10
Mondcitos (%) 13,04 + 5,00 12,83 £ 4,40
Linfécitos (%) 71,60 £ 11,00 72,64 £ 9,20

Plaquetas (10°/mm?) 746,30 + 114,80 720,54 + 121,86

Todos os valores foram expressos como média + desvio padrao. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos, quando comparados pelo teste t-Student.
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Todos os valores foram expressos como média + desvio padrdo. n = 15. Nao houve
diferenga significativa entre os grupos, quando comparados pelo teste t-Student.
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bebida e 0 modo de consumo estdo associados com a cultura e
hébitos sociais proprios de cada pais (NEHLIG; DEBRY, 1994)
o que pode determinar a varia¢do da composigio e, portanto,
das propriedades antioxidantes da bebida de café.

4 Conclusao

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a
ingestdo de café filtrado diminui a peroxidacéo lipidica e ndo
induz alteracdo de pardmetros hematoldgicos e bioquimicos
em animais de laboratério. Assim, a ingestao moderada de café
filtrado pode ter efeito benéfico para a satde, contribuindo para
diminui¢do da ocorréncia e progressdo da aterosclerose.
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