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RESUMO

O aumento da populacdo idosa traz preocupacGes importantes para as politicas publicas de
salde, devido a prevaléncia de doengas cronicas ndo transmissiveis e a0 aumento dos gastos
com saude publica. Grande parte dessas doencas tem sido associada com o estresse oxidativo,
que é causado pelo desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes. Os antioxidantes estdo
presentes na dieta e, portanto, surgem como alternativa para prevenir ou reduzir os danos
oxidativos. Nesse contexto, o café, uma bebida consumida mundialmente, contribui para a
ingestdo de antioxidantes, devido a compostos que ocorrem naturalmente nos seus graos.
Vérios estudos publicados investigaram in vitro as propriedades antioxidantes do café, no
entanto, ndo tem sido descrito na literatura ensaios que avaliam o efeito da pré-exposicdo de
extratos de café em Saccharomyces cerevisiae. O uso de células vivas representa um modelo
adequado para avaliar o efeito antioxidante na capacidade de sobrevivéncia da célula em
estado de estresse oxidativo. Considerando os danos que as espécies reativas de oxigénio
(EROs) podem causar nas biomoléculas e que antioxidantes naturais podem diminuir ou
prevenir estes danos, este trabalho teve como objetivo principal avaliar a capacidade do café
organico, em comparacdo com o café convencional, em proteger as células de Saccharomyces
cerevisiae contra o0 dano oxidativo na exposi¢cdo ao peroxido de hidrogénio (H,0,). Para isso
foram testados extratos aquosos e etandlicos de trés diferentes cafés (café acaia cerrado
torrado, café acaia cerrado verde e café convencional torrado) no ensaio de viabilidade celular
pelo teste de “spot” usando a linhagem S288c de levedura. Os extratos dos trés cafés testados
conferiram uma protecdo antioxidante em todas as concentragdes testadas (0,18 mg/mL a 10
mg/mL). Especificamente, as menores concentracdes tornaram as células menos susceptiveis
a acdo do H,O, 5 mM. Aparentemente, 0 extrato aquoso apresentou maior protecdo em
relacdo ao extrato etandlico. Ndo houve diferenca significativa na protecdo das celulas pelos
diferentes extratos de café torrado. Portanto, o extrato do café acaid cerrado torrado foi
escolhido para avaliar a capacidade do café (na presenca de H,O, 1mM) em reestabelecer o
crescimento de S. cerevisiae em placa de 96 pocos. Foram testadas oito concentrac6es (0,0009
mg/mL a 0,2 mg/mL) de extrato de café em quatro linhagens celulares (S288c, EG 103, EG
110 e EG 118). Nessas condicdes, nenhuma concentracdo de café foi capaz de reverter o dano
causado pelo H,O,. Contudo, os resultados de teste de “spot” indicam que o café apresenta
um significativo potencial antioxidante em células de leveduras pré-expostas a seus extratos,
podendo servir como um importante alimento funcional com agdo protetora. Como
perspectivas, sdo necessarios outros testes para avaliar diferentes solventes de extracdo e
determinar quais as concentracOes ideais para a prevencao do dano celular.

Palavras-chave: antioxidantes, café, peroxido de hidrogénio, Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

The increasing elderly population brings important concerns to the public health policies, due
to the prevalence of non-transmissible chronic diseases and increased expenditure with public
health. Many of these diseases have been associated with oxidative stress, which is caused by
an imbalance between oxidants and antioxidants. Antioxidants are present in the diet, and thus
appear as an alternative to prevent or reduce oxidative damage. In this context, coffee, a
beverage consumed worldwide, contributes to the intake of antioxidants, due to naturally
occurring compounds in its grains. Several published studies have investigated the in vitro
antioxidant properties of coffee, however, assays that evaluate the effect of pre-exposure of
coffee extracts in Saccharomyces cerevisiae have not been described. The use of living cells
Is an adequate model to evaluate the antioxidant effect on the survival ability of the cell in a
state of oxidative stress. Considering the damage that reactive oxygen species (ROS) can
cause to biomolecules and that natural antioxidants can reduce or prevent this damage, this
study aimed to evaluate the ability of organic coffee, compared to conventional coffee, in
protecting S. cerevisiae cells against oxidative damage on exposure to hydrogen peroxide
(H2.0,). Aqueous and ethanol extracts of three different coffees (roasted and green organic
coffee and roasted non-organic coffee) were tested in the cell viability spot test using the
S288C yeast strain. Extracts of the three coffees conferred an antioxidant protection at all
concentrations tested (0.18 mg/mL to 10 mg/mL). Specifically, the lower coffe extract
concentrations made the cells less susceptible to the action of 5 mM H,0,. Apparently, the
aqueous extract showed higher protection compared to the ethanolic extract. There was no
significant difference in the protection by the two roasted coffee extracts. Therefore, the
roasted organic coffee extract was chosen to assess the ability of coffee (in the presence of 1
mM H,0,) to restore the growth of S. cerevisiae on a 96 well plate assay. Eight coffee extract
concentrations (0.0009 mg / ml to 0.2 mg / ml) were tested in four yeast cell strains (S288c,
EG 103, EG 110 and EG 118). Under these conditions, no concentration of coffee was able to
reverse the damage caused by H,O, and restore growth. However, the results of the spot test
indicate that coffee has a significant antioxidant activity in yeast cells pre-exposed to its
components, and may serve as an important functional food with protective action. As
perspectives, other tests for evaluating different extraction solvents and determine the optimal
concentrations for the prevention of cellular damage are needed.

Keywords: antioxidants, coffee, hydrogen peroxide, Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCAO

Radicais livres sdo espécies que contém um ou mais elétrons desemparelhados as
quais apresentam alta reatividade. Em sistemas bioldgicos os radicais livres de oxigénio ou
nitrogénio sdo os mais relevantes (Burton and Jauniaux, 2011). As espécies reativas de
oxigénio (EROs), formadas por radicais livres e espécies nao-radicalares, sdo produzidas no
metabolismo celular aerdbico normal ou por células do sistema imune durante a resposta a
patdégenos (Migdal and Serres, 2011; Kalyanaraman, 2013). Para combater as EROs, as
celulas possuem defesas antioxidantes. Antioxidantes sdo substancias que, em baixas
concentragdes, impedem, atrasam, removem ou protegem contra a oxidacdo de uma molécula
alvo (Pamplona and Costantini, 2011).

A deficiéncia de antioxidantes presentes na dieta (como, por exemplo, as vitaminas E,
C, D, flavondides e carotendides) causa acumulo de pré-oxidantes, o que pode resultar no
estresse oxidativo, uma condicdo de desequilibrio entre os niveis de oxidantes e antioxidantes.
Além da falta de nutrientes, a producdo de EROs pode aumentar nas doencas inflamatorias
cronicas (Kalyanaraman, 2013). Como resultado do acimulo de EROs pode ocorrer extenso
dano oxidativo nas biomoléculas (DNA, proteinas e lipidios) com perda de funcdo e
integridade das membranas, inibicdo de enzimas e mutacdes no DNA. As consequéncias
desses danos podem ser disfungdes celulares e danos nos tecidos, o que pode contribuir para a
carcinogénese (Pamplona and Costantini, 2011; Veskoukis et al., 2012; Kalyanaraman, 2013;
Saeidnia and Abdollahi, 2013).

Com o aumento da populagdo idosa h4 uma preocupacdo por parte dos governantes
que elaboram as politicas publicas de salde, no que diz respeito a prevaléncia de doencas
relacionadas a idade e aos custos de salde que essa populacdo pode ocasionar (Martorell et
al., 2011). Estudos epidemioldgicos observacionais tém verificado que o consumo de
alimentos ricos em componentes bioativos (como frutas e legumes) estad relacionado a
prevencdo do desenvolvimento de diversas doencas (Butnariu and Caunii, 2013; Forbes-
Hernandez et al., 2014). A busca pela alimentagédo equilibrada motiva as pesquisas que visam
buscar alimentos que desempenham funcgdes benéficas para o organismo. Uma das estratégias
é a melhoria da capacidade antioxidante por meio da ingestdo de antioxidantes para prevenir
ou reduzir os danos oxidativos (Butnariu and Caunii, 2013). Dessa forma, alimentos com
propriedades antioxidantes podem surgir como intervencdo nutricional para promocdo da

qualidade de vida da populacdo (Martorell et al., 2011).
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O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, e contribui para a ingestdo de
antioxidantes pelas popula¢des de muitos paises (Ranheim and Halvorsen, 2005; Cruz et al.,
2012). Ele possui compostos que ocorrem naturalmente no gréo verde (acido clorogénicos,
trigonelina ou cafeina) e/ou moléculas formadas durante a torrefacdo (melanoidinas —
produtos da reacdo de Maillard) (Verzelloni et al., 2011). Devido ao alto consumo do café,
estudos relacionados a atividade biolégica de seus componentes tém sido desenvolvidos
indicando uma boa capacidade antioxidante de compostos do café, como os acidos
clorogénicos, melanoidinas e a cafeina (Lima et al., 2010; Ludwig et al., 2014).

Considerando os danos que as EROs podem causar nas biomoléculas e que
antioxidantes naturais podem diminuir ou prevenir estes danos, este trabalho teve como
objetivo avaliar a capacidade do café organico, comparando o verde e o torrado e, ainda, 0
convencional torrado, em proteger as células de Saccharomyces cerevisiae contra o dano
oxidativo na exposicao ao perdxido de hidrogénio (H,0,). Testamos a hipbtese de que o café
organico teria uma maior capacidade antioxidante quando comparado com um café
convencional. Isto seria devido ao fato de que o café organico talvez tenha que induzir as
defesas antioxidantes em um maior grau para combater agressores externos.

O presente trabalho possui os resultados e discussdo em formato de artigo (Capitulo
1). O artigo é apresentado com introdugdo, materiais e metodos, resultados e discusséo e
referéncias bibliogréaficas (referentes ao artigo). A numeracdo das figuras do artigo segue a

ordem do trabalho como um todo, com o objetivo de orientar o leitor quanto a lista de figuras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Radicais livres

Radical livre refere-se a qualquer espécie, seja &tomo ou molécula, capaz de ter uma
existéncia independente, contendo um ou mais elétrons desemparelhados. A presenca de
elétrons desemparelhados torna os radicais livres altamente reativos. Essa reatividade ocorre
devido a reacdo com outras moléculas, com o objetivo de adquirir estabilidade (Ferreira and
Matsubara, 1997; Halliwell and Whiteman, 2004; Halliwell, 2006).

Os elétrons, nos atomos e moléculas, estdo associados em pares. Cada um dos elétrons
se movimenta em volta do nucleo, o denominado orbital atbmico (Halliwell, 2006). Portanto,
as ligacdes quimicas podem ser rompidas de duas formas: os dois elétrons podem ficar presos
a um dos fragmentos, processo denominado de heterdlise (Equacdo 1), onde os dois
fragmentos tém cargas diferentes e opostas e sdo chamados ions; ou, na quebra da ligacdo os
dois elétrons sdo divididos de forma simétrica, processo denominado de homdlise, cujos
fragmentos sdo radicais, conforme mostrado na Equacdo 2 (Pryor, 1970; Ferreira and
Matsubara, 1997). As reacdes de radicais séo divididas em trés fases: iniciacdo, propagacéo e
terminacdo. Na fase de iniciacdo ocorre a formacdo dos radicais, na propaga¢do o ndmero
destes radicais ndo ¢ modificado e na fase de terminacdo ocorre a destruicdo dos radicais,

fechando a cadeia (Pryor, 1970).

A ----- B > A" + :B(Equagdo 1)

A-—-B>A +B (Equacio 2)

2.2 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo metabdlitos de oxigénio altamente
reativos e sdo produtos do metabolismo celular normal. Essas espécies sdo reconhecidas por
desempenhar um papel paradoxal, porque podem ter efeito benéfico ou prejudicial, nos
sistemas vivos (Valko et al., 2006; Migdal and Serres, 2011). Os niveis moderados de EROs
sdo Uteis na defesa imunolégica contra patdgenos e na sinalizacdo celular, por exemplo (Bae

et al., 2011; Kalyanaraman, 2013). Em concentracfes baixas, o peroxido de hidrogénio
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(H,05) e o radical superéxido (O, ") estimulam a proliferacio e a sobrevivéncia celular (Valko

et al., 2006; Bae et al., 2011). Além disso, durante a invasdo de patdgenos, as células
fagocitarias defendem o organismo por meio da geracdo de oxidantes antimicrobianos, como
o radical superoxido. Um dos efeitos prejudiciais ocorre, por exemplo, na formacdo de EROs
no restabelecimento do oxigénio ao tecido que sofre isquemia (privacdo de oxigénio),
provocando danos aos tecidos durante a reoxigenacao (Kalyanaraman, 2013).

O termo EROs refere-se tanto aos radicais de oxigénio quanto a espécies oxidantes

ndo radicalares (Halliwell and Whiteman, 2004; Kennedy et al., 2012). As principais EROs
radicalares incluem o radical superéxido (O, ) e o radical hidroxil (OH) e as espécies ndo

radicalares, o peroxido de hidrogénio (H,0,), por exemplo (Kennedy et al., 2012).

Na respiracdo celular as células utilizam o oxigénio para a geracdo de energia na
mitocondria. Durante este processo de producdo de adenosina-5-trifosfato (ATP) o oxigénio
pode ser parcialmente reduzido (Figural) e produzir radicais livres. Isto pode ocorrer
naturalmente ou em maior grau devido a uma disfuncdo mitocondrial, o que leva ao
comprometimento do transporte de elétrons (Figura 2) (Pham-Huy et al., 2008; Alzoghaibi,
2013). A mitocbndria é uma importante fonte de EROs, os quais se formam devido ao escape
de uma pequena quantidade de elétrons pela cadeia transportadora de elétrons (CTE),
principalmente a nivel dos complexos I e 111, levando a geracéo do radical superoxido (Figura
2) (Kowaltowski et al., 2009). Um aumento na producdo de EROS na mitocondria pode

ocorrer em condicOes patofisiologicas (Kalyanaraman, 2013).

de-

le le le le

0, 0,7 57> H,0, ~OH ~H,0

Figura 1. Sequéncia da reducéo do O, a H,O. Adaptado de Kalyanaraman, 2013.
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Figura 2. llustracdo do metabolismo mitocondrial de EROs. Formagéo do anion radical superéxido (O2") pela
redugdo monoeletrénica do O2. Adaptado de Kowaltowski et al., 2009.

O gas oxigénio (Oy), em seu estado fundamental, possui dois elétrons
desemparelhados com spins paralelos, o que o impede de receber um par de elétrons de outra
molécula, podendo receber somente um elétron (Hermes-Lima, 2005; Halliwell, 2006). Na
Figura 3 ha a ilustracdo dos orbitais moleculares das formas do oxigénio (O,), do radical
superdxido (O, ".) e do peroxido de hidrogénio (H20,).

Ao ocorrer a reducdo monoeletronica do oxigénio molecular (O;) forma-se o radical
superoxido (O, 7). Grande parte deste radical € produzido pela cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial. Em condi¢des normais, aproximadamente 2% do oxigénio consumido na
mitocondria é convertido em O, (Ferreira and Matsubara, 1997; Raha and Robinson, 2001;
Kowaltowski et al., 2009; Burton and Jauniaux, 2011; Migdal and Serres, 2011). Estes
radicais sdo dismutados por meio de enzimas superoxido dismutases (SOD), gerando o H,O,
que é uma espécie nao radicalar e por isso € menos reativo que o O, (Kohen and Nyska,
2002; Kowaltowski et al., 2009; Kanta, 2011). A reducéo do H,O, por fons Cu*! ou Fe?* leva
a formacao do radical hidroxil (OH) e do &nion hidroxila (OH") (Hermes-Lima, 2005).
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Figura 3. Orbitais moleculares de algumas EROs (Halliwell, 2006).

O H,0, pode ser reduzido a agua ou gerar o radical hidroxil (OH) via reacdo de
Fenton (Equacdo 3). A reacdo de Haber-Weiss (Equacao 4) representa o somatério da reacdo
de Fenton com a reacdo de reducdo do ferro pelo superdxido. A reacdo de Fenton € catalisada
por metais de transicdo como ferro e cobre (Burton and Jauniaux, 2011). Nesta, os ions de
ferro Fe®* sdo oxidados a fons de Fe*" pelo H,0, produzindo ‘OH (Equagéo 3)(Farrugia and
Balzan, 2012). O radical hidroxil reage com a maioria dos compostos biolégicos, danificando
lipidios, DNA, proteinas e carboidratos, e assim promove o dano oxidativo e inibe as fungdes

celulares normais(Droge, 2002; Halliwell and Whiteman, 2004).

Fe?"+ H,0,—>"OH +OH" + Fe*" (Equagdo 3)

H,0, + 0,"— O, + OH +'OH (Equagcdo 4)

Os radicais livres sdo extremamente estudados, pois sdo de suma importancia no
processo de varias patologias como, por exemplo, nas doengas neurodegerativas. Na doenca
de Alzheimer as EROs provocam danos graves levando a perda neuronal, pois o cérebro é
vulnerdvel ao estresse oxidativo devido ao aumento da demanda de oxigénio. Por isso, a
mitocondria, principal fonte de EROs, desempenha um papel importante para a manutencao e
sobrevivéncia dos neurdnios. No entanto, o alto consumo de oxigénio e, por consequéncia, a

producéo de radicais livres em excesso pode ocasionar alteracGes da integridade da membrana
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mitocondrial, visto que sua estrutura pode ser susceptivel a peroxidacéo lipidica (explicada no
proximo topico) (Padurariu et al., 2013). Um dos alvos das EROs séo os lipidios insaturados,
que podem ser danificados por meio da peroxidacéo lipidica (Nam, 2011; Yan et al., 2013).
Além disso, o cérebro possui uma alta concentracdo de acido graxos poliinsaturados e

fatalmente é um alvo para a peroxidacao lipidica (Nam, 2011; Padurariu et al., 2013).
2.3 Estresse oxidativo

Os organismos sdo capazes de lidar com a geracdo de EROs e manter o equilibrio
entre sua quantidade e os sistemas de defesa antioxidante. Entretanto, quando hd uma
producdo excessiva de EROs, os mecanismos de defesa podem néo ser suficientes e os efeitos
destas espécies acabam prevalecendo. O aumento de EROs ou a diminuicdo das defesas
antioxidantes causa um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, conhecido como
estresse oxidativo, condi¢cdo onde ocorrem modificacdes funcionais e estruturais a diversas
biomoléculas (Hermes-Lima, 2005; Burton and Jauniaux, 2011; Pamplona and Costantini,
2011; Kalyanaraman, 2013).

O estresse oxidativo pode ser causado por vérios fatores de origem exdgena ou
enddgena. Dentre os fatores de origem exdgena podemos citar a intoxicagdo por metais
pesados, a radiacéo e a falta de minerais provenientes da dieta (Zn**, Mg?*, Fe®*, Cu?*, Se).
Dentre os fatores enddgenos podemos citar as anormalidades genéticas (Halliwell and
Whiteman, 2004; Valko et al., 2007; Migdal and Serres, 2011; Gandhi and Abramov, 2012).

O estresse oxidativo tem implicagdes relevantes em processos de envelhecimento e na
patofisiologia de vérias doencas humanas como aterosclerose, diabetes, insuficiéncia renal
crbnica, transtornos neurodegenerativos e cancer (Young and Woodside, 2001; Droge, 2002;
Green et al.,, 2004). Foi proposto que, durante a hiperglicemia, o aumento de EROs
mitocondrial pode ter um papel importante para a patologia da diabetes mellitus do tipo I e I,
pois as células B pancreaticas sdo susceptiveis a danos oxidativos. Assim, sdo sugeridas
estratégias terapéuticas, complementando as terapias convencionais, para diminuir ou impedir
a producdo de radicais durante a hiperglicemia e neutralizar os seus efeitos danosos
(Brownlee, 2001; Green et al., 2004).
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2.3.1 Oxidacdo do DNA, proteinas, lipidios

A peroxidacdo lipidica é dividida em trés fases: iniciacdo, propagacao e terminacdo. A
peroxidacdo lipidica se inicia quando o radical hidroxil reage com os fosfolipidios na
membrana das células, por meio da abstragdo de um atomo de hidrogénio de um acido graxo
poliinsaturado, formando um radical lipidico (L. Este radical, por conseguinte, forma um
dieno conjugado com o O, formando o radical lipoperoxil (LOO’). A fase de propagacgdo é
iniciada com o radical lipoperoxil abstraindo um hidrogénio dos &cidos graxos poliinsaturados
e formando o hidroperoxido lipidico (LOOH). A terceira e ultima fase culmina com a
decomposicdo de LOOH, LO e LOO formando bioprodutos, entre eles o malonaldeido
(MDA), cetonas, aldeidos e hidrocarbonetos (Hermes-Lima, 2005). O MDA é um produto
altamente mutagénico em células de mamiferos e cancerigeno em ratos (Valko et al., 2007).
Portanto a peroxidacdo lipidica pode alterar as propriedades fisico-quimicas das membranas
lipidicas, resultando em disfuncéo celular grave (Catala, 2009).

O radical hidroxil pode reagir com as bases purinicas (adenina e guanina) e
pirimidinicas (citosina e timina) e com o acucar 2-desoxirribose, formando produtos
especificos e resultando em processos mutagénicos e carcinogénicos (Hermes-Lima, 2005;
Valko et al., 2007; Kalyanaraman, 2013). O ataque do ‘OH ao carbono C-8 da guanina forma
0 produto 8-hidroxi-guanina, que é uma modificacdo do material genético mais estudado
(Valko et al., 2007).

Residuos de cisteinas e metioninas em proteinas possuem um papel importante na
defesa contra oxidantes e sdo constantemente alvos de oxidacdo pelas EROs. Os residuos de
metionina servem como protecdo a outros residuos da proteina que possuem funcdes criticas
(Kim et al., 2014). Estudos mostram que ap0s a exposi¢do ao radical superoxido e ao H,O, as
proteinas sdo mais suscetiveis a protedlise, com um aumento estimado de 10 vezes (Valko et
al., 2007).

2.4 Defesas antioxidantes

Para neutralizar os efeitos das EROs as células possuem mecanismos de defesa que
envolvem mecanismos de prevencdo, de reparo e as defesas antioxidantes. Antioxidantes séo
definidos como qualquer substancia que, quando presente em baixas concentragdes, impede

ou atrasa 0s danos oxidativos a uma biomolécula alvo, e atuam por meio de mecanismo
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sequestrador de EROs ou como quelantes de metais, 0s quais favorecem a formacao de EROs
(Valko et al., 2007). A defesa antioxidante primaria inclui os antioxidantes enziméticos e néo
enzimaticos. Dentre os antioxidantes enzimaticos encontram-se a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx), glutationa s-transferase (GST) e
tiorredoxinas peroxidases (TPx). Os antioxidantes de origem ndo enzimatica sdo, por
exemplo, o &cido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH),
carotenoides, flavonoides e outros (Valko et al., 2007; Gutteridge and Halliwell, 2010; Lu and
Holmgren, 2014).

Existem varios métodos in vitro utilizados para avaliar o potencial antioxidante de
diferentes compostos, tais como o ensaio de TBARS (Substincias reativas ao 4&cido
tiobarbitarico), DPPH (difenilpicril-hidrazil) e ABTS (azino etilbenzotiazilina-6-sulfonato).
No ensaio de TBARS prepara-se uma reacéo contendo Fe?* e H,O, que gera radical hidroxil
na presenca de uma molécula alvo (lipidios ou desoxiribose, por exemplo). A reacdo é entdo
estudada na auséncia e presenca dos componentes cuja atividade antioxidante estd sendo
investigada (Dalvi, 2008). O método DPPH investiga a capacidade de antioxidantes naturais
em sequestrar o radical estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, utilizando espectofotometria
(Roesler et al., 2007) e o chamado ensaio de ABTS é um método colorimétrico amplamente
utilizado e baseado na captura do radical 2,2-azinobis, que é gerado através de uma reacao
enzimatica (Erel, 2004).

2.4.1 Defesa antioxidante enzimatica

Em Saccharomyces cerevisiae a enzima SOD estd presente sob duas formas nas
células. Uma isoforma contém manganés (Mn-SOD) no sitio ativo e estd presente
normalmente na mitocéndria e a outra contém cobre e zinco (CuZn-SOD), e esta localizada
no citoplasma. A SOD catalisa a dismutacdo de O, " em O, e H,O, (Equagdo 5)
(Kowaltowski et al., 2009; Burton and Jauniaux, 2011).

SOD

02._ + 02._ +2H > H,O, + O, (Equagéo 5)

A principal funcdo da catalase é catalisar a dismutacdo do H,0,, gerado nos
peroxissomas, em agua e oxigénio (Equacdo 6). A CAT tem sido encontrada em

mitocondrias do coracdo e do figado (Cardoso et al., 2012).
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CAT
H,O; + H,0, — O, + 2H,0 (Equagéo 6)

A GPx (selénio-dependente) tem a funcdo de catalisar a decomposicéo de peroxidos,
como o0 H,0,, utilizando glutationa (um tripeptideo, Gly-Cys-Glu) na forma reduzida (GSH)
como substrato doador de hidrogénio. Na catalise, duas moléculas de GSH formam a
glutationa oxidada (GSSG) (Equacéo 7) (Hermes-Lima, 2005; Kowaltowski et al., 2009;

Burton and Jauniaux, 2011).

GPx

H,0; + 2 GSH — GSSG + 2H,0 (Equacio 7)

A glutationa S-transferase (GST) catalisa a conjugacdo de glutationa (GSH) a
eletrofilos, eliminando os produtos toxicos provenientes da acdo de radicais livres (Winyard et
al.,, 2005). O metabolismo celular e detoxificacio de xenobidticos (substancias
carcinogénicas, toxinas, poluentes ambientais e farmacos) ocorre em 3 estagios. No estagio I,
as toxinas sdo ativadas por oxidacdo, reducdo, ou hidrélise para introduzir um grupo
funcional. No estagio Il, o grupo funcional é conjugado com glutationa (GSH), acido
glucurdnico ou glicose. A conjugacdo com GSH € catalisada pelas enzimas glutationa S-
transferases (GSTs). No estégio 111, os conjugados de GSH sao eliminados do citoplasma por
bombeadores especificos (Choi et al., 1998). Além de atuarem como enzimas de
detoxificacdo da fase Il, as GSTs atuam também na defesa das células contra produtos do
estresse oxidativo. Essas enzimas podem metabolizar aldeidos citotoxicos produzidos durante
a peroxidacdo lipidica. O processo de detoxificagdo ocorre principalmente no figado
(Halliwell, 1999). As atividades das GSTs podem influenciar o crescimento celular e proteger
contra moléculas indutoras de tumores (Raza, 2011).

As enzimas da familia GST estdo envolvidas na detoxificacdo de substancias
cancerigenas. Um estudo desenvolvido por Huber et al. (2004), verificou que o tratamento
com os componentes Kahweol e cafestol, do café, aumentou a atividade das enzimas de
detoxificacdo da fase Il (glutationa S-transferase), reduzindo a taxa de cancer de célon em
camundongos (Huber et al., 2004). Nesse contexto, o café tem sido amplamente investigado

por apresentar efeitos quimiopreventivos.
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2.4.2 Defesa antioxidante ndo-enziméatica

A defesa antioxidante ndo-enzimatica, constituida por moléculas de baixa massa
molecular, é subdividida em antioxidantes endogenos e exdgenos. Esses antioxidantes tém a
capacidade de “sequestrar” (do inglés ‘“scavenge”) os radicais livres, por meio de seu
potencial redutor, doando um elétron ou um hidrogénio a espécie reativa (Frei and Higdon,
2003). Os antioxidantes exdgenos sao provenientes da dieta como, por exemplo, a vitamina C,
os carotendides, os polifendis e o alfa-tocoferol. Como exemplo de antioxidantes end6genos,
podemos citar a glutationa reduzida (GSH), o &cido urico, a melatonina, a melanina e a
coenzima Q (Hermes-Lima, 2005; Veskoukis et al., 2012).

2.5 O café

2.5.1 Histdria e importancia econémica do café

Os primeiros cultivos de café tiveram origem na Etiopia, centro da Africa, mas foi a
Arébia a responsavel pela propagacdo cultural do café. Na cultura Arabe a fruta era
consumida fresca e foi somente no século XVI, na Pérsia, que os primeiros graos de café
foram torrados, tornando-se a bebida que hoje nds conhecemos. Em 1727, o Sargento-Mor
Francisco de Mello Palheta, a pedido do governador do Maranhdo e Gréo Par4, trouxe o café
da Guiana Francesa (clandestinamente) para Belém, no Brasil. Gragas as condi¢des climaticas
favoraveis da regido, o cultivo do café foi espalhado com grande velocidade, e culminou com
o Brasil sendo hoje o maior produtor mundial de café, responsavel por 30% do mercado
internacional. O Brasil acelerou o desenvolvimento e se inseriu nas relagfes internacionais de
comércio gragas ao café. O café da variedade arabica é plantado em S&o Paulo, Minas Gerais,
Parana, Bahia e Espirito Santo, e o café da variedade robusta é plantado no Espirito Santo e
Rondbnia (ABIC, 2009).

O consumo de café vem aumentando no Brasil a cada ano. Dados da Associacéo
Brasileira da Inddstria de Café (ABIC) indicam que houve um acréscimo de 3,11% entre
Novembro/2009 — Outubro/2010 e Novembro/2010 — Outubro/2011. Entre Maio/2011 e
Abril/2012 o consumo registrado foi de 19,975 milhdes de sacas. No periodo anterior
(Maio/10 a Abril/11) o consumo foi de 19,383 milhdes de sacas (ABIC, 2011). A expectativa

para 2013 era de um crescimento entre 2,5% e 3,0% em volume, elevando o consumo interno
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anual para 20,9 milhdes de sacas. Esse crescimento deve-se ao poder de compra das classes B,
C e D e retomada da economia brasileira. Além disso, havia a previsdo do aumento do
consumo fora do lar, como consequiéncia de um aumento no numero de cafeterias e
restaurantes. O consumo interno do café no Brasil, observando anos anteriores, tinha a
tendéncia de aumentar. Devido aos grandes eventos esportivos esperavam-se oportunidades
para as empresas de café intensificar esse crescimento (Figura 4) (ABIC, 2012). No entanto,
segundo a ABIC (2013), houve uma retracdo em consequéncia de inUmeras opcdes para 0
café da manha@ como, por exemplo, as bebidas prontas (sucos, bebidas a base de soja e
achocolatados). A estimativa para 2014 é um aumento do consumo interno de 3% a 4%,

elevando a procura por cafés de melhor qualidade (ABIC, 2013).

Evolugdo do consumo interno de café no Brasil
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Figura 4 — Evolugéo do consumo interno de café (ABIC, 2013).

As espécies de café de relevancia comercial sdo o Coffea arabica e Coffea robusta. A
diferenga entre estas espécies esta na composicao quimica do grdo verde, sendo que a arabica
contém mais lipidios e a robusta conttm um maior teor de cafeina, sacarose, acido
clorogénico e seus derivados. A variedade ardbica tem um sabor e aroma mais agradavel, por

isso constitui 80% do comércio mundial de café (Bonita et al., 2007). Os grdos de café torrado
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possuem diversos compostos, tais como acidos clorogénicos, cafeina, trigonelina, entre outros
(Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo do café torrado (Arabica)

Constituintes Teor (%)
Umidade 2,5
Proteina 9,0
Polissacarideos, insolUveis em agua 24,0
Polissacarideos, sollveis em agua 6,0
Sacarose 0,2
Glicose, frutose, arabinose 0,1
Lipidios 13,0
Ac. Clorogénico 3,7
Acido formico 0,1
Acido acético 0,25
Ac. Latico, piravico, oxalico, tartarico, citrico 0,4
Cafeina 1,2
Trigonelina 0,4
Acido nicotinico 0,02
Aromas volateis 0,1
Minerais 40
Outros 35,0

Fonte: (Aradjo, 2011)

O que torna o café desejavel é o processo de torrefacdo (os graos sdo aquecidos a 200-
240 °C durante 10-15 minutos), o que causa alteracGes tanto em sua composi¢do quimica
quanto em suas propriedades bioldgicas (Daglia et al., 2000). De acordo com a Associacdo
Brasileira da Industria de Café (ABIC) a bebida de café deve ser preparada pela adi¢do de
agua quente ao café torrado e moido, um processo chamado de infusdo. A temperatura ideal
da agua deve ser proxima de 90 °C, pois se a agua ferver havera a perda de oxigénio, o que
altera a acidez da bebida. O grande interesse dos pesquisadores pelo café é devido a grande
variedade de substancias antioxidantes como, por exemplo, os compostos fenolicos (Farah
and Donangelo, 2006).

A busca por antioxidantes naturais tém motivado muitos pesquisadores a estudar o

café. No estudo de Jeong e colaboradores (2013), o pré-tratamento com extrato de café
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torrado protegeu a cultura de células neuronais da linhagem PC12, contra a neurotoxicidade
induzida por H,O,, analisado pelo ensaio de viabilidade celular com brometo de 3- (4,5-
dimetil)difenil tetrazélio (MTT). Compostos antioxidantes presentes no café talvez possam
prevenir a doenca de Alzheimer uma vez que o estresse oxidativo estd envolvido no aumento
da degeneracdo dos neurdnios (Jeong et al., 2013). Outro estudo demonstrou que o café reduz
os danos ao DNA no tecido hepético, impedindo a inducdo de lesbes pré-neoplasicas no
figado de ratos (Ferk et al., 2014).

2.5.2 Compostos fendlicos

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes os compostos fendlicos tém
recebido uma atencdo consideravel devido a sua alta capacidade antioxidante e por serem
obtidos através da dieta humana (Xu and Chang, 2007; Leopoldini et al., 2011). O consumo
diério de alimentos naturais que contém compostos fendlicos pode ter efeito protetor contra
metastases (Weng and Yen, 2012). Além disso, os polifendis tém sido descritos como
protetores contra a peroxidacdo lipidica, atuando como quelantes de metais ou impedindo a
participacdo de metais na formacao de ‘OH (Hermes-Lima, 2005).

Os compostos fendlicos ndo participam do crescimento e desenvolvimento do vegetal
e, por isso sdo considerados metabdlitos secundarios. Estes compostos podem ser
classificados de acordo com o grupo funcional e com o numero de anéis aromaticos
hidroxilados. Eles possuem estruturas bem diversificadas, desde moléculas simples até
substancias altamente complexas, sendo genericamente classificados como fenois simples e
polifendis, com base no nimero de subunidades de fenois. Neste caso, compreendem o termo
fenol: os fendis simples, os fenois &cidos, cumarinas, flavondides, estilbenos, taninos e
lignanas (Araljo, 2011). Os acidos fendlicos sdo divididos em 2 classes: 1- derivados do
acido benzdico; 2- derivados do &cido cinamico. Os flavonoides contém dois anéis benzenos
ligados ao anel heterociclico pirano e sdo divididos em 6 classes: flavonois, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavandis (Figura 5) (Manach et al., 2004; Dai and
Mumper, 2010a; Araujo, 2011; Weng and Yen, 2012).
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Os compostos fenodlicos sdo encontrados em alimentos de origem vegetal (frutas,

legumes, azeite) e em bebidas (cha, café, vinho, e outros) (Tabela 2). No café o acido 5-

cafeoilquinico, formado pelo acido cafeico, na forma de éster, (representante dos acidos

hidroxindmicos) com o acido quinico, estd presente em elevada concentracdo (Araujo, 2011).

Nas plantas, esses compostos estdo envolvidos na protecdo contra agressdes mediadas por

patdgenos, parasitas, contra a radiacdo ultravioleta, absorcdo de luz, remocdo de radicais

livres formados durante a fotossintese, entre outros (Dai and Mumper, 2010a; Araujo, 2011;

Weng and Yen, 2012).
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Fenois Fenois
Alimento totais Alimentos/bebidas totais
(mg/100 g (mg/100 g
matéria peso
seca) fresco)
Cereais Frutas frescas
Arroz 8 Macé 27-298
Cevada 1.200-1.500 Uva 50-490
Milho 31 Laranja 50-100
Sorgo 170-10.260 Pera 2-25
Trigo 22-40 Abacaxi 67-72
Aveia 8 Morango 38-218
Acerola 861-888
Tomate 85-130
Vegetais Suco de frutas (mg/100 mL)
Ervilha 78-230 Macé 2-16
Cebola 100 — 2.000 Laranja 370-7100
Repolho verm. 178
Alface verm. 170
Couve-de- 6-15
bruxelas
Salsa 55-180 Bebidas
Aipo 95 Cha (mg/200 mL) 150-210
Feijao-preto 970 Café (mg/150 mL) 200-550
Vinho branco 20-30
(mg/100 mL)
Vinho tinto 100-400
(mg/ 100 mL)
Cerveja (mg/100 mL 6-10
Mel (mg/100 g) 35

Fonte: (Aradjo, 2011)

O café é considerado a bebida que possui a principal fonte de compostos fenélicos. A

fracdo fendlica dos cafés verdes é composta pelo acido caféico, acido ferulico, acido p-

cumarico e acidos clorogénicos (CGA), sendo o CGA o mais frequente. Durante o
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processamento dos grdos verdes, esses compostos sofrem modificacbes afetando a
composi¢do dos compostos fenolicos, ou seja, & medida que aumenta a intensidade de torra,
diminui os teores totais de CGA (Farah and Donangelo, 2006; Aradjo, 2011).

2.5.3 Café organico

A busca por alimentagédo saudavel, alimentos naturais e conservacdo do meio ambiente
¢ uma realidade em todo o mundo. De acordo com o Ministério da Agricultura (Brasil,
2014a), a sustentabilidade envolve desenvolvimento econdémico, social e respeito aos recursos
naturais e suas limitacdes. Ou seja, deve-se pensar nas geracOes futuras, ndo comprometendo
as suas necessidades. Assim, o Ministério da Agricultura desenvolve projetos que estimulam
as boas praticas agropecudrias, com assisténcia técnica e financiamento.

Neste contexto surge a producdo organica que objetiva promover a qualidade de vida
com protecdo ao meio ambiente. Para atingir este objetivo propde-se a nao utilizacdo de
agrotoxicos, adubos quimicos ou substancias sintéticas que agridam o meio ambiente. Existe
uma fiscalizagdo por parte do governo para avaliar o controle de qualidade e a ndo utilizacéo
das substancias agressivas. Os alimentos orgéanicos passam por essa avaliagdo e adquirem o
selo SisOrg, por meio da Certificacdo por Auditoria ou por um sistema Participativo de
Garantia (Brasil, 2014b).

O Brasil tem ganhado destaque na producdo mundial de organicos e a comercializacao
dos produtos organicos foi aprovada pela lei 10.381, de dezembro de 2003, com
regulamentacdo pelo Decreto N° 6.323, de dezembro de 2007. A lei 10.831/2003 (Brasil,
2003) define o que é considerado sistema organico de producdo agropecuaria, estabelece a
finalidade desse sistema e determina que este processo deve ser certificado por auditoria ou
através de certificacdo participativa.

Os produtos organicos tém ganhado énfase devido a preocupagdo da sociedade em
melhorar a qualidade de vida e a saide humana e em diminuir a agressdo ao meio ambiente.
Nesse contexto, o cultivo e producdo do café organico representam atividades com enorme
potencial, desempenhando um papel na economia de paises produtores (Ricci, 2006; Brasil,
2014a).

A temperatura ideal para o cultivo do café arabica fica entre 19 e 22 °C e para o café
robusta fica entre 22 e 26 °C. Um ponto importante diz respeito a matéria organica que é
fundamental para a manutencdo das caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do solo.

Uma forma eficiente e relativamente barata de se elevar o teor de matéria organica dos solos é
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por meio da adubacéo verde (plantas cultivadas no local ou trazidas de fora e incorporadas ao
solo), tendo como finalidade a preservacdo de sua fertilidade e adubos organicos (Ricci,
2006).

No DF (Distrito Federal) o café Serrazul (Figura 6) (variedades catuai-rubi e acaia-
cerrado) é plantado a uma altitude de 1250 metros acima do nivel do mar na chapada da
Contagem, em Brasilia, sendo cultivado dentro das rigidas normas da agricultura organica.
Apbs a colheita o café é armazenado na forma de grdo de c6co por um ano, onde o grédo
absorve acucares e outras substancias contidas na casca. O café obtido dessa forma chama-se
café descansado e a sua torra é leve. As quantidades solicitadas do produto sdo descascadas e
torradas somente sob encomenda (Serrazul, 2014).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado a capacidade antioxidante de cafés organicos
em sistema in vitro. Nossos resultados iniciais mostraram que as amostras de café organico
foram eficazes na protecdo contra a peroxidagdo lipidica, indicando a presenca de
antioxidantes e/ou quelantes de ferro, e que o café Serrazul apresentou maior capacidade
antioxidante quando comparado a um café produzido pelo método convencional e de alta
qualidade (tipo exportacdo) (resultados ndo mostrados). Consideramos que 0 processo de
cultivo do café é importante e pode afetar o contelido de antioxidantes e criar compostos com
propriedades relevantes (anti-cancerigenas, por exemplo) e Unicas do café.

Figura 6 — Café Serrazul. Fonte: (Serrazul, 2014).
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2.5.4 Cafe e qualidade de vida

Em um estudo de intervencdo humana Bakuradze et al. (2011) verificaram que o
consumo do café tem efic&cia na reducdo do peso e gordura corporal. A intervencéo foi feita
analisando amostras de sangue de voluntarios saudaveis, que ingeriram um café rico em
constituintes do grdo de café verde e em produtos da torrefacdo. Como resultado houve
reducdo de dano ao DNA, aumento de GSH e da atividade de glutationa redutase (GSR). Os
efeitos mais significativos, em relacdo ao aumento de GSH, foram em participantes cujo
indice de massa corpérea (IMC) era < 25, ou seja, com 0 peso normal, quando comparado
com participantes com excesso de peso. Esse resultado sobre os niveis de GSH pode ser
atribuido a presenca de constituintes fendlicos como acidos cafeoilquinicos. A atividade
antioxidante in vivo deve-se aos produtos torrados (N-metilpiridinio - NMP) (Bakuradze et
al., 2011).

Choi et al. (2011) investigaram o efeito do café sobre o estado antioxidante e o perfil
lipidico de camundongos durante o exercicio. Segundo os autores, a ingestdo de 0,129 de
café/100 g de peso corporal por dia pode fortalecer o sistema antioxidante sob estresse
oxidativo induzido por exercicios in vivo. Foi verificado neste estudo que as atividades de
SOD, catalase e a razdo GSH/GSSG aumentaram nos grupos que ingeriram café (Choi et al.,
2011).

Um estudo de 2011 avaliou o efeito de uma dose Unica e pequena de bebida de café
em camundongos. Foram investigadas as alteracfes hepéticas das enzimas SOD, CAT e GPx,
a extensdo e caracteristicas das respostas ao consumo de café e determinadas possiveis
alteracdes na capacidade antioxidante total do tecido hepatico. Foi verificado que uma dose de
2 mL (correspondendo a 4 copos médios de café para uma pessoa de 70 kg) da bebida de café
foi suficiente para aumentar a atividade das enzimas acima descritas. Estes resultados indicam
que o café pode induzir fatores de transcricdo que modulam enzimas antioxidantes, ou que
componentes do café podem aumentar diretamente a atividade enzimatica de tais enzimas
(Vicente et al., 2011).

A maioria dos estudos com o café esta relacionada ao café convencional, evidenciando
uma caréncia de estudos com cafés organicos. Portanto, a pesquisa comparando os efeitos
antioxidantes de cafés organicos e convencional é importante para determinar possiveis

diferencas entre esses cafés. Além do mais, segundo Wu e colaboradores (2011), a utilizagéo
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de células de leveduras propicia a descoberta de novos antioxidantes para aplicacfes

terapéuticas e/ou industriais.

2.6 Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo

Existem varios métodos in vitro para investigar a atividade antioxidante de compostos
vegetais. Tais metodos, em sua maioria, fornecem uma indicacdo da capacidade de um
composto em sequestrar metais ou reagir com EROs. Uma deficiéncia destes métodos é que
eles ndo medem o efeito de um antioxidante sobre a sobrevivéncia da célula. Dessa forma o
uso de Saccharomyces cerevisiae pode resolver esta deficiéncia. A levedura S. cerevisiae é
um eucarioto unicelular que tem semelhancas com células de mamiferos em niveis de
macromoléculas e organelas (Costa and Moradas-Ferreira, 2001). E um organismo de fécil
cultivo sendo, portanto, amplamente utilizado como sistema modelo para muitas pesquisas,
devido aos mecanismos celulares basicos e ao metabolismo. As leveduras sdo um objeto
oportuno para estudar a resposta de adaptacdo ao extresse oxidativo, mecanismos moleculares
e no desenvolvimento de abordagens terapéuticas e profilaticas (Lushchak, 2010).

As leveduras regulam a sintese de antioxidantes de acordo com a sua fase de
crescimento. As fases conhecidas sdo: fase lag, onde as células estdo em adaptacdo as
condicdes de cultivo e estdo se preparando para dividir; fase logaritmica ou exponencial, onde
as células se dividem; fase estaciondria, onde o nimero de células novas corresponde as que
morrem; fase de morte da cultura, onde o nimero de células mortas é maior do que as que sdo
novas. A maioria dos estudos utiliza as culturas de células nas fases exponencial ou
estacionaria. Na fase exponencial a S. cerevisiae utiliza a glicose como fonte de energia e
carbono, onde a maior parte da energia € produzida pela glicolise ou fermentacdo. Nesta fase,
a participacdo da mitocéndria é irrelevante, assim como o consumo de oxigénio é baixo.
Desta forma, nesta fase, a producdo de EROs é reduzida e a atividade de enzimas
antioxidantes é baixa (Drakulic et al., 2005; Lushchak, 2010).

Durante a mudanca da fase exponencial para a estaciondria ha um aumento da
utilizacdo de etanol, formado na fase anterior, pela cultura de S. cerevisiae, como fonte de
carbono e energia. Para oxidacdo completa do etanol € necessario o funcionamento da
mitocdndria acentuando a geracdo de EROs, o que eleva a atividade de enzimas antioxidantes
para manter os niveis de EROs dentro dos limites seguros. Portanto, essa mudanca de fase

pode potencializar a geracdo de EROs causando estresse oxidativo (Lushchak, 2010).
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A levedura S. cerevisiae, ao entrar em contato com uma dose néo-letal de um oxidante
exogeno, promove a parada temporaria do ciclo celular para se adaptar ao estresse oxidativo
(Alic et al., 2001). Esta ¢ uma caracteristica importante, pois propicia o desenvolvimento de
ensaios antioxidantes eficientes para facilitar a descoberta de antioxidantes com aplicacédo
terapéutica e industrial (Wu et al., 2011).

O estudo de Wu e colaboradores (2011) descreve um sistema de analise bioldgica para
medir a capacidade antioxidante de diferentes compostos usando a resposta de parada do
crescimento induzida por oxidante apresentada por S. cerevisiae. O método pode medir a
capacidade de um componente de proteger as células contra um oxidante evitando a parada do
crescimento celular, medida por meio da absorbancia a 600 nm, utilizando microplacas de 96
pocos. Pode também medir a capacidade de um componente de induzir uma resisténcia
celular aos efeitos danosos de diferentes oxidantes. Neste método de inducdo as células sdo
incubadas com o composto antioxidante por determinado periodo e sdo lavadas para, em
seguida, serem expostas ao oxidante. Por meio deste método o0s autores mostraram que 0
ascorbato e o acido galico possuem atividade sequestradora de EROs e induzem uma
resisténcia de S. cerevisiae a varios oxidantes.

Visto que a levedura é um modelo de féacil cultivo e que possui semelhanga com o0s
organismos multicelulares, neste trabalho foram selecionadas as linhagens de S. cerevisiae do
tipo selvagem (S288c e EG103) e, ainda, linhagens deficientes nas enzimas antioxidantes
superéxido dismutase (SOD) contendo cobre/zinco (CuZnSOD, gene SOD1) e superdxido
dismutase contendo manganés (MnSOD, gene SOD2). As linhagens selvagens e EG110 (ndo
expressa a enzima SOD2) e EG 118 (ndo expressa a enzima SOD1) foram incubadas na
presenca de extrato de café e H,O, para avaliar a capacidade do extrato em proteger as células

deficientes em SOD.



37

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante de extratos de café organico e convencional em

ensaios de crescimento da levedura S. cerevisiae.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos da pré-exposicao das leveduras S288C aos extratos de café na protecao
contra o estresse oxidativo induzido por H,0.

- Avaliar se ha diferenca nos efeitos promovidos pelos extratos de cafés organico e
convencional, e pelos extratos aquosos e etandicos do café, na levedura S288C.

- Determinar o potencial antioxidante do extrato aquoso do café orgénico torrado, em
leveduras selvagens (S288C e EG103) e mutantes SOD (EG110 e EG118), verificando o
efeito do extrato, em diferentes concentracGes, no crescimento das leveduras na presenca de
H20..
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de café

Foram utilizadas neste experimento as amostras de café descritas abaixo:

A) Foram usadas amostras de café organico Serrazul (verde e torrado), safra de 2011 — Acaia-
Cerrado. O Café Serrazul, da espécie Coffea arabica, variedades catuai-rubi e acaia-cerrado, é
plantado a uma altitude de 1250 metros acima do nivel do mar na chapada contagem de
Brasilia (Nucleo Rural Lago Oeste, Rua 18 chacara 35), além de ser cultivado dentro das
rigidas normas da agricultura organica, o processamento é feito de forma artesanal. Seus gréos
sdo colhidos um a um, somente no estagio cereja, secados ao sol em solo cimentado, obtendo-
se dessa forma um café natural 100% puro. As amostras de café Serrazul foram doadas pelo

produtor Marcio Jorio Veiga de Lima.

B) Café convencional Prima Qualitd Cooxupé. E um café gourmet torrado em gréo da espécie
C. arabica. Este café foi adquirido em supermercado (Lot.394/ Fab. 16-09-2013/ Val. 15-03-
2014).

4.2 Linhagens de leveduras

- §288c (MATa SUC2 mal gal2)

- EG 103 (MAT «, leu2-3, 11 his3A1 trp-289a, ura3-52)
- EG 110 (como EG103 exceto sod2A::TRP1)

- EG 118 (como EG103 exceto sodIA::URA3)

As linhagens EG103, EG110 e EG118 foram doadas pela Dra. Edith Gralla da
Universidade da Califérnia em Los Angeles (UCLA). S&o linhagens mutantes de S. cerevisiae
que néo codificam a enzima CuZnSOD (EG 118) ou a enzima MnSOD (EG110).

4.3 Meios de cultura

YPD
Extrato de levedura 1 % (p/v)
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Peptona 2 % (p/v)
Glicose 2% (p/v)
YPD agar

Para 0 meio sélido foi acrescentado agar bacteriol6gico na concentragdo de 2 % (p/v) ao meio
YPD liquido.

4.4 Tampdes

Tampao PBS 1X

NaCl 136,9 mM
Na;HPO, 8,09 mM
NaH;PO4 1,76 mM
KCI 2,69 mM

Tampao KPi (fosfato de potéssio) 50 mM pH 7,2

Solucéo estoque KPi 1M:
Fosfato de potassio dibasico 17,41 g/100 mL
Fosfato de potassio monobasico 13,6 g/ 100 mL

Para o preparo da solucdo estoque de KPi 1 M, foram misturados aproximadamene
71,1 mL de solucdo de fosfato de potassio dibasico 1M com aproximadamente 28,3 mL de
solucdo de fosfato de potassio monobasico 1M, medindo-se o0 pH no pHmetro até que

atingisse 7,2.

4.5 Reagentes e Solucdes

Etanol 95%

H.0;
Solucgéo estoque H,0, 100 mM
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H>0, 8,8 M 114 uL
Agua Completar para 10 mL

A partir da solucédo estoque foi preparado H,O, 10 mM para conferir a absorbancia a
240 nm no espectrofotdmetro (Shimadzu). Essa solucdo deve ter uma OD de 0,44, que

corresponde ao coeficiente de extingdo molar do H,0..

4.6 Preparos dos extratos etanolicos de café

Os graos de cafés organicos e convencional foram macerados em almofariz de
porcelana na presenca de nitrogénio liquido para facilitar a sua pulverizagdo. O pé obtido foi
transferido para um tubo Falcon de 50 mL e foi entdo adicionado etanol puro (95%) na razédo
de 1:10 (1 g de p6 e 10 mL de etanol). Os tubos foram incubados sob agitacdo em uma
plataforma agitadora (200 rpm) em temperatura ambiente durante 1 hora. Em seguida as
amostras foram filtradas em papel de filtro e centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4
°C. Posteriormente as amostras foram secadas a vacuo (SpeedVac Savant — B446). Foi
realizada a pesagem desses extratos secos e para ressuspender com etanol 95% foi feito o
calculo para que a concentracdo do etanol no meio de cultura ndo ultrapassasse 2%.
Metodologia adaptada de (Souza et al., 2008).

4.7 Preparo dos extratos aquosos de café

Os graos de cafés organicos e convencional foram triturados em almofariz de
porcelana na presenca de nitrogénio liquido para facilitar a sua pulverizacdo. Inicialmente
foram adicionados 10 mL de &gua milli-Q a 1 g (razdo 1:10, pd/agua) de p6 e fervidas as
amostras por cinco minutos. A seguir as amostras foram transferidas para o gelo e, ap6s
resfriarem, foram filtradas em papel de filtro, agitadas no vortex por 15 segundos e
centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e o extrato foi esterilizado utilizando-se um filtro de 0,45 uM, com auxilio de uma
seringa. O extrato foi imediatamente utilizado nas culturas de leveduras crescidas na auséncia
ou presenca do H,O,. Todo o processo de preparo das amostras foi repetido trés vezes em dias

diferentes.
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4.8 Ensaio in vivo (placas de 96 pocos) utilizando leveduras Saccharomyces cerevisiae

para avaliacdo da atividade antioxidante das amostras de café organico torrado

Foram utilizadas leveduras Saccharomyces cerevisiae das linhagens S288c, EG 103,
EG 110 e EG 118 as quais foram semeadas, a partir de um estoque de células congeladas na
presenca de glicerol, em uma placa de agar YPD contendo 1% p/v extrato de levedura, 2% p/v
de peptona, 2% p/v de glicose e 2% p/v de agar, e cultivadas a 28° C por 48 horas. A cultura
de levedura foi iniciada pela inoculagdo de uma unica col6nia em meio YPD liquido,
incubando em seguida durante a noite com agitacdo a 200 rpm a 28° C. Posteriormente a pré-
cultura foi diluida para uma ODggo nm inicial de 0,2 (em placa de 96 pocos com volume final
de 150 uL). As placas foram incubadas a 28°C sob agitacdo constante em um leitor de placa
de 96 pogos (Versamax Microplate Reader) e o crescimento das leveduras foi acompanhado
por meio da medida de absorbancia a 600 nm.

4.8.1 Determinacdo da concentracdo de H,O, que causa parada de crescimento da

levedura S. cerevisiae

Foram obtidas curvas de crescimento das diferentes linhagens de levedura na presenca
ou auséncia de H,0, (0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM e 4 mM). A concentracdo de H,0, a ser
usada nos experimentos com o0s extratos de cafés foi entdo determinada como sendo 1 mM.
Os experimentos foram realizados como se segue.

Foi inoculada uma colonia de cada linhagem celular (S288c, EG 103, EG 110 e EG
118), separadamente, em meio YPD incubada sob agitacdo a 200 rpm a 28°C durante a noite.
O pré-indceulo foi diluido em meio YPD para a absorbancia (600nm) de 1,1. A absorbancia
final na placa de 96 pogos foi de 0,2 em um volume final de 150 pL. Para exposi¢cdo ao
peroxido de hidrogénio foram adicionados 10uL para as concentrages finais de 0,5; 1; 2; 3; 4
e 5 mM. A placa foi incubada a 28 °C e o crescimento da levedura foi monitorado através da
leitura da ODggo nm NO inicio de incubacdo e, em seguida, em intervalos de uma hora, durante
cinco horas, utilizando um leitor de placa Versamax. O experimento foi repetido 3 vezes em
duplicata e foi calculado a média e erro padréo do crescimento para cada condicdo (Wu et al,

2011 — com adaptag0es).
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4.8.2 Exposicdo imediata da levedura S. cerevisiae ao H,0O, e tratamento com o café

Ap0s a escolha da concentracdo de parada do H,O, foi realizado o tratamento de S.
cerevisiae com oito concentracdes de extrato do café organico torrado. Como controle do
experimento foi usado a cultura tratada com 1mM H,O, Foi inoculada uma colonia de cada
linhagem celular (S288c, EG 103, EG 110 e EG 118), separadamente, em meio YPD
incubada sob agitacdo a 200 rpm a 28°C durante a noite. O pré-inéculo foi diluido em meio
YPD para a absorbancia (600nm) de 1,1. A absorbancia final na placa de 96 pocos foi de 0,2
em um volume final de 150 pL. As células foram diretamente expostas a 10 pL de H,O, 1
mM e 10 pL de extrato de café Acaid torrado em oito concentra¢fes (0,0009; 0,001719;
0,0034; 0,0138; 0,0275; 0,05; 0,1 e 0,2 mg/mL). A placa foi incubada a 28 °C e o crescimento
da levedura foi monitorado através da leitura da ODggo nm NO inicio de incubacdo e, em
seguida, em intervalos de uma hora, durante cinco horas, utilizando um leitor de placa
Versamax. O experimento foi repetido trés vezes em duplicata e foi calculado a média e o erro

padrdo do crescimento para cada condicao.

4.9 Avaliacéo de taxas de sobrevivéncia de leveduras apoés estresse oxidativo (Spot test)

Para este experimento foram utilizadas leveduras Saccharomyces cerevisiae S288C.
Para avaliar a sobrevivéncia celular, inicialmente foram feitos testes onde as células foram
inoculadas em meio de cultura YPD e incubadas durante 16 horas a 28° C/200 rpm. As células
foram diluidas para OD600nm 0,3 e expostas a diferentes concentracfes de extratos de café
Acaia Torrado, Acaia Verde e Prima Qualita. As células crescidas durante a noite na presenca
dos extratos de café foram coletadas por centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos, e lavadas
2 vezes com tampdo KPi 50 mM pH 7,2. Em seguida as células foram ressuspendidas em 2
mL de YPD e diluidas para OD 600nm 0,2. Foram realizadas dilui¢des seriadas (10;10% 10°%;
10™*) em meio YPD. As células foram plaqueadas (5 uL) em meio YPD-4gar contendo 5 mM
de H,0, e as placas foram incubadas a 28°C durante 24 — 48 horas e foi avaliada a viabilidade
das colénias. O Trolox (antioxidante convencional) foi usado como controle.

Foi utilizado um segundo protocolo para avaliar o efeito da exposicdo prévia ao
extrato aquoso de café Acaid Torrado seguido do tratamento com H,O,. Isto foi feito para
verificar se alteracGes no tempo de exposicao ao extrato, e na forma de exposi¢do ao peroxido
(na placa contendo meio YPD-4agar ou no meio liquido) poderiam modificar o efeito protetor

do café. Uma colbnia de S288c foi inoculada em meio de cultura YPD. O inbculo foi
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incubado durante 16 horas a 28°C/ 200 rpm. No dia seguinte as células foram coletadas por
centrifugacdo a 3000 rpm por 2 minutos, lavadas duas vezes com tampédo PBS 1X e diluidas
para uma ODgqo inicial de 0,1 em meio YPD. Para que as células pudessem duplicar, a cultura
foi incubada a 28°C sob agitacdo constante de 200 rpm, onde permaneceu por 2 horas.
Imediatamente ap6s o tratamento adaptativo as culturas foram monitoradas por meio da
ODeo, cujo resultado foi de uma OD inicial de 0,2. Em seguida, a cultura foi incubada a 28°C
durante 6 horas na presenca ou auséncia dos extratos dos cafés, ou o Trolox 1 mM (como
controle), ou etanol (controle para o Trolox, o qual foi dissolvido em etanol). Passadas seis
horas, as células foram submetidas ao estresse oxidativo por meio do tratamento com H,0, 2
mM ou 4 mM e a cultura tratada foi incubada a 28°C/200 rpm durante a noite. No dia
seguinte, as células foram coletadas por centrifugacdo, lavadas duas vezes com PBS 1X e
ressuspendidas em 1 mL de YPD. As culturas foram plaqueadas (5 uL) sem diluir, apds serem
diluidas 10X e também ap0s todas as amostras serem diluidas para uma mesma OD (a OD
escolhida neste caso foi a menor OD registrada dentre todas amostras). O Trolox (vitamina E)
foi usado como controle de antioxidante. As placas foram incubadas a 28°C durante 48 horas

e foi avaliada a viabilidade das coldnias.

4.10 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software MYNOVA, com

aplicacdo do teste de Dunnett para comparacdo entre controle e testes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados em formato de artigo (Capitulo 1) com introducéo,
materiais e métodos, resultados e discussdo e referéncias bibliograficas. A numeracdo das
figuras do artigo segue a ordem do trabalho como um todo, com o objetivo de orientar o leitor

quanto a lista de figuras.
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Resumo

O aumento da populacdo idosa traz preocupacdes importantes para as politicas publicas de
salde, devido a prevaléncia de doencas cronicas nao transmissiveis e 0 aumento dos gastos
com saude publica. Grande parte dessas doencas tem sido associada com o estresse oxidativo,
que é causado pelo desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes. Os antioxidantes estao
presentes na dieta e, portanto, surgem como alternativa para prevenir ou reduzir os danos
oxidativos. Nesse contexto, o café, que € uma bebida consumida mundialmente, contribui
para a ingestdo de antioxidantes, devido a compostos que ocorrem naturalmente nos seus
grdos. Varios estudos in vitro investigam as propriedades antioxidantes do café, no entanto,
ndo tem sido descrito na literatura ensaios de crescimento de leveduras avaliando o efeito da
pré-exposicdo de extratos de café em Saccharomyces cerevisiae. O uso de células vivas
representa um modelo adequado para avaliar o efeito antioxidante na capacidade de
sobrevivéncia da célula em estado de estresse oxidativo. Considerando os danos que as
espécies reativas de oxigénio (EROs) podem causar nas biomoléculas e que antioxidantes
naturais podem diminuir ou prevenir estes danos, este trabalho teve como objetivo principal
avaliar a capacidade do café organico, em comparacdo com o café convencional, em proteger
as células de Saccharomyces cerevisiae contra o dano oxidativo na exposi¢do ao peroxido de
hidrogénio (H,0,). Para isso foram testados extratos aquosos e etanolicos de trés diferentes
cafés (café acaia-cerrado torrado, café acaid-cerrado verde e café convencional torrado) no
ensaio de viabilidade celular. Os extratos dos trés cafés testados conferiram uma protecao
antioxidante em todas as concentracdes testadas (0,18 mg/mL a 10 mg/mL). Especificamente,
as menores concentracfes tornaram as células menos susceptiveis a acdo do H,O, 5 mM.
Aparentemente, 0 extrato aquoso apresentou maior protecdo em relacdo ao extrato etandlico.
N&o houve diferenca significativa na protecdo das células pelos dos diferentes extratos de
café. Portanto, o extrato do café acaia torrado foi escolhido para avaliar a capacidade do café
(exposto juntamente com o H,O, 1mM) em reestabelecer o crescimento de S. cerevisiae em
placa de 96 pogos. Foram testadas oito concentra¢es (0,0009 mg/mL a 0,2 mg/mL) de
extrato de café acaia torrado em quatro linhagens celular (S288c, EG 103, EG 110 e EG 118).
Nessas condigdes, nenhuma concentragdo de café foi capaz de reverter o dano causado pelo
H,0,. Contudo, estes resultados confirmam que o café tem um grande potencial antioxidante
quando pré-expostos nas células, servindo como um importante alimento funcional com acao
protetora. Portanto, sdo necessarios outros testes para avaliar diferentes solventes e determinar
quais as concentragdes ideais para prevencéo celular.

Palavras-chave: antioxidantes, café, peroxido de hidrogénio, Saccharomyces cerevisiae.
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Introducéo

Com o0 aumento da populacdo idosa ha uma preocupacdo por parte das politicas
publicas de salde no que diz respeito a prevaléncia de doencas relacionadas a idade e aos
custos de saude que essa populacdo pode ocasionar (Martorell et al., 2011). Os processos de
envelhecimento e a patofisiologia de diversas doencas humanas como aterosclerose, diabetes,
insuficiéncia renal cronica, transtornos neurodegenerativos e cancer tém sido associadas com
0 estresse oxidativo (Young and Woodside, 2001; Droge, 2002; Green et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos observacionais tém verificado que o consumo de alimentos
ricos em propriedades bioativas estd relacionado a prevencdo e ao controle do
desenvolvimento de diversas doencas (Butnariu and Caunii, 2013; Forbes-Hernandez et al.,
2014). Assim, a busca pela alimentacdo equilibrada motiva as pesquisas que visam buscar
alimentos que desempenham funcGes bioativas para o organismo. Uma das estratégias é a
melhoria da capacidade antioxidante por meio da ingestdo de antioxidantes para prevenir ou
reduzir os danos oxidativos (Butnariu and Caunii, 2013). Portanto, alimentos com
propriedades antioxidantes podem surgir como intervencdo nutricional para promocao da
qualidade de vida da populacdo (Martorell et al., 2011).

Os antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que, quando presente em
baixas concentracdes, impede ou atrasa os danos oxidativos a uma biomolécula alvo, e atua
por meio de mecanismo sequestrador de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou como
guelantes de metais que favorecem a formacdo de EROs (Valko et al., 2007). Dentre as
diversas classes de substancias antioxidantes os compostos fendlicos tém recebido uma
atencdo consideravel devido a sua alta capacidade antioxidante (Leopoldini et al., 2011).

Dentre os alimentos e bebidas que possuem compostos fendélicos, o café é considerado
a principal fonte desses compostos (Araujo, 2011), sendo uma das bebidas mais consumidas
ao redor do mundo e contribuindo, assim, para a ingestdo de antioxidantes em muitos paises
(Ranheim and Halvorsen, 2005; Cruz et al., 2012). Ele possui compostos que ocorrem
naturalmente no grdo verde (&cido clorogénicos, trigonelina ou cafeina) e/ou moléculas
formadas durante a torrefacdo (melanoidinas — produtos da reacdo de Maillard) (Verzelloni et
al., 2011). Visto que o café tem um alto consumo, estudos relacionados a atividade bioldgica
do gréo tém sido desenvolvidos indicando uma boa capacidade antioxidante de compostos do
café, como os acidos clorogénicos, melanoidinas e a cafeina (Lima et al., 2010; Ludwig et al.,
2014).
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A fracdo fendlica dos cafés verdes € composta pelo &cido caféico, acido ferulico, &cido
p-cumarico e acidos clorogénicos (CGA). Durante o processamento dos graos verdes, esses
compostos sofrem modificacbes, ou seja, a medida que aumenta a intensidade de torra,
diminui os teores totais de CGA (Farah and Donangelo, 2006). Estudos tém mostrado que o
CGA exerce agao protetora e antioxidante, tendo efeitos anticarcinogénico no intestino grosso
e figado (Daglia et al., 2000).

Os produtos organicos tém ganhado énfase devido a preocupacéo da sociedade em
melhorar a qualidade de vida e a saude humana e, em diminuir a agressao ao meio ambiente.
Desta forma, a agricultura orgénica surge como uma alternativa sustentavel e ambientalmente
equilibrada. Nesse contexto, o café organico representa um grande potencial, desempenhando
um papel na economia de paises produtores (Ricci, 2006; Brasil, 2014a).

Existem varios métodos in vitro para investigar a atividade antioxidante de compostos
vegetais, entretanto eles ndo medem o efeito de um antioxidante sobre a sobrevivéncia da
celula. Com isso, foram utilizadas células de Saccharomyces cerevisiae para avaliar a
capacidade antioxidante de extratos de café in vivo. As leveduras sdo um objeto oportuno para
estudar a resposta de adaptacdo ao extresse oxidativo, mecanismos moleculares e
desenvolvimento de abordagens terapéuticas e profilaticas (Lushchak, 2010). Neste trabalho
foram selecionadas as linhagens de S. cerevisiae do tipo selvagem (S288c e EG103) e, ainda,
linhagens deficientes que ndo expressam a enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD).
Serdo utilizadas as isoenzimas superdxido dismuase contendo cobre/zinco (CuZnSOD, gene
SOD1) e superoxido dismutase contendo manganés (MnSOD, gene SOD2). As linhagens
EG110 (ndo expressa a enzima SOD2) e EG 118 (ndo expressa a enzima SOD1) foram
incubadas na presenca de extrato de café e H,O, para avaliar a capacidade do extrato em
proteger as células deficientes.

Considerando os danos que as espécies reativas de oxigénio podem ocasionar a
biomoléculas e que antioxidantes naturais podem diminuir ou prevenir estes danos, a proposta
deste trabalho foi avaliara capacidade do café organico (comparando o verde e o torrado e,
ainda, o café convencional) em proteger as células de S. cerevisiae contra o0 dano oxidativo na
exposicdo ao peroxido de hidrogénio (H20,). Foi testada a hipotese de que o café organico
teria uma maior capacidade antioxidante em células de leveduras quando comparado com café
convencional, devido a sua necessidade de combater agressores, naturalmente, em seu

ambiente.
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Materiais e Métodos

Café

Trés amostras diferentes de café foram usados neste estudo: café torrado convencional,
café torrado organico ecafé verde organico.As amostras de café organico Acaia-cerrado
torrado e Acaia-cerrado verde foram fornecidos por um distribuidor local de Brasilia, Brasil.
O café torrado convencional foi obtido no supermercado. Os graos de cafée foram levados para

o laboratorio, e foram armazenadas no escuro a temperatura ambiente.

Preparo do extrato aquoso de café

Os graos de café foram macerados utilizando um almofariz de porcelana. Um (1)g do
café moido orgéanico verde ou torrado e do café convencional foram fervidos durante 5
minutos em 10 mL de agua destilada, 10% (p/v). Essa proporcdo de café/agua € geralmente
usada no Brasil em outros paises (Perrone et al., 2012). Subsequentemente, as amostras foram
transferidas para gelo e as solucdes foram filtradas em papel de filtro Whatman ndmero 1. A
solucdo foi agitada em vortex durante 15 segundos, centrifugada a 12.000 rpm durante 15 min
a 4°C, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o extrato foi esterilizado utilizando

um filtro de 0,45 pm. O extrato foi imediatamente utilizado nas culturas de leveduras.

Preparo do extrato etandlico de café

Os grdos de café foram macerados utilizando um almofariz de porcelana. Um (1)g do
café moido organico verde ou torrado e do café convencional foram misturados com 10 mL
de etanol 95%. As amostras foram colocadas numa plataforma de agitacdo a 200 rpm durante
1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram filtradas em papel de filtro
Whatman nimero 1. A solucéo foi agitada em vértex durante 15 segundos, e posteriormente
as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes foram transferidos paraum novo tubo e submetidos a secagem a vacuo (Savant
SpeedVac-B446) para evaporar o etanol. As amostras foram pesadas e dissolvidas em etanol
95% na concentracdo de 10mg/mL. Adaptado de (Souza et al., 2008).
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Saccharomyces cerevisiae

As linhagens de Saccharomyces cerevisiae EG 103 (MAT a, leu2-3, 11 his3A1, trp-
289a, ura3-52), EG110 (like EG103 except sod2A::TRP1), EG118 (like EG103 except
sod1A::URA3) e S288c (MATa SUC2 mal gal2) foram usadas neste estudo. As linhagens (EG
103, EG 110 e EG 118) foram doadas pela Dr. Edith Gralla (University of California, Los
Angeles). As linhagens celulares (S288c, EG 103, EG 110 e EG 118) foram mantidas em
meio sélido YPD (1% wi/v extrato de levedura, 2%w/v de peptona de caseina, 2% w/v glicose
e 2% wi/v agar). Para cada experimento uma col6nia foi inoculada em 5 mL de meio YPD e

incubada durante a noite a 28 °C com agitacdo de 200 rpm.

Ensaio in vivo (placas de 96 pocos) utilizando leveduras Saccharomyces cerevisiae para

avaliacdo da atividade antioxidante das amostras de café

Foram utilizadas leveduras Saccharomyces cerevisiae linhagem S288c,EG 103, EG
110 e EG 118 semeadas a partir de um estoque de glicerol congeladas a uma placa de agar
YPD contendo 1% p/v extrato de levedura, 2% p/v de peptona, 2% p/v de glicose e 2% p/v de
agar, e cultivados a 28° C por 48 horas. A cultura de levedura foi iniciada pela inoculacdo de
uma unica colénia em meio YPD liquido, incubando em seguida durante a noite com agitacao
a 200 rpm a 28° C. Posteriormente a pré-cultura foi diluida para uma ODggo nm de 1,1 no meio
YPD, para que a densidade da semeadura inicial da levedura (em placa de 96 pogos com
volume final de 150 uL), junto com os outros reagentes, a uma densidade Optica de 600 nm,
fosse de 0,2. As placas foram incubadas a 28°C sob agitacdo constante em um leitor de placa
de 96 pocos (leitor de microplaca - Versamax). Foram obtidas curvas de crescimento de
levedura para o oxidante peréxido de hidrogénio com uma série de concentracfes e com
controle ndo tratado com oxidante. Foi determinada a concentracdo de parada de crescimento
submetendo a levedura a diferentes concentracfes do oxidante durante seis horas. Uma vez
que as concentracfes adequadas forem selecionadas, as atividades antioxidantes das amostras

dos cafés foram analisadas utilizando o oxidante na concentracéo ja estabelecida.
Avaliacao de taxas de sobrevivéncia de leveduras apos estresse oxidativo (Spot test)

Para este experimento foram utilizadas leveduras S. cerevisiae S288C. Para avaliar a
sobrevivéncia celular, inicialmente foram feitos testes onde as células foram inoculadas em

meio de cultura YPD e incubadas durante 16 horas a 28° C/200 rpm. As células foram
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diluidas para OD600 nm 0,6 e expostas a diferentes concentragdes de H,O, e de extrato de
café Acaia Torrado, Acaid Verde e Prima Qualita para selecionar a melhor dose. As células
crescidas durante a noite foram coletadas por centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos, e
lavadas 2 vezes com tampdo Kpi 50 mM pH 7,2. Em seguida as células foram ressuspendidas
em 2 mL de YPD e diluidas para OD 600nm 0,2. Foi utilizado o Trolox (vitamina E) como
controle. Foram realizadas diluicBes seriadas (10; 102 107 10™). As células foram
plaqueadas (5 uL) e as placas foram incubadas a 28°C durante 24 — 48 horas e foi avaliada a
viabilidade das col6nias.

Ap0s os testes iniciais foram feitas adaptagcdes onde foi testado apenas o extrato do
café Acaié Torrado. Uma col6nia de S288c foi inoculada em meio de cultura YPD. O in6culo
foi incubado durante 16 horas a 28°C/ 200 rpm. No dia seguinte as células foram coletadas
por centrifugacdo a 3000 rpm por 2 minutos, lavadas duas vezes e diluidas para uma ODggo
inicial de 0,1 em meio YPD. Para que as células pudessem duplicar, a cultura foi incubada a
28°C sob agitacdo constante de 200 rpm, onde permaneceu por 2 horas. Imediatamente apds o
tratamento adaptativo as culturas foram monitoradas por meio da ODggo, cujo resultado foi de
uma OD inicial de 0,2. Em seguida, a cultura foi incubada a 28°C durante 6 horas na presenca
ou auséncia dos extratos dos cafés, incluindo o Trolox 1 mM (como controle) e o controle
para o Trolox com etanol. Passadas seis horas, as células foram submetidas ao estresse
oxidativo por meio da suplementacdo de H,O, 2 mM e a cultura tratada foi incubada a
28°C/200 rpm durante a noite. No dia seguinte, as células foram coletadas por centrifugacao,
lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas em 1 mL de YPD. As culturas foram
plaqueadas (5 uL de cultura) sem diluir, com uma diluigdo de 10X e com a menor OD das
culturas. Foi utilizado o Trolox (vitamina E) como controle. As placas foram incubadas a

28°C durante 24 — 48 horas e foi avaliada a viabilidade das coldnias.

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software MYNOVA, com

aplicacdo do teste de Dunnett para comparacgdo entre controle e testes.
Resultados e Discusséo

A vida moderna tem afetado a qualidade de vida da populacdo. A busca pela
alimentacdo equilibrada tem sido motivada pela prevaléncia das doengas crénicas e, também,

aos custos de saude que a populacdo idosa pode ocasionar (Martorell et al., 2011). Um dos
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caminhos que levam a prevencdo de determinadas doencas é a busca por alimentos que
possam inibir ou retardar os processos que levam ao seu desenvolvimento, complementando
as defesas do organismo.

Segundo Tapas e colaboradores (2008), “nutracéutica” ¢ um termo que foi
implementado por Stephen DeFelice em 1979, cuja defini¢do ¢ “um alimento ou partes de
alimentos que proporcionem beneficios médicos ou de salde, incluindo a prevengdo e
tratamento de doengas”. Devido a publicidade de estudos epidemioldgicos relacionados a
alimentos que possuem a funcdo de combater determinadas doencas, hd um grande interesse
por parte dos consumidores por produtos nutracéuticos. Nas plantas, 0 maior ingrediente com
essa funcdo séo os flavonoides, que agem como antioxidantes, prevenindo os danos causados
pelos radicais livres (Tapas et al., 2008). Os flavondides agem por meio de varios
mecanismos como, por exemplo, realizando “limpeza” (do inglés = scavenging), por meio da
doacdo de hidrogénio (Prochazkova et al., 2011). Possuem ainda acdo anti-inflamatéria, anti-
alérgica, hepatoprotetor, antitrombotico, antiviral e anticancerigena (Tapas et al., 2008). H&
um grande interesse nos beneficios dos flavonoides, principalmente devido ao seu potencial
antioxidante observado in vitro. Entretanto, sdo poucos os estudos que analisaram a eficacia
desses antioxidantes em leveduras (in vivo) (Prochazkova et al., 2011).

Assume-se que, possivelmente, o café é a principal fonte de polifendis vegjetais para
grande maioria da populagdo, devido ao seu alto consumo e alto teor de &cidos clorogénicos
(Clifford, 2000; Perrone et al., 2012). Varios estudos in vitro investigam as propriedades do
café em relacdo a sua acdo antioxidante, no entanto, ndo tem sido descrito na literatura ensaios
de crescimento de leveduras avaliando o efeito antioxidante de extratos de café in vivo. O uso
de S. cerevisiae representa um modelo adequado para avaliar o efeito antioxidante sobre a
sobrevivéncia da célula (Lushchak, 2010). Sob essa perspectiva, o presente trabalho
investigou o efeito dos extratos dos cafés organicos (torrado e verde) e convencional sobre o
dano oxidativo em S. cerevisiae causado pelo oxidante H,0,.

Foi analisado o crescimento de células S. cerevisiae S288c previamente expostas aos
extratos aquosos de cafés em placas com meio sélido contendo 5 mM de H,0O; (Figura 7). Os
extratos de cafés Acaia Torrado (Figura 7-a), Convencional (Figura 7-b) e Acaia Verde
(Figura 7-c) conferiram uma protegdo antioxidante em todas as concentragOes testadas,
qguando comparadas ao controle (YPD). O Trolox, utilizado como controle, protegeu as
células nas duas concentracfes testadas (Figura 7—d). Pode-se observar que a protecdo dos
extratos teve padrdo parecido com o antioxidante comercial Trolox. Verifica-se que o café

verde estd em menores concentragdes (Figura 7—C) e, no entanto, o seu extrato foi capaz de
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proteger as células com a mesma intensidade quando comparamos com os cafés torrados
(Figura 7 — a e b). E possivel observar que quanto menor a concentragio maior a protecio, ou
seja, as concentracdes testadas protegeram as células de modo dose dependente.
Especificamente, as menores concentracGes dos extratos de café tornaram as células menos
susceptiveis a acdo de 5 mM de H,0,.

(A) Café Acaia Torrado (B) Café Convencional

IHZOZI [HZOZI
Auséncia 5mM Auséncia SmM

Controle (YPD) Controle (YPD)

9 10
4,5 |Extrato aquoso 5 | Extrato aquoso
mg/mL, mg/mL;
’ (mg/mL) 25 (mg/mL)
0,9 1
10210310+ 10210310 10210310 10210310
(C) Café Acaia Verde (D) Trolox
[H,0,] [H,0,]
Auséncia 5mM Auséncia 5mM
Controle (YPD) Controle (YPD)

18 Controle com etanol 1,9% (v/v)

0,9 | Extrato aquoso Trolox 1 mM

(mg/mL) Controle com etanol 0,95% (v/v)

'

Trolox 0,5 mM

0,18

1021010+ 10210410 1021010 1021010

Figura 7 — Efeitos da pré-exposi¢do (durante a noite) aos extratos aquosos dos cafés organicos Acaié torrado e
Acaia verde e do café Convencional no crescimento de Saccharomyces cerevisiae S288c.O controle (YPD)
corresponde as células que ndo foram pré-tratadas com extratos de café. Os controles etanol 1,9% (v/v) e 0,95%
(v/v) correspondem as células pré-tratadas com o etanol para uma comparagdo com o Trolox. As concentragdes
dos extratos e outros agentes estdo indicados no lado direito de cada figura. ApGs a exposicao aos agentes foram
realizadas diluicdes seriadas das suspensées celulares (10, 10, 10° e 10™) as quais foram plaqueadas (5 uL) em
meio YPD &gar contendo H,O, 5 mM. A ODgynm Na pré-exposicdo era 0,3. O resultado foi registrado ap6s 43

horas de incubagdo a 28°C. Resultado representativo de trés repeticbes em dias diferentes.

Foi escolhido o café Prima Qualitd (convencional) para este estudo, devido ao fato de
ser classificado como “Gourmet”, ou seja, padrao do mercado europeu. Ha uma selegdo dos
melhores graos para atender as exigéncias do mercado (Cooxupé, 2014).

Neste trabalho optou-se por mimetizar as condicOes utilizadas pela maioria da
populacéo, cujo preparo da bebida de café é realizada por infusdo. Alguns pesquisadores tém
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utilizado a razéo de pd/agua na proporcao de 1:10, que é normalmente utilizada no Brasil e
em outros paises (Anese and Nicoli, 2003; Perrone et al., 2012). Foi preparado o extrato
aquoso e logo em seguida foi utilizado no experimento, ou seja, inicialmente ndo foi possivel
determinar exatamente a concentracdo que seria utilizada. Por isso, foi armazenado um (1)
mL de extrato para posterior liofilizacdo, onde foi calculada a concentragdo em mg/mL e
determinado o peso seco do extrato aquoso. A diferenca dos pesos pode ser explicada devido
a granulacéo do po, cujo gréo verde confere maior dificuldade ao ser macerado, mesmo com a
utilizacdo de nitrogénio liquido.

Véarios componentes do café tém sido propostos por exercer efeito protetor nos
sistemas bioldgicos, possuindo resposta antioxidante in vitro. Dentre os componentes do café,
os &cidos clorogénicos (ACG), naturalmente presente nos grdo de cafés verdes, ganham
destaque por serem os mais abundantes compostos fenolicos no café (Monteiro and Trugo,
2005; Farah and Donangelo, 2006) e pelos seus beneficios para a satde (Tavares et al., 2013).

Os teores de &cido clorogénico (&cido 5-cafeoilquinico) reduzem na medida em que 0s
grdos sao torrados (Daglia et al., 2000; Abrahao et al., 2010; Mills et al., 2013). Prop6e-se
que a atividade antioxidante seja reduzida quando ocorre o processo de torrefacdo, devido a
perda dos componentes fendlicos. Todavia, no processo de torrefacdo ha a formacao de outros
compostos antioxidantes tais como, a cafeina e os resultantes da reacdo de Maillard,
especialmente as melanoidinas (Daglia et al., 2000). Como a cafeina possui uma maior
estabilidade, mesmo apos a torrefacdo, ndo ha diferenca significativa de cafeina entre os graos
verdes e torrados (Abrahdo et al., 2010).

Abrah&o e colaboradores (2010) utilizando modelos in vitro (atividade sequestrante de
radicais livres DPPH), mostraram que o café torrado tem atividade “sequestrante” de radical
livre superior quando comparados com o café verde. J& na analise de poder redutor de metais,
a bebida de café verde se mostrou superior. Os resultados variaram conforme a metodologia
utilizada, evidenciando a necessidade de analises diferentes para maior confiabilidade dos
resultados.

A bebida de café, além de possuir atividade “sequestrante” de radicais livres ¢ poder
redutor de metais, pode agir de outras formas como, por exemplo, na inducéo de enzimas. E
bem descrito na literatura que os componentes do café tais como, caveol, cafestol, acido
clorogénico (CGA) e N-metilpiridinio (NMP) podem induzir a expressdo de enzimas de
detoxificacdo de fase Il (responséveis por proteger as células de metabolitos carcinogénicos).
A ativacdo de genes de fase Il é regulada pela ativagdo de elementos de resposta a

antioxidantes (AREs), que estdo localizados na regido promotora desses genes. Esses
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elementos sdo ativados pela ligacdo ao fator de transcricdo Nrf2 (fator nuclear eritréide 2
relacionado ao fator 2) que € translocado para o nudcleo quando ocorre estresse oxidativo
(Boettler et al., 2011a; Boettler et al., 2011b; Volz et al., 2012; Vicente et al., 2013).

Um estudo recente prop6s avaliar o efeito da administracao repetitiva de doses baixas
de bebida de café na atividade de enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e analisar a
concentracdo citosolica de Nrf2. Como resultado, a dose de café administrada em
camundongos (2 mL/dia em camundongos com 200g), contendo acidos fendlicos, cafeina e
outras substancias que ndo foram quantificadas, foram capazes de elevar a atividade hepatica
dessas enzimas. A bebida de café modulou a proteina Nrf2, elevando os seus niveis. Assim, a
ingestdo cumulativa de café eleva e mantém a atividade de enzimas antioxidantes (Vicente et
al., 2013).

Né&o foi possivel quantificar os compostos fendlicos presentes nos extratos dos cafés
organicos e convencional. No entanto, sugere-se que no café torrado, produtos da reacdo de
Maillard (melanoidinas), bem como a niacina, podem estar participando da protecdo contra
danos oxidativos, enquanto que no café verde a protecdo deve-se aos compostos fendlicos.

Sabe-se que um composto antioxidante pode se comportar diferente, podendo agir
como pré-oxidante, dependendo do meio e da reacdo (Daglia et al., 2000; Abrahdo et al.,
2010). Bravo e colaboradores (2013) avaliaram os efeitos antioxidantes e antigenotdxicos de
dois extratos de borra de café (café filtrado Arabica e café espresso robusta) em células
humanas (HelLa). Como resultado, constataram que os dois extratos de café reduziram o
aumento dos niveis de EROs induzidos por H,O,. Além do mais, em altas concentracdes 0s
autores verificaram que o café arabica pode induzir estresse oxidativo, sendo ligeiramente
toxico, enquanto que em baixas concentracfes ele pode reverter danos causados por
oxidantes, alterando, assim, o ambiente oxidativo das células (Bravo et al., 2013).

Abrahdo (2007) avaliou a atividade antioxidante de cafés cru e torrado pelo método
baseado na reducdo do Fe*. Foi verificado que a torrefacdo reduziu o poder redutor da
bebida. Com a disponibilidade de Fe*? durante a reacdo de reduco, h4 a possibilidade de
acdo pro-oxidante dos extratos de café, pois o Fe*? é responsavel pela iniciacio e propagacio
da reagéo de Fenton (Abrah&o, 2007).

Para avaliar se havia diferenca na protecdo foi analisado o crescimento de células
Saccharomyces cerevisiae previamente expostas aos extratos etanolicos de cafés em placas
com meio sélido contendo 5 mM de H,O, (Figura 8). Pode ser sugerido que 0s extratos
etanolicos de cafés Acaid Torrado (Figura 8-a), Convencional (Figura 8-b) e Acaid Verde

(Figura 8-c), assim como nos extratos aquosos (Figura 7), conferiram uma protecéo
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antioxidante em todas as concentracOes testadas, quando comparadas com o controle (YPD).
Aparentemente, a protecdo dos extratos etandlicos foi mais discreta em relagdo aos extratos
aquosos, apesar do efeito ter sido semelhante e dose dependente. O Trolox, utilizado como
controle, protegeu as células na concentracdo de 0,5 mM (Figura 8 — d). A protecdo dos
extratos de café foram maiores quando comparadas com o controle Trolox. Especificamente,
as menores concentracfes dos extratos de café exerceram toleréncia antioxidante a 5 mM de

H.0,, ou seja, as concentracdes testadas protegeram as células de modo dose dependente.

(A) Café Acaia Torrado (B) Café Convencional
[H,0,] [H,0,]
Auséncia 5mM Auséncia 5mM
Controle (YPD) Controle (YPD)
Controle (etanol) Controle (etanol)
10 10
5 Extrato etanolico 5 Extrato etanolico
(mg/mL) (mg/mL)
25 25
10210310+ 10210310 10210310+ 10210310+
(C)Café Acaia Verde (D)Trolox
[H,0,] [H,0,]
Auséncia 5mM Auséncia 5mM
Controle (YPD) Controle (YPD)

Controle (etanol) Controle com etanol 1,9% (v/v)

10 Trolox 1 mM

- Controle com etanol 0,95% (v/v)
5 Extrato etandlico

(mg/mL)

. 2,5 Trolox 0,5 mM

10210310+ 10210310+ 10210310+ 10210310+

Figura 8 - Efeitos da pré-exposicdo (durante a noite) aos extratos etandlicos dos cafés organicos Acaid torrado e
Acaia verde e do café Convencional no crescimento de Saccharomyces cerevisiae S288c. O controle (YPD)
corresponde as células que ndo foram pré-tratadas com extratos de café. Os controles etanol 1,9% (v/v) e 0,95%
(v/v) correspondem as células pré-tratadas com o etanol para uma comparagdo com o Trolox. As concentracdes
dos extratos e outros agentes estdo indicados no lado direito de cada figura. Apos a exposicao aos agentes foram
realizadas diluicBes seriadas das suspensdes celulares (10, 10?10 e 10™) as quais foram plaqueadas (5 uL) em
meio YPD é&gar contendo H,O, 5 mM. A ODgynm na pré-exposicdo era 0,3. O resultado foi registrado ap6s 43

horas de incubac&o a 28°C. Resultado representativo de trés repeticbes em dias diferentes.

Vérios solventes sdo utilizados para extracdo de substincias antioxidantes (por
exemplo, compostos fendlicos) a partir de frutos, vegetais, legumes, e outros produtos

alimentares (Xu and Chang, 2007). Os compostos fendlicos sdo abrangentes em alimentos de
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origem vegetal e estdo presentes na dieta humana (por exemplo, em frutas, cereais, café, cha,
vinho, entre outros). Esses compostos participam frequentemente na defesa contra patdgenos
e parasitas. Por consequéncia, tem acdes biolégicas como, por exemplo, na prevencdo do
cancer (Dai and Mumper, 2010b).

Alguns dos solventes mais utilizados para a extracdo de compostos fendlicos sdo o
metanol, o etanol, a acetona e combinacGes. A extracdo dos compostos depende do tipo de
solvente, da propor¢do da amostra com o solvente, do tempo de extracéo, da temperatura e de
propriedades fisicas e quimicas da amostra. No entanto, ndo ha uma escolha absoluta para
extracdo de todos os compostos fendlicos, pois ndo sdo compreendidos, ainda, os efeitos das
atividades antioxidantes ap0s a extracdo (Xu and Chang, 2007; Dai and Mumper, 2010b).
Normalmente, o etanol é utilizado por ter relatos de ser um bom solvente para extracdo de
polifendis (Shi et al, 2004 apud Dai and Mumper 2010). Assim, foi escolhido o etanol para
extracdo dos cafés organicos e posterior analise da acdo antioxidante em células de levedura
S. cerevisiae.

Moreira e colaboradores (2014) avaliaram qual o melhor solvente para extrair acidos
clorogénicos, trigonelina e cafeina de grdos verdes de quatro diferentes cultivares de Coffea
arabica. O resultado mostra que o melhor solvente para acidos clorogénicos foi o etanol ou a
mistura etanol:acetato de etila:diclorometano (1:1:1 v/v/v). Para a extracdo da trigonelina o
mais eficiente foi o etanol puro e a misturas etanol:diclorometano (1:1 v/v) e etanol:hexano
(1:1 v/v). Ja para a cafeina o diclorometano puro, diclorometano:hexano (1:1 v/v) foram os
mais eficientes (Moreira et al., 2014). Esses estudos ressaltam a importancia do solvente para
a extracdo e comparagdo com a atividade antioxidante.

Alguns compostos bioativos do café como, por exemplo, a cafeina e A&cidos
clorogénicos sao extraidos por meio da producéo do café solivel. No entanto, algumas formas
de extracdo podem ser mais efetivas no conteudo de compostos fenolicos, como quando
extraidos com solventes, tais como o etanol e metanol (Mussatto et al., 2011; Bravo et al.,
2012).

Analisando os resultados da extracdo com etanol, nota-se que, aparentemente, a
protecdo nao foi tdo eficaz quanto a extracdo aquosa. Para Araujo (2007) a agua ¢ um solvente
barato e ndo tem efeitos prejudiciais ao organismo animal e, em comparagdo com outros
solventes (etanol, éter, metanol e acetona), tem a maior capacidade de extrair compostos
fendlicos. Essa eficicia deve-se a sua alta polaridade e facilidade em formar pontes de
hidrogénio com as hidroxilas dos compostos fendlicos. No estudo de Araujo (2007), a

polaridade da 4gua beneficiou a extracdo dos compostos fendlicos do café, o que a autora
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confirma ser importante devido o café ser consumido na forma de infusdo por grande parte da
populagdo (Araujo, 2007).

Apesar de visualizar um efeito aparentemente protetor desses extratos de café, foram
necessarias algumas modificacGes para avaliar mais claramente este efeito e para ter a certeza
que o efeito se repetiria. Foram feitas alteracGes, tais como: a fase de crescimento das células
no momento do tratamento com o extrato de café e/ou trolox, o tempo do tratamento, a
utilizacdo do H,O, diretamente no meio de cultura e foi acrescentado um controle com H,0,
0,4 mM subletal. Tendo em vista que nos ensaios iniciais ndo houve diferenca significativa na
protecdo dos diferentes extratos e, levando em consideracdo que a populagdo consome o café
torrado, o café organico torrado foi selecionado para os proximos ensaios.

Apds otimizacdo do ensaio foi analisado o crescimento de S. cerevisiae ap0s pré-
exposicao (seis horas) do extrato aquoso de café Acaia torrado e posterior exposi¢cdo ao H,0,
2 e 4 mM (durante a noite) (Figura 9). Em comparagdo com o controle (YPD), houve maior
protecdo nas concentragdes de 0,5 e 0,3 mg/mL. Observa-se efeito protetor do Trolox 1 mM e
do H,0, 0,4 mM. A protecdo notada ap0s a otimizacdo corrobora com os resultados iniciais
(Figura 7 e 8). Percebe-se que nessas condi¢bes a concentracdo de 4 mM ¢€ alta e, mesmo
observando o efeito protetor, optou-se por conduzir a triplica com a concentragdo de 2 mM. A
escolha da concentragdo de 2 mM de H,O, vai de encontro com outros estudos (de Sa et al.,
2013). Verifica-se que, quando expostas a uma dose ndo letal de H,O, (0,4 mM), as células
foram capazes de produzir defesas antioxidantes que por si sé foram capazes de reverter o
dano oxidativo ou podem ter interagido com os compostos do café e protegido as células com

um efeito sinérgico.



60

Café Acaia Torrado

[H,0,]

Controle (YPD)
10
1 Extrato aquoso
(mg/mL)
0,5
0,3

Controle com etanol 1,52% (v/v)

Trolox 1 mM

H,0, 0,4 mM

Semdiluir 10x OD:0,06 Sem diluir 10 x OD: 0,09

Figura 9 — Efeitos da pré-exposicdo (periodo de seis horas) aos extratos aquosos do café organico Acaid torrado
no crescimento de Saccharomyces cerevisiae S288c¢.O controle (YPD) corresponde as células que ndo foram pré-
tratadas com extratos de café. O controle etanol 1,52% (v/v) corresponde as células pré-tratadas com o etanol
para uma comparagdo com o Trolox. O controle com uma dose sub letal de H,O, foi incluido: H,O, 0,4 mM. As
concentragdes dos extratos e outros agentes estdo indicados no lado direito de cada figura. Apds a exposi¢do aos
agentes as culturas foram submetidas ao insulto com H,O, 2 mM e 4 mM. Apds o insulto foram realizadas a
diluicdo 10 X e a menor diluicdo das culturas (ODgg nm = 0,06 € 0,09) das culturas, as quais foram plagqueadas (5
uL) em meio YPD 4gar. A ODgg nm Na pré-exposicao era 0,2. O resultado foi registrado ap6s 43 horas de

incubacdo a 28°C. Resultado representativo de trés repeticdes (H,O, 2 mM) em dias diferentes.

Apos os ensaios em placa com meio solido, foi analisada a exposicéo de S. cerevisiae
S288c, EG 103, EG 110 e EG 118 a diversas concentracdes de H20, (0,5; 1; 2 ; 3; 4 e 5 mM)
em microplaca de 96 pogos para verificar qual seria a concentracdo de parada do crescimento
e a dose que ndo seria letal para essas células (Figura 10). Ndo houve significancia estatistica
do H,O, 0,5 mM em relacdo ao controle, enquanto que as demais concentracfes de H,O,
foram estatisticamente significativas (P < 0,01) (Figura 10 — a). A concentra¢do de 0,5 mM
ndo alterou o crescimento das células S288c, enquanto que com 1, 2, 3, 4 e 5 mM as células
foram diminuindo o seu crescimento de forma dose dependente. Para as demais linhagens
celulares, todas as concentragdes em comparacdo com o controle foram estatisticamente
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significativas (P<0,01), ocorrendo diminuicdo do crescimento de forma dose dependente até 1
mM (Figura 10 — b, ¢ e d) e nas demais concentracdes o efeito é aparentemente igual.

(a) 5288c (b) EG 103
0,8 - 0,8 -
0,6 - 0,6 - *
*
S
E 0,4 1 014 T *
o #
0,2 i " . 0,2 - .
* * * *
D n T T T T i T i T i_‘ D -1 T T T - T - T _— T -_|
Controle 0,5mM 1mM 2mM 3mM 4mM 5mM Controle 0,5mM 1mM 2mM 3mM 4mM 5mM
(c) EG 110 (d)EG 118
0,8 - 0,8 -

Controle 0,5mM 1mM 2mM 3mM 4mM 5mM Controle 0,5mM 1mM 2mM 3mM 4mM 5mM

Concentragdo de H,0, Concentragdo de H,0,

Figura 10. Determinacdo da concentracdo de H,O, que provoca parada de crescimento da levedura S.
cerevisiae(a) S288c, (b) EG 103, (c) EG 110 e (d) EG 118. As células foram incubadas com H,O, em seis
concentragdes: 0,5 mM; 1 mM, 2 mM; 3 mM; 4 mM e 5 mM. O controle do experimento incluiu células na
presenca do meio de cultura somente. As células foram monitoradas em uma ODggg,m & cada hora, durante cinco
horas.Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata em dias diferentes . ™ Diferenca estatistica

significativa em relacdo ao controle (p < 0,01). Teste de Dunnett.

As células, quando em contato com agentes oxidantes, respondem inibindo a
progressao do ciclo celular e induzindo a expresséo de genes que estdo envolvidos no reparo
do equilibrio redox. Isso permite que as células tenham tempo de iniciar o sistema de defesa
antioxidante em resposta ao estresse oxidativo antes de voltar para o ciclo celular. Entretanto,
0S mecanismos de coordenagdo e regulacdo dessa resposta ainda néo estéo claros (Chiu et al.,
2011; Doris et al., 2012).
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Estudos recentes sugerem que o estresse oxidativo causado pelo H,0,, por exemplo,
regula a progresséo do ciclo celular, em leveduras, pela inibicdo direta da atividade de uma
enzima E2 da via ubiquitina. Assim, a ubiquitinacdo pode regular processos importantes como
a progressao do ciclo celular (Doris et al., 2012).

Em estudos anteriores, foi visto que a S. cerevisiae sofre uma parada temporéria do
ciclo celular se adaptando a uma dose nao letal de oxidantes exdgenos. Na exposi¢do das
células a baixas concentracGes de 13-hidroperoxido de acido linoleico (LAH), ocorre uma
parada na fase G1 ou um atraso na progressdo do ciclo celular, para que os danos celulares
possam ser removidos ou reparados para ndo danificar as células-filhas (Flattery-O'Brien and
Dawes, 1998; Alic et al., 2001; Fong et al., 2008).

Flattery-O’Brien ¢ Dawes (1998) verificaram que o estresse oxidativo causado pelo
H.O, e pela menadiona provoca a indugdo da parada do ciclo celular, sendo que as células
tratadas com H,O, resultam em um atraso na fase G2, enquanto que as tratadas com
menadiona provocam um atraso na fase G1.

Os resultados deste trabalho estdo correlacionados com dados anteriores que
demonstram a parada do ciclo celular induzida por oxidantes (Wu et al., 2011). Wu e
colaboradores (2011) descreveram um sistema que media a capacidade de compostos
antioxidantes em induzir resisténcia em resposta a parada do crescimento induzida por
oxidante. Dentre os oxidantes os autores utilizaram o H,O, na concentracdo de 4 mM, visto
gue em ensaios prévios a linhagem de levedura utilizada (BY4743) foi resistente a
concentracdes menores. Nota-se que essas concentracfes podem ser letais nas linhagens
utilizadas neste trabalho, causando parada total no crescimento (Figura 10 — a, b, ¢ e d).
Portanto, pode ser que a diferengca encontrada seja explicada pela utilizacdo de cepas
diferentes de Saccharomyces cerevisiae.

Dessa forma, a concentracdo de 1 mM de H,0O, foi escolhida para analise posterior da
protecdo de extrato de café Acaid torrado, uma vez que ndo causou parada total do
crescimento (Figura 11). Verifica-se que o comportamento das quatro linhagens testadas em
resposta ao H,O, é bem parecido. Longo e colaboradores (1996) observaram que as linhagens
EG 103, EG 110 e EG 118 séo mais sensiveis no crescimento mesmo na auséncia do H,0O,
(Longo et al., 1996). Observa-se que a linhagem S288c possui uma menor sensibilidade

quando comparada com essas linhagens.
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(a) S288c

11 4 1,1 -

(b) EG 103

Absorbancia a 600 nm

(c) EG 110 (d)EG 118
11 - 11

Absorbancia a 600 nm

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 11 — Crescimento de leveduras S. cerevisiae expostas ao H,0, 1 mM. (a) Curva de crescimento da
levedura S. cerevisiae S288c: (e) controle posistivo (células na presenca do meio de cultura) e (m) células na
presenca de H,O, 1 mM. (b) Crescimento da levedura S. cerevisiae EG103: (e) controle posistivo (células na
presenca do meio de cultura) e (m) células na presenca de H,O, 1 mM. (c) Crescimento da levedura S.
cerevisiaeEG 110: (e) controle posistivo (células na presenca do meio de cultura) e (m) células na presenca de
H,0, 1 mM. (d) Crescimento da levedura S. cerevisiae EG 118: (e) controle posistivo (células na presenca do
meio de cultura) e (m) células na presenga de H,O, 1 mM. As células foram monitoradas em uma ODggonm NO
tempo zero e a cada hora, durante seis horas. Resultado representativo de trés repeti¢cGes (em duplicata) em dias

diferentes com média * erro padrdo da média. Teste de Dunnett: N&o significativo.

A partir do resultado da determinacdo da concentracdo de parada do crescimento, a
concentracdo de 1 mM de H,O, foi selecionada para analisar a protecdo antioxidante de
diferentes concentracdes de café (Figura 12). Para verificar se os extratos de café inibiam o
H,0O, foram adicionados as culturas oito concentracdes de café Acaia Torrado imediatamente
apos a adicao de H,O, 1 mM. Como controle, foram utilizadas culturas de leveduras crescidas
na presenca de H,O, 1 mM.

Apesar de um leve crescimento ser observado em 0,2 mg/mL, ndo houve significancia
estatistica do retorno ao crescimento em S288c (Figura 12-a). Observa-se que em nenhuma
concentragdo o extrato de café foi capaz de reverter o dano oxidativo provocado pelo H,0..

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o controle e os testes das linhagens
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S288c e EG 103 (Figura 12-a e 12-b). Na linhagem EG 110, a concentragédo de 0,2 mg/mL foi
significativamente diferente em relacdo ao controle de p < 0,05. Nas demais concentracoes
houve diferenca de p < 0,01, indicando que o extrato de café nessas concentracGes foram
letais para as células atuando como pro-oxidante. Além disso, nota-se que o café foi
diminuindo o crescimento de EG 110 até 0,0275 mg/mL e a partir de 0,0138 mg/mL foi
aumentando o crescimento, tal como ocorre em EG 103. Na linhagem EG 118 houve
diferenca significativa de p < 0,01 nas concentracdes de 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,0275
mg/mL; 0,0138 mg/mL,; 0,0034 mg/mL; 0,001719 mg/mL e 0,0009 mg/mL, o que significa

dizer que o extrato de cafeé foi letal para as células em sinergismo com o0 H,0,.

(a) 5288¢ (b) EG 103
0,8 - 08 -
0,6 1 0,6
0,4 - 0,4 |
0,2 4 0,2 -
0 0
Controle 0,2 0,1 0,05 0,0275 0,0138 0,0034 0,001719 0,0009 Controle 0,2 0,1 0,05 0,0275 0,0138 0,0034 0,001715 0,0009
(c)EG 110 (d)EG 118
0,8 - 0,8 -
0,6 | 06
0,4 - 0,4
0,2 0,2
* * ' * %
* * * * * * *k ook gk ok FT T
0 _j_,_-_,_-_,_-_,___,_-_,_-_,_-_,_L o4
Controle 0,2 0,1 0,05 0,0275 0,0138 0,0034 0,001719 0,0009 Controle 0,2 0,1 0,05 0,0275 0,0138 0,0034 0,001718 0,0009
~ . ~ .
Concentracdo de café Concentracdo de café

Figura 12 - Determinacdo da concentragdo de extrato aquoso do café Acaid torrado que exerce efeito de retorno
ao crescimento quando incubado juntamente com H,O, 1 mM nas culturas de S. cerevisiae(a) S288c, (b) EG 103,
(c) EG 110 e (d) EG 118. As células foram incubadas com H,O, 1 mM e 8 concentracGes de extrato aquoso de
café. O controle do experimento incluiu células na presenca do meio de cultura sem extrato de café e com H,0,
1 mM. As células foram monitoradas em uma ODgynm a cada hora, durante cinco horas. Resultado
representativo de trés repeticdes (em duplicata) em dias diferentes. * Diferenga estatistica significativa em

relagdo ao controle (p < 0,01).**Diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle (p < 0,05).
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As duas isoformas de SOD (CuZn e Mn) sdo importantes para a sobrevivéncia celular
na protecdo contra produtos toxicos formados durante a respiracdo mitocondrial. As células
deficientes do gene SOD 1 (EG 118), que codifica CuZnSOD, crescem mais lentamente
quando ha a presenca de glicose como fonte de carbono e alta aeracdo. Jd a EG 110 (MnSOD)
cresce de forma similar & linhagem selvagem EG 103. O mesmo resultado é obtido quando
essas linhagens crescem em meio rico (YPD) (Longo et al., 1996).

Observamos que o extrato de café Acaid torrado, nas concentracdes testadas e nessas
condicdes experimentais, ndo foi capaz de substituir as enzimas CuZnSOD e MnSOD, ou
seja, as linhagens EG 110 e EG 118 ndo adquiriram tolerancia devido a impossibilidade de
elevar o crescimento na presenca de H,O,. Pelo contrério, o extrato agiu com um efeito pro-
oxidante juntamente com o H,0,, visto que houve diferenga estatisticamente significativa das

concentracdes de café em relacdo ao controle com H,O, 1 mM.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados podemos concluir que o H,O; induziu estresse oxidativo nas
células de S. cerevisiae, tanto nos ensaios em placa (5 mM), quanto nos ensaios em meio
liquido (1 mM). Além disso, verificamos que os diferentes extratos de café (orgénico verde,
organico torrado e convencional) obtiveram a mesma resposta ao H,O, ndo havendo
diferenca de protecédo entre eles. O H,O,1 mM ndo € letal para as leveduras S. cerevisiae, por
outro lado induziu mecanismos que causaram a parada do crescimento como forma de
adaptacdo ao insulto oxidativo exdgeno. Ao testar os extratos dos cafés verificamos que estes
exerceram funcdo antioxidante protegendo as células de levedura contra o dano oxidativo,
causado pelo H,O, 5 mM nos ensaios em placa com meio sélido. Ja nos ensaios em meio
liquido com exposi¢do direta das células com H,0, e diversas concentraces de café Acaia
torrado, verificou-se que o extrato agiu como pro-oxidante ndo sendo capaz de reverter 0s
danos causados pelo H,O,, quando adicionados juntos. Portanto, podemos sugerir que em
longo prazo, quando pré-exposto as células, o café é capaz de prevenir os danos causados por
oxidantes (neste caso 0 H,0,).

Pode-se concluir pelo estudo realizado, que o café torrado é um importante alimento
funcional com acdo protetora das células de S. cerevisiae, por meio de seus diversos
componentes. Como foi citado anteriormente, um composto antioxidante pode apresentar
diferentes comportamentos dependendo das condi¢cBes de ensaio. Essa afirmacdo foi
observada neste estudo, cujas condi¢fes experimentais resultaram em uma resisténcia de
S288c maior no teste em placa, quando comparado com o teste em meio liquido (5 mM foi
letal em meio liquido). Portanto, sdo necessarios outros testes para avaliar diferentes solventes
para extracdo do café, isolar os seus componentes e testa-los separadamente.

Fundamentado na hip6tese de que o café tem um grande potencial antioxidante, como
perspectivas desse projeto estdo: 1) o teste de novas concentracdes dos extratos de café; 2)
dosagem de polifendis; 3) determinacdo da atividade de glutationa S-transferase (GST),
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) e 4) avaliacdo da

expressao génica.
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