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RESUMO

Os gréos de café apresentam constituintes de interesse farmacoldgico capazes de
desencadear no organismo mecanismos protetores contra diversas patologias, como
cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas e diabetes mellitus. As folhas
do cafeeiro sdo consideradas residuos do processamento do café, sendo o seu
aproveitamento de extrema importancia tecnoldgica e industrial. Considerando que
poucas pesquisas sdo direcionadas para utilizacdo com fins medicinais ou
bioprospecgdo para emprego na industria farmacéutica, o objetivo do presente
estudo foi identificar e quantificar constituintes bioativos presentes nas folhas de
Coffea arabica L., bem como avaliar as atividades antioxidante e anti-inflamatoria
topica. As folhas foram pulverizadas e submetidas a maceracao estatica em metanol,
seguida de particdo liquido/liquido para obtencdo das fracdes hexanica,
diclorometéanica, em acetato de etila e butandlica. O acido 5- cafeoilquinico (5-ACQ)
e a mangiferina foram identificados e quantificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector de ultravioleta (CLAE-UV). Os teores de fendlicos
e flavonoides totais foram determinados por métodos espectrofotométricos e a
atividade antioxidante avaliada por meio dos ensaios do sequestro do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hicrazila (DPPH?¢), poder de reducao do ferro e co-oxidagado do [3-
caroteno/acido linoleico. A atividade anti-inflamatoria topica foi investigada usando
modelos de edema de orelha induzidos pelo 6leo de créton, fenol e histamina. Os
teores de fendlicos e flavonoides totais variaram de 1,65 + 0,01 a 20,60+ 0,39 g
equivalentes de acido géalico/100g e de 0,26 + 0,17 a 14,96 + 0,05 g equivalentes de
rutina/100g, respectivamente. O teor de 5-ACQ variou de 2,29 a 5,50g/100g, e a
mangiferina de 1,46 a 4,00g/100g. Os valores das concentracfes efetivas 50%
obtidos nos ensaios do DPPH- e poder de reducéo do ferro foram de 7,47 £ 0,12 a
122,76 + 1,38 ug/mL e de 4,67 + 0,02 a 71,90 + 0,22ug/mL, respectivamente. A
porcentagem de inibicdo da peroxidacdo lipidica determinada pelo ensaio do B-
caroteno/acido linoleico variou de 32,87 + 0,50 a 52,49 + 0,52. A aplicacdo do extrato
metanolico (EM) foi capaz diminuir significativamente o edema induzido pelo éleo de
croton, fenol e histamina. Os resultados encontrados na analise histopatologica e na
avaliacdo da atividade das enzimas mieloperoxidase e n-acetil-B-d-glicosaminidase
atestam o efeito do EM na inibicdo do processo inflamatério induzido pelo 6leo de
croton. Os resultados encontrados demonstram que as folhas de Coffea arabica L.
apresentam concentracdes elevadas de substancias fendlicas capazes de exercer
efeitos farmacolbgicos importantes, justificando sua aplicacdo tecnolégica para o
desenvolvimento de novos produtos na area farmacéutica.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Folhas. Antioxidante. Anti-inflamatoria.



ABSTRACT

Coffee beans have constituents of great pharmacological importance capable of
triggering protective mechanisms in the body against various pathologies, such as
cardiovascular, cancer, neurodegenerative diseases and diabetes mellitus. The
coffee leaves are considered as residues of the coffee processing, its technological
and industrial use is extremely important. Whereas that few researches are directed
to application in medicinal purposes or bioprospection for employment in the
pharmaceutical industry, the objective of the present study was to identify and
qguantify bioactive constituents present in the Coffea arabica L. leaves, as well as to
evaluate the antioxidant and topical anti-inflammatory activities. The leaves were
pulverized and subjected to static maceration in methanol, followed by liquid / liquid
partition to obtain hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanolic fractions.
The 5-caffeoylquinic acid (5-CQA) and mangiferin were identified and quantified by
high performance liquid chromatography coupled to ultraviolet detector (HPLC-UV).
The total phenolics and flavonoids contents were determined by spectrophotometric
methods and the antioxidant activity evaluated by the 2,2-diphenyl-1-picrylhicrazil
(DPPH -) free radical scavenging, ferric reducing power (FRAP) and the (3-carotene
bleaching assays. The topical anti-inflammatory activity was investigated using ear
edema models induced by croton oil, phenol and histamine. The total phenolic and
flavonoid contents ranged from 1.65 * 0.01 to 20.60 = 0.39 g gallic acid
equivalents/100g and from 0.26 + 0.17 to 14.96 + 0.05 g rutin equivalents/100g,
respectively. The 5-CQA content ranged from 2.29 to 5.50g/100g, and mangiferin
was 1.46 to 4.00 g/100g. The effective concentrations 50% values in the DPPH and
FRAP assays were 7.47 £ 0.12 and 122.76 + 1.38 yg/mL and 4.67 + 0.02 and 71.90
* 0,22 yg/mL, respectively. The percentage inhibition of lipid peroxidation determined
by the B-carotene / linoleic acid assay ranged from 32.87 + 0.50 to 52.49 + 0.52. The
application of the methanolic extract (ME) was able to significantly decrease the
edema induced by croton oil, phenol and histamine. The histopathological analysis
results and the evaluation of activity of the enzymes myeloperoxidase and n-acetyl-3-
d-glucosaminidase attest the effect of ME on the inhibition of the inflammatory
process induced by croton oil. The results evidence that the Coffea arabica L. leaves
present high concentrations phenolic substances and important pharmacological
effects for technological application to development of new products in the
pharmaceutical area.

Keywords: Coffea arabica L. Leaves. Antioxidant. Anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de gréos de café, sendo os
graos verdes aplicados como insumos para a producdo de extratos, em funcao do
efeito exercido pelos acidos fendlicos sobre diversas doencas metabdlicas, dentre
elas a obesidade. Estudos também apontam o efeito hipotensor dos acidos
clorogénicos, principais acidos fendlicos do café (SHIMODA; SEKI; AITANI, 2006).
Essas substancias também estdo envolvidas no controle de processos inflamatorios,
por meio da inibicAo da cascata inflamatéria, atuando como reguladores da
proliferacéo e apoptose de algumas células cancerosas (GAWLIK-DZIKI et al, 2014).
Na industria, o potencial antioxidante do Oleo de café verde favorece seu uso como
matéria-prima na preparacao de cremes e pomadas (DICKSON et al, 2015; DZIKI et
al, 2015; FERRARI et al, 2010).

Entretanto, a maior parte da producédo dos graos ainda € direcionada para o
consumo, usados principalmente na preparacdo da bebida do café, largamente
apreciada pelo seu sabor e aroma caracteristicos. Além dos atributos sensoriais, as
atividades biologicas da bebida estimulam o elevado e crescente consumo do
produto. As substancias fendlicas, também presentes nos grédos torrados,
apresentam comprovada atividade antioxidante e séo capazes de desencadear no
organismo diversos mecanismos protetores contra doencas cardiovasculares,
cancer, doencas neurodegenerativas e diabetes mellitus (ABRAHAO et al, 2012;
CAMPOS-ESPARZA; SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 2009; DICKSON et al 2015;
FARAH, DONANGELO, 2006; OIC, 2016; SHAFIQUE et al, 2012).

O estudo dos graos, tanto crus (verdes) quanto torrados, e dos subprodutos
do seu processamento, tem ampliado cada vez mais a utillizacdo dessa planta.
Nesse sentido, verifica-se que apds o beneficiamento das sementes, o residuo
gerado (casca e polpa), que até entdo seria descartado, passou a ser investigado
quanto ao seu potencial farmacolégico e possibilidades de aplicacdo biotecnolégica
(ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000; PALOMINO GARCIA; DEL BIANCHI, 2015;
PERRONE et al, 2008).

As folhas do cafeeiro, apds a colheita dos grédos, também s&o consideradas
residuos do processamento, uma vez que a forma manual de colheita pela derrica
do café, na qual os frutos sdo retirados de uma sé vez, carreando galhos e folhas,

ainda, é o tipo de pratica mais empregada nas lavouras cafeeiras do Brasil. Desse
16



modo, o estudo e aproveitamento das folhas sdo de extrema importancia, pois sao
produzidas em quantidades significativas e apresentam baixo valor agregado, se
comparadas aos grados. Além disso, o estado de Minas Gerais destaca-se pela
maior producdo de grdos em relacdo aos demais estados, gerando assim uma
grande quantidade de folhas (MURTHY, NAIDU, 2012; OIC, 2016; SILVA, 2011).

Pesquisas relacionadas a avaliacdo da composicdo quimica e da atividade
biolégica das folhas do cafeeiro sdo escassas, sendo mais direcionadas a avaliacao
do efeito protetor que os metabdlitos secundarios exercem sobre a planta, bem
como para o desenvolvimento de cultivares de café com alta produtividade e
qualidade (DOMINGUES JUNIOR et al, 2012; RAMIRO, GUERREIRO-FILHO,
MAZZAFERA, 2006; SALGADO et al, 2008; TEIXEIRA et al, 2012).

Observa-se também que a aplicacdo das folhas para fins medicinais ou sua
utilizacao na industria farmacéutica como insumo ainda foi pouco investigada, sendo
necessario, portanto, pesquisas mais aprofundadas sobre as suas propriedades
farmacologicas (ABRAHAO et al, 2010; MOREIRA et al, 2013; OIC, 2016;
RAMALAKSHM, KUBRA, RAO, 2008; RUSAK et al, 2008).

Dessa forma, este trabalho propfe a investigacdo do potencial quimico e
farmacoldgico das folhas de Coffea arabica L. por meio da avaliacdo das atividades
antioxidante e anti-inflamatéria, com intuito de demonstrar o emprego das folhas
como uma opcao terapéutica e fonte de substancias de valor biologico relevantes

para a industria farmacéutica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FONTES E REGULAMENTACAO DE PRODUTOS NATURAIS

As plantas sdo uma fonte importante de substancias naturais biologicamente
ativas, sendo empregadas com finalidade terapéutica. H& registros de sua utlizacao
no tratamento de enfermidades na Mesopotamia, no ano de 2.600 a.C. Diversas
substancias relatadas, como os 6leos de espécies de Cedrus (Cedar) e Cupressus
sempervirens (Cypress), Glycyrrhiza glabra (alcaguz), espécies de Commiphora
(mirra) e Papaver somniferum (suco de papoula), sdo utilizadas até hoje para o
tratamento de doencas que vao desde tosses e resfriados até infeccfes parasitarias
e inflamacdes (BURSLEM et al, 2001; GURIB-FAKIM, 2006; LORENZI, MATOS,
2002). Nesse sentido, o conhecimento e a pesquisa da biodiversidade vegetal
podem representar uma estratégia para a busca de novas opc¢des terapéuticas.

O reino vegetal destaca-se pelo fornecimento de metabdlitos secundarios de
forma mais expressiva que 0s outros reinos da natureza. Verifica-se que
aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis foram desenvolvidos direta
ou indiretamente a partir de fontes naturais, sendo 25% oriundos de plantas, 12% de
micro-organismos e 3% de animais (CALIXTO, 2001; ELISABETSKY, COSTA-
CAMPOS, 1996; NEWMAN, CRAGG, 2014). E importante destacar que os produtos
naturais apresentam inumeras aplicagdes, como medicamentos, cosméticos,
alimentos e agroquimicos, 0 que aumenta sua representatividade e seu valor
agregado (GURIB-FAKIM, 2006, PINTO et al, 2002; RATES, 2001).

O Brasil possui uma imensa biodiversidade e sua flora representa 22% das
espécies de plantas superiores do planeta. O pais € considerado um territério vasto
para a busca de novas substancias de interesse bioldgico, o que favorece
investimentos em pesquisas, considerando que somente uma pequena porcentagem
das plantas nativas foi investigada quanto ao seu potencial medicinal (GURIB-
FAKIM, 2006, PINTO et al, 2002; RATES, 2001).

Para avancar esse processo, nas ultimas décadas, os 6rgdos governamentais
tem estimulado o desenvolvimento de utilizagdo de plantas medicinais em funcoes
de suas aplicagBes terapéuticas. Além disso, ha uma demanda crescente desses

produtos, tendo em vista que um quarto de todas as prescricoes médicas sao

18



formulacdes baseadas em substancias vegetais ou analogos sintéticos derivados de
plantas. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), consideravel
parcela da populagdo utiliza medicamentos derivados de plantas para a sua saude,
empregam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e utilizam
fitoterapicos ou preparacdes a base de plantas (GURIB-FAKIM, 2006; OMS, 2002).

Inicialmente, as politicas governamentais impulsionaram o Programa de
Pesquisa de Plantas Medicinais (PPPM) da Central de Medicamentos (CEME), do
Ministério da Saude, vigente entre 1982 e1997, cujo objetivo era desenvolver uma
terapéutica alternativa e complementar, com embasamento cientifico, por meio do
estabelecimento de medicamentos fitoterapicos originados a partir da determinacao
do real valor farmacolégico de preparacbes de uso popular, & base de plantas
medicinais (BRASIL, 2006).

A partir de recomendacfes da OMS, o Brasil instituiu por intermédio da
Portaria MS/GM n° 971, de 3 de maio de 2006, a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), a qual estimula a criacdo de hortos de
espécies terapéuticas, bem como a utilizacdo de plantas medicinais no Sistema
Unico de Saude (SUS). A PNPIC destacou-se, pois estabeleceu parametros legais,
priorizando as peculiaridades socioeconémicas, culturais e cientificas brasileiras,
além do incentivo ao desenvolvimento de produtos baseados em espécies bioativas
nacionais (ROCHA et al, 2015).

No que diz respeito as politicas de saude, instituiu-se também a Resolucéo da
Comisséo Interministerial de Planejamento e Coordenacdo — CIPLAN N° 08, de
08/03/1988, que regulamentou a pratica de Fitoterapia nos servi¢cos de saude, assim
como criou procedimentos e rotinas relativas a préatica da Fitoterapia nas Unidades
Assistenciais Médicas. Além disso, a Portaria MS n° 886, de 20/04/2010 implantou a
“Farmacia Viva” no SUS, a qual realiza todas as etapas, desde o cultivo, a coleta, o
processamento, o armazenamento de plantas medicinais, a manipulacdo até a
dispensacédo de preparagdes magistrais e oficinais de plantas medicinais e produtos
fitoterapicos.

Em 2012, o Ministério da Saude publicou a Portaria MS/GM n° 533, de 28 de
marco de 2012, na qual estabeleceu o elenco de medicamentos e insumos da
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais — RENAME, incluindo mais quatro

medicamentos fitoterapicos — babosa, horteld, plantago e salgueiro.
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Com intuito de normatizar as politicas de utilizacdo de plantas medicinais, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou uma série de
portarias e resolugdes para o uso de drogas vegetais, como a RDC n° 10, de
10/03/2010, que dispde sobre a notificacdo de drogas vegetais e a RDC n° 13, de
14/03/2013, que institui as boas praticas de fabricacdo de produtos tradicionais
fitoterapicos. Em relacdo aos medicamentos fitoterapicos citam-se a RDC n° 26, de
13/05/2014, que orienta sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e
a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos, a resolucao n° 90, de 16/03/2004,
gue preconiza a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos e a
RDC n° 14, de 14/03/2013, que trata das boas préaticas de fabricacdo de insumos
farmacéuticos ativos de origem vegetal.

Considerando as perspectivas culturais e econbmicas, bem como a
necessidade de integrar aos sistemas oficiais de saude praticas reconhecidamente
eficazes e seguras, de forma a ampliar o acesso e o uso racional aos medicamentos,
verifica-se que investimentos em estudos de plantas medicinais e fitoterapicos é uma
estratégia para priorizar recursos e pesquisas em espécies vegetais medicinais, com
vistas ao desenvolvimento de produtos/medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2006;
PINTO et al, 2002; SANTOS et al, 2011).

2.2 HISTORICO E MERCADO DO CAFE

O café é uma das principais commodities agricolas produzidas no Brasil,
sendo responsavel por 30% do mercado internacional. Especificamente, Minas
Gerais sobressai pela maior producéo, estimada em 25,7 milhdes de sacas na safra
2017, predominantemente da variedade Coffea arabica L (ABIC, 2016; OIC, 2016).
De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a participacao
percentual da producdo de café do estado de Minas Gerais, que concentra a maior
area com a espécie, 1,21 milhdo de hectares, corresponde a 68,2% da area
ocupada com café arabica, em nivel nacional. Sdo Paulo € o segundo maior
produtor de arabica e cultiva 12,1% (213,47 mil hectares) da area total do pais. Os
demais estados possuem participacéo inferior a 10% (CONAB, 2017).

A bebida do café é considerada uma das mais apreciadas em todo mundo

devido aos seus atributos sensoriais e efeitos fisioldgicos, principalmente pela acdo
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estimulante. A espécie Coffea arabica L. € a mais cultivada, correspondendo a mais
de 70% da producdo mundial de café. Essa maior representatividade no cultivo
deve-se ao fato da C. arabica ser uma variedade com maior aceitacdo sensorial
pelos consumidores, em comparacdo com o Coffea canephora (OIC, 2016; VAN
DER VOSSEN, BERTRAND, CHARRIER, 2015).

O relato mais conhecido sobre sua descoberta foi registrado no manuscrito do
Iémen, no ano de 575. Este faz mencado a Lenda de Kaldi, onde um pastor observou o
efeito estimulante das folhas e frutos do café nas cabras, que apresentavam maior
resisténcia e agilidade ao subir montanhas ingremes e percorrer longos trajetos. Mais
tarde, o pastor da Etidpia experimentou os frutos, constatando o efeito estimulante do
café (GOLE et al, 2008; MARTINS, 2012).

A Africa foi o territorio de origem do café, especificamente no interior da Etidpia,
onde se consumia a polpa do fruto ou misturava-se nas refeicdes. Além disso, as folhas
eram maceradas para o preparo de chas. Entretanto, foram os arabes que dominaram a
técnica inicial do plantio e preparacdo do produto. De acordo com 0S mMesmos
manuscritos de 575, a primeira regido a receber as sementes do café foi o 1émen, no
sudoeste da Asia. Somente no ano de 1000 conheceu-se a infusdo das frutas fervidas
em agua, usadas para fins medicinais e por monges nas rezas e vigilias noturnas (ABIC,
2016; GOLE etal, 2008; MARTINS, 2012).

Em relacdo ao processo de torracéo, como é conhecido nos dias atuais, esse sO
foi instituido no século XIV. As plantas foram denominadas kaweh e sua bebida nomeada
de Kahwah ou Cahue, que significa forca em éarabe (ABIC, 2016; MARTINS, 2012).
Ainda no século XIV, o Iémen ampliou a producdo comercial pela facilidade de irrigacéo
dos pés de café com as aguas dos pocos que também serviam a populacdo. Do mesmo
modo, o café se difundiu largamente na peninsula arabica, sendo visto como uma bebida
exdtica, planta embriagadora e misteriosa e que vinha ao encontro dos preceitos
religiosos do Islamismo, regidos pelo Alcordo, que condenava bebidas alcodlicas (ABIC,
2016; MARTINS, 2012).

Somente em 1450, o habito de tomar café em recintos domésticos se consolidou,
em funcéo do interesse pela bebida e pelo potencial de comercializagéo, que se ampliou
largamente no mundo arabe. A Turquia se destacou pelo consumo do café, ritual que se
propagou por todo o mundo. No Brasil, o café chegou a Belém, no ano de 1727, e,

desde entdo, o consumo e o plantio intensificaram-se ao longo dos séculos, nao
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demorando muito até que o Brasil fosse considerado o maior produtor de café do
mundo (ABIC, 2016; MARTINS, 2012).

Inicialmente, os efeitos estimulantes no sistema nervoso central, provocados
principalmente pela cafeina despertaram o interesse da comunidade cientifica. Na
pratica, percebe-se um revigoramento, diminuicdo do sono e da fadiga apds o
consumo de doses terapéuticas, e em algumas pesquisas demonstrou-se a melhora
da cognicdo e do desempenho psicomotor. Verificou-se também um aumento da
disponibilidade de energia, do gasto energético diario, da agilidade, vigilia, da
capacidade de se concentrar e focar a atencdo, além de aprimorar o funcionamento
da memodria de curto prazo (GLADE, 2010; LORIST, TOPS, 2003).

Porteriormente, estudos sobre outras substancias com propriedades
farmacoldgicas do café difundiram-se, como por exemplo, os acidos clorogénicos,
gue desempenham um importante papel no combate aos radicais livres, podendo ser
consideradas substancias antioxidantes naturais (ABRAHAO et al, 2008; FARAH,
DONANGELO, 2006; GORNAS et al, 2016; LIANG et al, 2016).

Das espécies catalogadas, duas sdo importantes pelo valor comercial,
representando 99% da producdo mundial do café: Coffea arabica e Coffea canephora. A
primeira fornece o café arabica, com atributos sensoriais diferenciados; a segunda, a
variedade robusta, produz o café conillon, mais resistente as pragas e as intempéries,
mas ndo oferece bebida tdo qualificada, possuindo sabor adstringente e mais amargo
(CAMARGO, 2010; DAVIS et al, 2006).

2.3 CARACTERISTICAS MORFOAGRONOMICAS DO CAFEEIRO

O café origina-se de um arbusto da familia Rubiaceae, caracterizada pela
presenca de iridoides (um grupo de monoterpenoides), alcaloides (incluindo
alcaloides inddlicos como a quinina, obtida a partir de espécies de Cinchona),
metilxantinas, tais como a cafeina, teobromina, teofilina e antranoides (GOMEZ-
RUIZ, LEAKE, AMES, 2007; GURIB-FAKIM, 2006).

O cafeeiro desenvolve-se principalmente em regides tropicais e subtropicais. Os
arbustos sao lenhosos e atingem em média 3 metros, podendo chegar até 12 metros de
altura. Sua raiz é extensa e preenche os primeiros 60 cm da camada de solo, podendo

atingir até 3 m de profundidade. E considerada uma planta de dias curtos, necessitando
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do periodo da noite para iniciar a floracdo. Apdés a germinacdo das sementes, 0S
arbustos de café podem levar de 3 a 5 anos para florescer e gerar frutos (CLAY, 2004;
GLIMN-LACY, KAUFMAN, 2006; MARTINS, 2012).

Normalmente, o cafeeiro tem um Unico tronco principal, mas pode ser
cultivado utilizando um sistema de troncos multiplos. Os ramos ortotropicos
(verticais) estendem-se do tronco principal e, a partir deles ocorre a ramificacdo dos
plagiotropicos (horizontais). As inflorecéncias estdo presentes como aglomerados ou
botdes em série nas axilas dos ramos plagiotropicos.Em cada regido axilar da planta
h& de 2 a 20 flores. Estas sdo suportadas por um curto pedunculo e por um calice
rudimentar de cinco pétalas, uma corola branca, e anteras relativamente curtas
(DAMATTA, 2004; DAVIS et al, 2006; WINTGEN, 2013).

A espécie C. arabica é uma planta complexa, contendo 44 cromossomos, e SO
pode fazer cruzamentos com a mesma espécie. Trata-se de uma variedade mais
delicada, que se desenvolve preferencialmente em altitudes elevadas, de 1000 a 2800 m
acima do nivel do mar. Além disso, exige um clima mais ameno. Seu desenvolvimento &
favoravel quando € cultivada em ambientes com 1200 a 1800 mm de chuva por ano e
temperaturas em torno de 18-21°C (DAMATTA, 2004; DAVIS et al, 2006).

O estagio de floracdo da C. arabica pode variar de regido para regido, mas
geralmente situa-se entre janeiro e abril. O florescimento ocorre apdés um periodo de
chuvas, com grandes volumes de precipitacéo, seguido de uma fase de seca, e dura em
torno de 1 a 3 dias. Terminado esse ciclo, os frutos desenvolvem-se ao longo dos 7 a 10
meses subsequentes (KLEIN, DEWENTER, TSCHARNTKE, 2003; WINTGEN, 2013).

O fruto do cafeeiro é formado por exocarpo, mesocarpo, pergaminho ou
endocarpo e sementes ou graos. A casca (exocarpo) modifica-se de verde para
vermelha ou amarela com o amadurecimento, atingindo o estado de “cereja”,
conforme ilustrado na Figura 1 (MARTINS, 2012; WINTGEN, 2013).

Recomenda-se que a colheita seja efetuada no maximo 2 a 3 meses apos o
amadurecimento do fruto, para evitar sua deterioragcao ocasionada pela fermentacao
dos acUcares presentes na mucilagem. Apds a colheita, o fruto passa por um
processo de beneficiamento, cujo objetivo é separar as sementes, que constituem o
produto comercializavel (ABIC, 2016; CARDOSO, 1994).
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Figura 1 — Frutos de Coffea arabica L.

Depois de colhidos, os frutos do café podem ser preparados por via seca ou
Uumida. A primeira consiste na secagem em terreiro, pré-secador/secador mecanico,
onde o fruto passa pelo processo de secagem na sua forma integral (com casca e
mucilagem), dando origem aos cafés denominados coco ou de terreiro. Ja na via
Umida, antes da secagem, o café & submetido a operacdo de descascamento, e
posteriormente, a mucilagem pode ser removida por processo fermentativo ou
mecéanico (BOREM et al, 2008; RESENDE, ARCANJO, SIQUEIRA, 2009).

O beneficiamento dos graos gera uma quantidade de residuos com grande
potencial de reaproveitamento. Nesse sentido, verifica-se a utilizacdo das cascas de
café na alimentacdo animal, como adubo organico, além de diversas possibilidades
de aplicagbes. Ha& também estudos demonstrando sua utlizagdo na producdo de
biocombustiveis (ALVAREZ, RODRIGUEZ, 2000; SILVA, 2011; SOCCOL, 2002).
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2.4 CONSTITUINTES QUIMICOS E SUBSTANCIAS BIOATIVAS DO CAFE

O café possui mais de mil componentes quimicos, 0 que o torna um produto
bastante complexo, apresentando na sua composicado pseudoalcaloides como a
cafeina, além de minerais, acidos clorogénicos, &acidos alifaticos, lipideos,
carboidratos, aminoacidos e compostos volateis (CLARKE; MACRAE, 1989;
ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; GEORGE, RAMALAKSHMI, RAO, 2008; LUDWIG et al,
2014).

O teor de cafeina presente nos gréos de café varia entre 1 e 2,5%. Trata-se
de um pseudoalcaloide do grupo das xantinas (Figura 2) identificado como 1,3,7-
trimetilxantina, cuja estrutura contém um esqueleto de purina, sendo a substancia
estimulante mais utilizada e mais estudada no mundo. A sua aplicacéo é direcionada
ao consumo na forma de bebidas energéticas, chas e principalmente café. Também
pode ser utlizada na industria farmacéutica para a formulacdo de alguns
medicamentos, como por exemplo, os antigripais (JESZKA-SKOWRON; ZGOLA-
GRZESKOWIAK; GRZESKOWIAK, 2015; TOCI; FARAH; TRUGO, 2006).

Figura 2 — Estrutura quimica da cafeina
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Fonte: adaptado de JESZKA-SKOWRON; ZGOLA-GRZESKOWIAK; GRZESKOWIAK, 2015.

Outra classe de substancias de grande relevancia presente no café € a dos
compostos fendlicos, que contribuem para o sabor e aroma da bebida. Nos frutos
sao responsaveis pela adstringéncia. Estdo presentes nos graos verdes e torrados,
assim como em outras partes da planta. O interesse por essas substancias esta
relacionado a suas fungdes bioldgicas, principalmente no que diz respeito a atividade
antioxidante (ABRAHAO et al, 2008; CLIFFORD et al, 2008; JAISWAL et al, 2012).
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Os fendlicos do café sédo representados principalmente pelos acidos
clorogénicos e seus isébmeros, formados essencialmente pela esterificacdo do &cido
quinico com um dos seguintes acidos derivados do acido cindmico: acido cafeico e
feldrico ou p- cuméarico. Esses grupos sao acidos cafeoilquinicos, &cidos
dicafeoilquinicos, feruloilquinico, acido p-cumaroilquinico e acido
cafeoilferuloilquinicos. A figura 3 demonstra os trés isdmeros derivados do &cido
quinico e cafeico. O isdbmero majoritario no café é o acido-5-cafeoilquinico
(CLARKE; MACRAE, 1989; JESZKA-SKOWRON; ZGOLA-GRZESKOWIAK;
GRZESKOWIAK, 2015; LUDWIG et al, 2014).

Figura 3 — Estruturas quimicas dos &cidos clorogénicos e derivados
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HO H OH
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H
Acido 5 - cafeoilquinico

Fonte: adaptado de JESZKA-SKOWRON; ZGOLA-GRZESKOWIAK; GRZESKOWIAK, 2015.
Além dos acidos clorogénicos, o café apresenta outras substancias com

propriedades terapéuticas importantes, que tém sido alvo de estudos. A mangiferina
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foi encontrada em diversas espécies de café, e acumula-se especialmente nas
folhas, estando presente nos frutos em menores quantidades. Trata-se de uma
substancia fenolica com diversas atividades farmacologicas como antiviral,
antibacteriana, analgésica, anti-inflamatéria, antioxidante e imunomodulatéria
(CAMPA et al, 2012; CAMPOS-ESPARZA; SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 20009;
BARRETO et al, 2008; PARDO-ANDREU et al, 2008).

A mangiferina (1,3,6,7-tetra-hidroxi-xantona-C2-B-glucosideo), isolada pela
primeira vez da mangueira (Mangifera indica L.), familia Anacardiaceae, é uma
xantona C-glicosilada altamente resistente a hidrolise (CAMPA et al, 2012;
BARRETO et al, 2008; TREVISAN et al, 2016). Nas folhas de café, foi identificada
pela primeira vez na espécie Coffea pseudozanguebariae (TALAMOND et al, 2008).

A figura 4 demontra sua estrutura quimica.

Figura 4 — Estrutura quimica da mangiferina e seu isbmero
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Mangiferina Isomangiferina

Fonte: Adaptado de TREVISAN et al, 2016

2.5 GRAOS DE CAFE

Os gréos imaturos caracterizam-se por apresentar cheiro similar ao feijao
verde. S&o constituidos de cafeina, &cidos clorogénicos e trigonelina,
oligossacarideos, polissacarideos, proteinas, lipideos e minerais, dentre outros. O
teor de carboidratos presente no 6leo do café verde varia de 50 a 60%, sendo
representados pela sacarose, celulose, substancias pécticas e polissacarideos de
alto peso molecular (AZEVEDO et al, 2008; CLARKE, MACRAE, 1989).
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Com relacéo a fracao lipidica do café verde, esta pode variar de 7 a 17%. E
constituida essencialmente de triacilglicerdis, representando 75%, além de acidos
graxos livres, cujo teor € similar aos 6leos vegetais comuns. A fracdo insaponificavel
€ composta de esterois, tocogerois, fosfatideos, ceramidas, entre outros
componentes minoritarios (FERRARI et al, 2010; PERRONE et al, 2008).

As propriedades bioldgicas do 6leo de café tém sido demonstradas em
diversos estudos. Evidenciou-se atividade antioxidante, devido ao teor elevado de
acidos clorogénicos (PERRONE et al, 2008). Outra aplicacdo do 6leo de café € sua
utilizacdo no tratamento do cancer. Neste Ultimo caso, comprovou-se acao
quimioprotetora de alguns componentes, como a cafeina e os polifenois, incluindo os
acidos clorogénicos (FERRAZZANO et al, 2009). Os diterpenos cafestol e kahweol
também podem estar relacionados ao efeito quimioprotetor (MURIEL, ARAUZ,
2010).

Por possuir uma série de compostos bioativos, como cafeina e acidos
fendlicos, os grdos imaturos passaram a ter diversas aplicagcbes na industria
farmacéutica, especialmente devido as substancias antioxidantes presentes. Utiliza-
se o 6leo de café verde, o qual é obtido a partir da prensa de graos nao torrados, na
manipulagdo de cremes e pomadas formuladas para o tratamento de diversas
doencas, como da psoriase, eczemas, além de combater o envelhecimento da pele
(ABRAHAO et al, 2010; FERRARI et al, 2010).

Alguns estudos tém indicado que o extrato de café verde é efetivo no combate
ao diabetes e a hipertensdo arterial, apesar da maioria das pesquisas realizadas
ainda serem direcionadas para o consumo da bebida. Essa agdo anti-hipertensiva
parece estar relacionada a fatores vasorreativos produzidos e liberados pelo
endotélio vascular (PALMER et al, 1995). Com relacao aos efeitos metabdlicos sobre
0 organismo humano, estes j4 estdo bem estabelecidos, através da associacdo
inversa entre o consumo de café e o risco de diabetes (DICKSON et al, 2015).

Por outro lado, a resposta da utilizacdo do café sobre a hipertensdo, doenca
coronariana e arritmia cardiaca ainda € controversa, pois se evidenciou o aumento
da pressdo sanguinea, das concentracdes circulantes de noradrenalina e verificou-
se um aumento da rigidez arterial, e uma acao prejudicial sobre a vasodilatacdo do
endotélio e sobre o pré-condicionamento isquémico (ALVES, CASAL, OLIVEIRA,
2009; RIKSEN, RONGEN, SMITS, 2009).
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Em contrapartida, um estudo demonstrou que o consumo agudo de café
verde proporcionou a estabiliza¢do da glicose no sangue 30 minutos apés a ingestédo
de uma refeicdo, o que seria favoravel para os casos de diabetes mellitus. Além
disso, observou-se reducdo da uracemia, fundamental para diminuicdo dos riscos
cardiovasculares, uma vez que altas concentracbes de acido urico foram
identificadas como fator de risco cardiovascular (JACOME et al, 2009).

A cafeina e os compostos fendlicos, especialmente os &cidos clorogénicos,
presentes os graos de café verde, desempenham um importante papel no controle
do peso, sendo utilizados como suplementos alimentares. Atuam reduzindo a
gordura visceral e 0 peso corporal, por meio da lipdlise, além de exercer efeitos
preventivos contra diversas doencas degenerativas (CAMPOS-ESPARZA;
SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 2009; DICKSON et al, 2015; DZIKI et al, 2015;
SHIMODA, SEKI, AITANI, 2006)

O café é uma bebida de grande popularidade, consumida mundialmente, com
aroma e sabor caracteristicos, o que atrai diversos consumidores. Sua qualidade
esta diretamente relacionada as propriedades sensoriais apresentadas. Durante a
torracdo dos grdos, ocorrem mudancas de natureza fisica e quimica, que
desencadeiam centenas de reacdes, como por exemplo, reacdes de hidrélise,
desidratacdo, oxidacdo e catalise, liberando gases e formando compostos
aromaticos (ABRAHAO et al 2008; FARAH et al 2006). As principais alteracées
oriundas da torracdo ocorrem devido a transformacdes de substancias que estao
presentes naturalmente no café verde; geracdo de compostos derivados da reacao
de Maillard, caramelizacdo de carboidratos e pirélise de compostos organicos
(CLARKE; MACRAE, 1989).

O processo de torracdo consiste no aquecimento dos graos a 200- 240°C por
10-15 minutos. Estes mudam da cor verde no gréo cru para varias tonalidades de
marrom no grao torrado, com reducdo do seu peso e aumento de volume. Tais
mudancas podem ser atribuidas a reacdo de Maillard, que ocorre durante o
processo de torragdo, a qual influencia ndo s6 a cor e o aroma da bebida, mas
também é conhecida por interferir na estabilidade oxidativa de muitos alimentos
processados e desempenhar um importante papel como fator protetor da saude, por
meio da formacdo de substancias com propriedades antioxidantes (ILLY, VIANI,
1995; MACRAE, 1989; O'BRIEN, MORRISSEY, 1989).
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A torracdo dos graos promove diversas alteragbes nos compostos presentes
no café: os agucares, em particular a sacarose, irdo atuar como precursores de
aroma e sabor, originando vérias substancias como os furanos, aldeidos e acidos
carboxilicos; a trigonelina ira formar com sua degradacéo térmica 0s pirrois, que sao
fundamentais para o aroma do café e conferem desde notas de pao e caramelo a
de carne bovina; a cafeina possui um caracteristico amargor, que contribui para o
sabor e aroma do café; os &cidos clorogénicos, apos serem degradados pela
torracdo, geram lactonas e substancias fendlicas, as quais também conferem o
amargor, e, no caso dos acidos fendlicos, estes sdo responsaveis pela
adstringéncia da bebida (TOCI, FARAH, TRUGO, 2006; TRUGO, MOREIRA, DE
MARIA, 1999).

Os compostos fenodlicos sdo de grande interesse, em funcdo de seus efeitos
antioxidantes, e estdo presentes no café torrado em grandes quantidades. Além da
atividade antioxidante, estudos demonstraram que os fendlicos apresentam diversas
propriedades, como anti-inflamatoria (DOS SANTOS et al, 2006), antiviral (ZHU et al,
1999) e antimutagénica (STICH, ROSIN, BRYSON, 1982). Constatou-se também a
diminuicdo dos niveis séricos de glicose e aumento da sensibilidade a insulina apdos o
consumo de acidos clorogénicos e produtos de sua degradacdo durante a torracao
(SHEARER et al, 2003).

Nesse contexto, verifica-se um aumento consideravel de estudos sobre o
café, correlacionando as substancias presentes com suas atividades biologicas no
combate a diversas doencas. Avaliou-se a relacdo entre o consumo da bebida e a
incidéncia do cancer de préstata, demonstrando sua acéo antitumoral (SHAFIQUE et
al, 2012). A diminuicédo da incidéncia da doenca de Parkinson (SAAKSJARVI et al,
2008) e o papel neuroprotetor na doenca do Alzheimer (MAIA, DE MENDONCA,
2002) também foram associados ao seu consumo.
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2.6 SUBPRODUTOS DO PROCESSAMENTO DO CAFE

Considerando que o café € uma das principais commodities comercializadas
no mundo, sua producdo e consumo em larga escala levam a geracdo de uma
enorme quantidade de residuos, como folhas e cascas, que necessitam de um
destino adequado (OIC, 2016; SOCCOL, 2002).

A guantidade de casca de café gerada durante o processamento equivale ao
total de gréos beneficiados. Apesar da grande quantidade de residuos gerados no
meio agricola e agroindustrial, apenas uma pequena parcela € aproveitada, devido
ao desconhecimento do potencial energético e pela falta de equipamentos
apropriados para sua utilizacdo (MAGALHAES et al, 2008; PANDEY et al, 2000).

Os residuos gerados do tratamento das cerejas de café sdo a polpa pelo
processo da via Umida e a casca na via seca. Sabe-se que 80% do café produzido
no Brasil provem da via seca e que a producdo em 2017 pode ultrapassar 45
milhdes de sacas. Esses valores indicam a geracdo de uma grande quantidade de
residuos, e considerando a evolucdo dos processos ambientais na gestdo dos
residuos, torna-se fundamental a reutilizacao e otimizacdo dos subprodutos do café
(CONAB, 2017; MURTHY, NAIDU, 2012; PANDEY et al, 2000; SILVA, 2011).

Para minimizar o impacto ambiental, residuos como a casca e a polpa podem
ser utilizados como matérias-primas para a producdo de bioprodutos de maior valor
agregado como etanol, enzimas, acidos organicos, aminoacidos e cogumelos, em
funcdo do teor significativo de acucares, utilizado como substrato por fungos e
leveduras em diversos bioprocessos. Além disso, o aproveitamento da borra de café,
gerada no processo industrial do café solavel, pode ser empregado como fonte de
energia, sendo viavel para a producao de biodiesel (PANDEY et al, 2000; SANTOS,
2010; SILVA, 2011).

ApoOs a extracdo das sementes de café por alta presséo, obtém-se um residuo
denominado torta. Esta pode ser reaproveitada na producdo de cosmeéticos, gerando
um produdo de alto valor agregado, além dos beneficios sua utilizacdo, ja que esses
residuos apresentam uma grande quantidade de substancias bioativas, com
destaque para os compostos fendlicos, pelas suas propriedades antioxidantes, além
de fotoprotetoras. Adicionalmente, apresentam efeito emoliente em funcdo dos
acidos graxos (ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000; PERRONE et al, 2008).
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Além da borra e da casca do café, as folhas também podem ser utilizadas para
fins terapéuticos, em funcdo dos compostos bioativos presentes. Apos a colheita e
beneficiamento dos gréos, as folham se tornam um residuo com alto potencial
farmacologico. Existem poucos estudos sobre sua utilizacéo, apesar de ja ter sido
evidenciado um alto conteido de substancias fendlicas, responsaveis por exercer
diversas fungbes no organismo, dentre elas, a atividade antioxidante (CAMPA et al,
2012; MONDOLOT et al, 2006; MURTHY, NAIDU, 2012; SALGADO et al, 2008;
TREVISAN, et al 2016).

2.6.1 Folhas de café

As folhas de café podem ser consideradas como residuos do beneficiamento dos
graos. Tendo em vista que o Brasil € um dos maiores produtores de café do mundo, a
geracdo desse residuo € bastante representativa. Além disso, o processo mais popular
de colheita do café é a derrica, onde ocorre a retirada dos frutos das arvores de uma
s6 vez, 0 que aumenta o volume de residuo gerado, pois as folhas e pedacos de
galhos sdo removidos junto com o café. Nesse, sentido, o estudo das propriedades
biolégicas das folhas, bem como do seu reaproveitamento € de suma importancia,
pois, como os graos tém maior valor agregado, a utilizacdo das folhas passa a ser
uma alternativa na busca de substancias bioativas (CAMPA et al, 2012; OIC, 2016;
MURTHY, NAIDU, 2012; SILVA, 2011; TREVISAN, et al 2016).

A maioria das espécies apresenta folhas persistentes, isto é, continuam na
planta apés o amadurecimento ou envelhecimento das flores. Possuem pedicelo curto.
Este corresponde a uma estrutura originada da modificacdo do caule, responsavel pela
sustentacdo e conducdo da seiva para as flores. No caule, as folhas sdo opostas e
cruzadas e apresentam margens ligeiramente onduladas. No ramo plagiotropico, as
folhas séo opostas e no mesmo plano (DAVIS et al, 2006; WINTGEN, 2013).

As laminas foliares do cafeeiro sdo onduladas e delgadas, com forma entre
eliptica e lanceolada. Possuem camadas de células externas epidérmicas que sao
revestidas por ceras cuticulares (cutina, cera, polissacarideos) que ajudam a reduzir
as perdas de agua e proteger o tecido foliar. Nas folhas, ocorrem as principais

reacOes metabdlicas e as alteracdes fisiologicas. A avaliacdo do estado nutricional
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das plantas, geralmente é realizada pela analise foliar (ALVES, GUIMARAES, 2010;
DAVIS et al, 2006).

Com relacdo a coloracdo, as folhas novas apresentam-se verde claras ou
bronzeadas (Figura 5), e verde escuras quando maduras. Possuem forma eliptica
com a lamina superior brilhante e a lamina inferior sem brilho. Esta Ultima, apresenta
em média 200 células estomaticas por mm? para a variedade C. arabica (DAMATTA,
2004; WINTGEN, 2013).

Figura 5 — Folhas de Coffea arabica L.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As folhas do cafeeiro apresentam quantidades elevadas de compostos
fendlicos, fundamentais para a protecdo do vegetal contra pragas e outros agentes
nocivos, pois exercem efeitos antioxidantes e antibacterianos. Dentre as substancias
fendlicas descritas, os acidos clorogénicos sdo as mais representativas, estando
presentes em quantidades superiores nas folhas da variedade C. arabica, em
comparacao com outras espécies. Os principais isdbmeros encontrados sao os acidos
cafeoilquinico (ACQ), o acido feruloilquinico (AFQ), o acido dicafeoilquinico (diACQ),
gue apresentam comprovada agédo antioxidante. Destaca-se o ACQ, principalmente
o isbmero 5-ACQ nessa espécie (CAMPA et al, 2012; RAMIRO, GUERREIRO-
FILHO, MAZZAFERA, 2006; SALGADO et al, 2008).

O conteado de compostos fendlicos acumulados nas folhas justificam os
efeitos benéficos do seu consumo na forma de cha, pois exercem acdo protetora
contra os radicais livres, que estdo associados ao aparecimento de diversas

doencas cronico-degenerativas. Entretanto, a infusdo das folhas de café é pouco
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difundida no Brasil, onde a forma de consumo prevalente é da bebida obtida a partir
dos gréos torrados. A infusdo das folhas € mais comum em paises da Africa e Asia
(ABRAHAO et al, 2010; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; CAMPA et al, 2012;
FERRAZZANO et al, 2009; LUDWIG et al, 2014; TREVISAN et al, 2016).

Pesquisas utilizando extrato etandlico das folhas de C. arabica demonstraram
sua atividade antioxidante, além do efeito inibitério sobre a peroxidagao lipidica e
sobre a agregacdo plaquetaria (SIMOES, 2014). Nesse sentido, o estudo
aprofundado dos extratos das folhas do café pode contribuir para a obtencdo de
fontes alternativas de obtencdo compostos bioativos, com potencial aplicacdo na
industria farmacéutica, que ainda utiliza como matéria-prima principalmente os graos
verdes (DICKSON et al, 2015; DZIKI et al, 2015; FERRARI et al, 2010; SANCHEZ-
GOMEZ; MATUTE, 20009).

Além dos &cidos clorogénicos presentes nas folhas de C. arabica, outros
compostos fendlicos, como a mangiferina, sdo importantes para a protecdo do
vegetal contra pragas e doengas, em fungdo dos efeitos antioxidante e
antimicrobiano. Esse metabdlito tem despertado o interesse da comunidade
cientifica por apresentar efeitos bénéficos no controle da obesidade, além de
desencadear no organismo efeitos hipoglicemiantes, hipolipemiante, antioxidante,
anti-inflamatério, imunomodulatério, antitumoral, neuroproteror e hepatoprotetor
(BARRETO et al, 2008; BHOWMIK et al, 2009; CAMPA et al, 2012; CAMPOS-
ESPARZA; SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 2009; GARRIDO et al, 2004; PARDO-
ANDREU et al, 2008; RIBEIRO et al, 2007; TREVISAN et al, 2016).

2.7 ASPECTOS GERAIS DAATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.7.1 Mecanismos de defesa antioxidante

As substancias antioxidantes atuam em baixas concentragées nos organismos,
inibindo ou retardando a oxidacdo de diversos substratos e, dessa forma, protegem o0s
sistemas biologicos contra efeitos nocivos dos radicais livres. Esses radicais s&o
moléculas altamente instaveis, com meia vida curtissima e quimicamente muito
reativas, pois possuem um ou mais elétrons desemparelhados, necessitando

completar seus pares de elétrons para se estabilizarem. Ao reagirem com uma
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molécula adicional, geram outro radical livre, iniciando uma reacdo em cadeia
(FRANKLIN et al, 2009; LOPES-ALACON, DENICOLA, 2013; ROVER JUNIOR et al,
2001).

A maioria dos radicais livres € derivada do oxigénio, nitrogénio e enxofre,
originando as espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas de nitrogénio
(ERN) e espécies reativas de enxofre (ERE). As ERO s&o produzidas em
quantidades mais significativas e incluem diversas espécies radicalares, como o
anion superoéxido (0O27), radical hidroperoxila (HO"), peroxila ((OH) e 6xido nitrico
(NO). Outras espécies intermediarias, como o peroxinitrito (ONOO-), o perdxido de
hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete (‘O e &cido hipocloroso (HCIO) também séo
capazes de formar radicais livres no organismo (CAROCHO, FERREIRA, 2013;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; LOPES-ALACON, DENICOLA, 2013).

Ha dois mecanismos de defesa antioxidante desencadeada no organismo: o
primeiro corresponde a inibicdo da formacdo de radicais livres capazes de
desencadear a etapa de iniciacdo ou autoxidacao, por diferentes mecanismos que
incluem complexacdo de metais, sequestro de oxigénio, decomposicdo de
hidroperoxidos para formar espécie ndo radical, absorcéo da radiacdo ultravioleta ou
desativacdo de oxigénio singlete. O segundo esta relacionado a eliminacdo de
radicais importantes na fase de propagacdo, como hidroperoxila e peroxila, por meio
da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando o
complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radiacal livre (CAMPOS-
ESPARZA; SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 2009; CAROCHO, FERREIRA, 2013;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; SOOBRATTEE et al, 2005).

2.7.2 Substancias relacionadas com a atividade antioxidante

As substancias antioxidantes sdo amplamente encontradas no reino vegetal, e sua
atividade esta relacionada principalmente ao conteido de compostos fendlicos, que tém
recebido muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacao
lipidica e a lipo-oxigenase in vitro. A atividade antioxidante desses metabolitos deve-
se, principalmente, as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Atuam como

sequestradores de radicais livres e, em alguns casos, como quelantes de metais,
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tanto na etapa de iniciacdo quanto no desencadeamento do processo oxidativo.
Uma caracteristica importante neste processo é que o0s produtos intermediarios
formados pela agdo das substancias fendlicas séo relativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico presente nessas estruturas (CAMPOS-ESPARZA;
SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 2009; CAROCHO, FERREIRA, 2013; FRANKLIN et
al, 2009; HASLAM, 1996; LOPES-ALACON, DENICOLA, 2013; SOOBRATTEE et al,
2005).

As substancias fendlicas originam-se do metabolismo secundario das plantas,
sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo. Formam-se em condi¢cdes
de estresse do vegetal, como nas infeccOes, ferimentos e radiagbes UV.
Estruturalmente, apresentam anel aroméatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Possuem estrutura variavel e por isso,
sdo multifuncionais. Enquadra-se em diversas categorias, como fendis simples,
acidos fendlicos (derivados de acidos benzoicos e cindmico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas
(MATKOWSKI, 2008; SOOBRATTEE et al, 2005; SOUSA et al, 2007).

No café torrado, além das substancias fendlicas contribuirem para sabor e
aroma, elas também apresentam propriedades farmacologicas e fisiolégicas
importantes. Estudos demonstraram que a atividade antioxidante nos frutos de café
estd associada principalmente a esses metabdlitos. Além disso, correlacionam-se
com a prevencado do fotoenvelhecimento, pois sdo capazes de inibir processos de
degradacédo da pele causados pela radiacdo ultravioleta. Neste caso, extratos de
plantas com teores significativos de compostos fendlicos tém se mostrado muito
eficazes, pois exibem atividades antioxidante, fotoprotetora e anti-inflamatéria
(ABRAHAO et al, 2010; CUNHA et al, 2004; FARAH, DONANGELO, 2006).

Os &cidos clorogénicos constituem os principais compostos fendlicos nao
volateis encontrados no café. Apresentam propriedades funcionais relevantes na
neutralizacao de radicais livres (CLIFFORD, 1999; PERRONE et al, 2008). Pesquisas
comprovaram a atividade antioxidante dos acidos clorogénicos presentes nos graos
verdes e torrados, assim como da bebida. Dentre os é&cidos fendlicos, o &cido
cafeico é considerado um dos mais importantes, pois faz parte do acido-5-
cafeoilquinico, um dos isdmeros mais representativos do café (ABRAHAO et al,
2010; FARAH, DONANGELO, 2006; GORNAS et al, 2016).
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Estudos in vitro utilizando plasma humano verificaram que outras substancias
fendlicas presentes no café, além dos &acidos clorogénicos e cafeico, também
contribuem para a atividade antioxidante da bebida, como os acidos m-cumarico e
dihidrofeltrico. Constatou-se que o efeito protetor contra danos oxidativos de alguns
metabdlitos da cafeina como o 1,3,7- acido trimetilferalico e, especialmente o 1- acido
metilferdlico, foi sete vezes mais elevado do que o acido cafeico, demonstrando,
dessa forma, sua capacidade em sequestrar os radicais livres e, de maneira eficaz,
reduzir o nivel celular de ERO, além de aumentar a resisténcia das lipoproteinas a
lipoperoxidagdo e inibir danos oxidativos ao DNA (GOMEZ-RUIZ, LEAKE, AMES,
2007; SOMOSA et al, 2003).

A atividade antioxidante do café também é atribuida a presenca de cafeina,
trigonelina, produtos da reacdo de Maillard e compostos volateis como furanos e
pirr6is presentes na bebida. O efeito da cafeina foi testado por pesquisadores em
microssomos de figado de ratos e apresentou efetiva inibicdo sobre a peroxidagéo
lipidica. Sua acédo antioxidante foi semelhante a da glutationa e significantemente
maior do que do acido ascorbico (DEL CASTILLO, AMES, GORDON, 2002; GOMEZ-
RUIZ, LEAKE, AMES, 2007; TRUGO, MOREIRA, DE MARIA, 1999).

Estudos apontam também para outros compostos fendlicos eficazes no
combate ao estresse oxidativo presentes nas folhas do café, como a mangiferina
(CAMPA et al, 2012 ; TREVISAN et al, 2016) . Esse metabdlito foi caracterizado em
pesquisas realizadas com extratos das folhas de manga, sendo purificado, isolado e
testado frente a diversos ensaios antioxidantes, como o sequestro do radical DPPHe
e 0 poder de reducdo do ferro. Os resultados demonstraram que a mangiferina
apresentou atividade antioxidante superior em comparacdo com outras substancias
fendlicas, em todos os sistemas antioxidantes testatos, atribuindo-se, portanto, a
atividade antioxidante desses extratos, principalmente ao alto teor de mangiferina,
um dos compostos fenolicos majoritarios nas folhas dessa planta (BARRETO et al,
2008; RIBEIRO et al, 2007).
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2.7.3 Métodos utilizados na determinacado da atividade antioxidante

Ha diversos métodos para a determinacdo da atividade antioxidante, sendo o
mecanismo de reacdo, as espécies-alvo, as condicOes reacionais e a forma de
expressdo dos resultados variaveis, de modo que a atividade antioxidante de um
produto natural pode ndo ser concluida com base em um Unico modelo de teste.
Neste caso, a associacdo de mais de um método € recomendada (ALAN et al, 2013;
CAROCHO, FERREIRA, 2013; LOPES-ALACON, DENICOLA, 2013).

O ensaio do sequestro do radical DPPHe é um dos mais utilizados em
amostras de plantas, pela praticidade e menor custo. Seu mecanismo de agao
baseia-se na capacidade de uma substancia reduzir o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH.), de coloracdo purpura, para 2,2-difenil-1-picrilhidrazina
(DPPH-H), de coloracdo amarela, por meio da transferéncia de um &atomo de
hidrogénio. Essa reacdo € mensurada espectrofotometricamente, pelo decréscimo
da absorbancia no comprimento de onda de 517 nm (KRISHNAIAH et al, 2011,
LOPES-ALACON, DENICOLA, 2013; MENSOR et al, 2001).

Outros ensaios utilizados na pesquisa da atividade antioxidande sédo o poder
de reducéo do ferro e a co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico. O primeiro mede a
capacidade de uma amostra doar elétron ao ferro, reduzindo-o de Fe*" a Fe*. A
reacdo € visualizada pela mudanca de coloracdo de amarela para azul, sendo os
valores de absorbancia, medidos no comprimento de onda de 700 nm, diretamente
proporcionais ao poder de reducdo da amostra (CAROCHO, FERREIRA, 2013;
KRISHNAIAH et al, 2011; OYAZU, 1986).

O ensaio de co-oxidacao do B-caroteno/acido linoleico avalia a capacidade de
uma substancia inibir ou prevenir a oxidagdo do B-caroteno pelo sequestro dos
radicais livres produzidos na oxidacao do acido linoleico. Na presenca de ERO e O,,
0 acido linoleico forma radicais peroxila, que reagem com o B-caroteno, oxidando-o e
diminuindo a sua quantidade no meio. A reacao é visualizada por meio da perda da
coloragéo alaranjada do sistema, sendo mensurada pela diminuicdo da absorbancia,
no comprimento de onda proximo de 470 nm, com leituras intercaladas de 15
minutos, até o tempo total de aproximadamente 2 horas (ALVES et al, 2010;
KOLEVA et al, 2002).
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2.8 ASPECTOS GERAIS DA RESPOSTAANTI-INFLAMATORIA

2.8.1 Mecanismos de defesa anti-inflamatéria

A inflamacdo corresponde a resposta protetora imediata que ocorre nos
tecidos quando ha lesédo ou destruicdo celular. Trata-se de um evento fisiolégico do
organismo com o intuito de combater lesbes teciduais causadas por traumas
mecanicos, radiacdo, calor, frio e outros agentes nocivos, como substancias
quimicas ou ainda por agentes bioldgicos (fungos, bactérias, virus ou protozoarios).
A resposta inflamatéria objetiva eliminar a causa inicial da lesdo celular, assim
como as células e tecidos nefréticos, e iniciar o processo de reparo (BILATE, 2007;
KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; SHERWOOD, TOLIVER- KINSKY, 2004).

Durante a inflamacg&o, mediadores quimicos sao produzidos pelo organismo
em resposta a um agente nocivo. Este € percebido inicialmente por células
residentes, especialmente os macrofagos, estando envolvidos também células
dendriticas, mastocitos e outros tipos celulares. Essas células secretam citocinas e
outras moléculas para regular a resposta inflamatéria (KUMAR, ABBAS, ASTER,
2009; O'NEILL, 2006; REUTER et al, 2010).

Os principais mediadores envolvidos sdo o oxido nitrico (NO); moléculas de
adesdo (moléculas de adesao intercelular (ICAM)-1, moléculas de adeséao vascular
(VCAM)-1 e Selectina-E); lipideos derivados dos eicosanoides (prostaglandinas
(PG) E», PGIly); leucotrienos (LTB4, LTC,); citocinas (fator de necrose tumoral (TNF)-
a), interleucinas (IL) 1B, IL-6 e IL-10); quimiocinas, entre outros, que coordenam 0s
eventos de alteragcdes vasculares inflamatérias e o recrutamento de células
(KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; O'NEILL, 2006).

O processo inflamatério pode ser agudo ou crdénico, podendo apresentar
efeitos sistémicos positivo ou negativo dependendo da resposta do organismo. De
maneira geral, a inflamacdo aguda € altamente benéfica, pois trata-se uma defesa
priméria contra infeccbes e um grande estimulo no processo de cura. Inicia-se
rapidamente e apresenta curta duracdo, variando de minutos a poucos dias. Tem
como sintomas caracteristicos a exsudacao de liquidos e proteinas plasmaticas e
acumulo de leucécitos, com predominio de neutréfilos (FLOWER, PERRETTI, 2005;
KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009).
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A inflamacéo cronica tem carater insidioso, é de duracdo mais longa, variando
de dias a anos. Evidencia-se um influxo de linfocitos e macréfagos, com proliferacéo
vascular e fibrose, podendo ocorrer efeitos deletérios, pois no processo crénico ha
uma reacao inflamatoria continua, isto €, ocorre por um tempo prolongado, sendo
capaz de lesar tecidos normais. Geralmente, a inflamacéo crénica manifesta-se apos
a inflamacéo aguda. Diferentes patologias, como Alzheimer, cancer e disturbios
cardiacos estdo associadas a processos inflamatoérios (FLOWER, PERRETTI, 2005;
KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009).

O mecanismo inflamatério também pode ser explicado por meio de trés fases
distintas que descrevem a cascata de eventos. A primeira delas corresponde a fase
aguda, caracterizada por vasodilatacdo localizada e aumento da permeabilidade
vascular. Posteriormente, na fase subaguda, predomina-se a infiltracdo leucocitaria e
células fagocitarias. Por fim, na fase cronica, destaca-se a proliferacédo celular, com a
ocorréncia de degeneracdo tissular e de reparacéo fibrética. Nesse processo, Varios
mediadores estdo envolvidos, como complementos, cininas, fibrinoliticos e
coagulantes estimulados juntamente com a ativacdo de fagocitos e das células
endoteliais (KUNDU, SURH, 2008; REUTER et al, 2010).

A histamina e a serotonina sdo o0s primeiros a serem liberados durante a
inflamacédo, sendo considerados mediadores pré-formados. Ficam armazenados em
granulos e sao responsaveis pela vasoconstricao inicial, além de atuar em conjunto
com outros mediadores, causando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular. As prostaglandinas séo sintetizadas a partir de um precursor primario, o
acido araquidonico, que € liberado de fosfolipideos das membranas celulares pela
acdo da fosfolipase A2, em um processo controlado por horménios e outros
estimulos. As prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas sdo obtidas por meio da
acdo catalitica das enzimas ciclo-oxigenases (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Quando a inflamacdo € desencadeada, varios mediadores atuam
sequencialmente: as quimiocinas realizam quimiotaxia de leucoctios; as enzimas
plasmaticas, como bradicinina e fibrinopeptideos, aumentam a permeabilidade
vascular; a plasminina degrada coagulos em produtos quimiotaticos e ativa proteinas
do sistema complemento e seus derivados, como anafilotoxinas que induzem

degranulacdo de mastocitos e a consequente liberacdo de histamina; as opsoninas
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induzem a opsonizagcdo de micro-organismos, facilitando a fagocitose; os
mediadores lipidicos como tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos participam
do processo de vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular; e as citocinas
induzem efeitos locais, tais como inducdo da expressao de moléculas de adeséo e
de quimiocinas (BILATE, 2007; KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; O'NEILL, 2006).

Outro mediador envolvido no processo inflamatério sdo as espécies reativas
do oxigénio (ERO), um tipo de radical livre derivado do oxigénio produzido pelos
leucdcitos, principalmente neutréfilos e macréfagos. Atuam na destruicdo de micro-
organismos e outras substancias durante a inflamacéo e defesa do hospedeiro. S&o
produzidas nos fagossomas e fagolisossomas dos leucécitos por um processo
similar & respiracdo mitocondrial, conhecido como surto respiratério (ou surto
oxidativo), onde uma enzima da membrana do fagossoma catalisa a geracdo de
superoéxido, que é convertido em H,O, e, posteriormente, a um composto hipoclorito
altamente reativo pela enzima mieloperoxidase (MPO), presente nos leucécitos
(CAROCHO, FERREIRA, 2013; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

O 6xido nitrico (NO) é outro radical livre reativo produzido pelos leucécitos e
outras células. Ele pode reagir com o O, e formar um composto altamente reativo, o
peroxinitrito, que também participa da lesdo celular. Quando a producado de ERO
aumenta, ou os sistemas de remocdo sdo ineficientes, observa-se a formacao
excessiva desses radicais livres que leva a uma condicdo chamada de estresse
oxidativo, aumentada nos processos inflamatérios (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009;
REUTER et al, 2010; ROVER JUNIOR et al, 2001).

2.8.2 Substancias relacionadas com a atividade anti-inflamatoria

Anti-inflamatérios esteroidais e néo esteroidais (AINES) sdo largamente
utilizados para controlar os processos inflamatorios. No entanto, apresentam
diversos efeitos deletérios ao organismo, sendo os AINES o0s principais responsaveis
por danos no figado e no trato gastrintestinal. Os anti-inflamatorios esteroidais séo
capazes de suprimir de forma potente as vias imune e inflamatéria. Porém, o uso
prolongado desses agentes pode causar importantes efeitos adversos, além de estar
associado ao aparecimento de diversas doencas, como diabetes, hipertenséo

arterial, osteoporose, cataratas, suscetibilidade a infec¢bes, entre outras (BILATE,

41



2007; FLOWER, PERRETTI, 2005; O'NEILL, 2006; WALJEE et al, 2016).

Nesse sentido, verifica-se a necessidade de novas substancias com menores
efeitos colaterais e custo, o que tem aumentado o niumero de estudos de produtos
naturais com propriedades anti-inflamatorias, pela grande biodiversidade da flora
nacional, por ser uma fonte importante de substancias biologicamente ativas, pelo
uso crescente dos fitoterapicos e sua importancia nos cuidados primarios a saude
(DEEPA, RENUKA, 2014; GURIB-FAKIM, 2006; OMS, 2002).

No reino vegetal, a atividade anti-inflamatoria pode estar relacionada com
diversas classes de substancias, como os terpenos, lignanas, taninos, flavonoides,
alcaloides, saponinas e cumarinas. No caso dos grdos de café, os principais
compostos envolvidos no controle, tanto dos processos inflamatorios, como também
exercendo acao antioxidante, sédo os acidos clorogénicos, cafeina, cafestol, kahweol
e trigonelina. Essas substancias interferem na cascata inflamatoria na medida em
qgue diminuem a formacdo de mediadores da inflamacédo, principalmente pela
inibicdo de enzimas como a fosfolipase A2, lipo-oxigenases e ciclo-oxigenases,
reduzindo a formagéo de prostanoides e leucotrienos (COSTA et al, 2012; DEEPA,
RENUKA, 2014; FROST-MEYER; LOGOMARCINO, 2012; GOMES et al, 2008).

A acao anti-inflamatéria de um dos diterpenos do café, o kahweol, foi
demonstrada em um estudo in vivo, pela inibicdo da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e da
proteina quimiotatica para monécitos 1 (MCP-1). Adicionamente, verificou-se a acéo
angiogénica deste composto, bem como a potencial aplicacdo em terapias
antitumorais do café néo filtrado. Em outro estudo, comprovou-se a acdo anti-
inflamatoria do extrato aguoso de café, o qual foi atribuido aos flavonoides e outras
substancias antioxidantes, especialmente os compostos fendlicos (CARDENAS,
QUESADA, MEDINA, 2011; MOREIRA et al, 2013).

Pesquisas utilizando modelos animais demonstraram as atividades
antiedematdgenica e antinociceptiva dos &acidos clorogénicos, as quais foram
atribuidas a inibicdo da sintese e da liberacéo periférica de mediadores como oTNF-
a e NO. Ensaios in vitro determinaram a atividade de compostos fendlicos, obtidos
do extrato metanodlico de graos de café verde sobre a lipo-oxigenase (LOX), uma
enzima envolvida na cascata inflamatoria, cuja inibicdo impede a formacédo de
leucotrienos. Esta via tem sido bastante investigada por ser alvo de farmacos anti-
inflamatorios (DOS SANTOS et al, 2006; GAWLIK-DZIKI et al, 2014).
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2.8.3 Métodos utilizados na determinacéao da atividade anti- inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria dos produtos naturais pode ser avaliada por
varios métodos, como por exemplo, utilizando o modelo de edema de orelha em
camundongos, o qual se fundamenta na aplicacdo de agentes flogisticos e posterior
pesagem dos fragmentos de orelha, comparando com o controle negativo. Dentre
estes modelos, citam-se os seguintes métodos: edema de orelha induzidos por 6leo
de croton, acido araquidbnico, fenol, capsaicina e histamina. Posteriormente, os
fragmentos de orelha podem ser submetidos a analise histopatologica para
avaliacdo dos parametros de inflamacdo, como infiltracdo de leucdcitos e
vasodilatacdo (CRUMMEY et al, 1987; GABOR, RAZGA, 1992; LIM, PARK, KIM;
2004; SCHIANTARELLI et al, 1982; YOUNG et al, 1984).

O modelo mais utilizado para estudar o processo inflamatério cutaneo € a
inducéo de edema na orelha de camundongos, pois consiste em um método rapido,
simples e que requer pouca quantidade de substancias, além de permitir resultados
reprodutiveis. No que diz respeito a sua aplicacdo farmacoldgica, esse modelo
induzido por diferentes agentes flogisticos possibilita uma variedade de modelos de
inflamacéo cutanea apropriados para a avaliacdo de agentes sintéticos, extratos de
plantas, bem como substancias isoladas de plantas (CALIXTO et al, 2004; GABOR,
2003).

O Oleo de créton € um potente agente flogistico oriundo da espécie Croton
tigium L. (Euphorbiaceae) utilizado na pesquisa da atividade de agentes anti-
inflamatdrios de uso tépico. E composto por uma mistura de lipideos, onde o 13-
acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) representa um dos principais ésteres de
forbol presente no 6leo. Quando aplicado topicamente nos camundongos, o TPA
promove inducdo de estresse oxidativo ou producdo de espécies reativas de
oxigénio, inflamacédo cutanea, podendo inclusive causar hiperplasia epidermal
(BILATE, 2007; CALIXTO et al, 2004; RAHMAN et al, 2008).

A fisiopatogenia do edema induzido pelo TPA, um dos componentes
responsaveis pela acao irritante do oleo de créton, parece ser exercida, entre outros
mediadores, pelos produtos da ciclo-oxigenase, histamina e serotonina. A aplicacéo
topica desse agente esta associada a resposta inflamatéria, similar a algumas

doencas de pele, como a psoriase, além de envolver o estresse oxidativo, a

43



proliferacéo e ativacdo de oncogenes nucleares. Apds sua aplicacdo desencadeia-
se uma resposta inflamatoéria aguda, caracterizada pela vasodilatacédo, infiltracdo de
leucocitos polimorfonucleares e edema (CALIXTO et al, 2004; RAHMAN et al, 2008;
SARAIVA et al, 2011).

O modelo de aplicacédo tépica utilizando o fenol provoca uma inflamacao
cutdnea semelhante a dermatite de contato. Dessa forma, esse agente flogistico
estd envolvido na producdo de queratindcitos, que liberam mediadores quimicos
importantes na irritacdo primaria de contato, incluindo citocinas associadas a
substancias pré-inflamatorias, como a IL-1 a, TNF- a e IL-8 (BILATE, 2007; GABOR,
2003; LIM et al, 2004).

A irritacdo cutanea provocada pelo fenol pode ser explicada pela ruptura da
membrana plasmatica dos queratindcitos por efeito direto, resultando na liberacdo da
IL-1a pré-formada, além de outros mediadores inflamatérios como os metabdlitos do
acido araquidénico (AA) e de espécies reativas de oxigénio (ERO). Pode haver
também a estimulacdo direta de outros tipos celulares residentes na pele, como
células dendriticas, endoteliais e fibroblastos (LIM et al, 2004, SHERWOOD,
TOLIVER- KINSKY, 2004).

No modelo utilizando o fenol, as citocinas pré-inflamatérias sdo estimuladas
por um mecanismo diferente daquele observado no modelo de inflamacao cutanea
induzido pelo 6leo de créton. Neste, a inducdo das citocinas é feita com a ligacdo a
receptores especificos, por meio de vias dependentes da proteina quinase C (PKC),
nas quais envolvem fatores de transcricdo nuclear. Entretanto, apesar da distingdo
do fator desencadeador do processo inflamatorio, os metabdlitos envolvidos nas
duas vias sdo 0s mesmos, ou seja, ha liberacdo de AA e ERO (CALIXTO et al, 2004;
LIM et al, 2004; SARAIVA et al, 2011).

O modelo utilizando a histamina objetiva avaliar a reacdo de
hipersensibilidade imediata ou do tipo I, comum na urticaria. Trata-se de uma amina
vasoativa liberada por mastdcitos ativados pelas proteinas do complemento C3a e
Cb5a e por leucdcitos ativados por anticorpos do tipo IgE (Imunoglobulina E). Esta
relacionada com a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade celular em resposta
a um processo inflamatorio. O incremento da permeabilidade vascular permite a

entrada de leucocitos e proteinas plasmaticas nos locais da infec¢do ou da lesdo do
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tecido. Neste processo, ocorre extravasamento de liquido, resultando na formacéo
do edema (BRAND et al, 2002; SHERWOOD, TOLIVER- KINSKY, 2004).

Além disso, a histamina é capaz de estimular fibras nervosas sensitivas por
mecanismos dependentes dos receptores H1 que resulta em prurido, ativando
nociceptores que por sua vez liberam neuropeptideos como a substancia P (SP) e
peptideos relacionados ao gene da calcitonina (PRGC). Por meio da via de reflexos
axonais, as substancias liberadas induzem ao aparecimento de edema no local da
aplicacdo. Quando a SP é injetada por via intradérmica em altas concentracoes,
ocorre a degranulacdo dos mastocitos causando a sensacdo desagradavel de
prurido. Para suprimir esse efeito, utilizam-se antagonistas de receptores H1 e
corticosteroides (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; SHERWOOD, TOLIVER- KINSKY,
2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o potencial quimico e farmacologico das folhas do café com intuito de
elucidar os possiveis beneficios de sua utilizacdo para a saude e desenvolvimento

de novos produtos.

3.2 ESPECIFICOS

o Determinar o teor de fendlicos e flavonoides totais do extrato
metanolico e fracdes obtidas das folhas de Coffea arabica L;

o Determinar o teor de &cido 5-cafeoilquinico e mangiferina do extrato
metandlico e fracdes das folhas de C. arabica L. por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia;

o Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato metandlico e fracbes
obtidas das folhas de Coffea arabica L.;

o Investigar a atividade anti-inflamatoria tépica do extrato metandlico das
folhas de Coffea arabica L., usando modelos de edema de orelha induzidos
pelo 6leo de croéton, fenol e histamina.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de Coffea arabica L. foram coletadas no Horto da Faculdade de
Farmacia, da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), municipio de Juiz de
Fora-MG, em janeiro de 2016 (Figura 6). Sua exsicata esta depositada no Herbério
Leopoldo Krieger do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da UFJF, sob o numero 66873.

ApoGs a coleta, as folhas foram submetidas a secagem em estufa a 30°C
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Posteriormente, o material vegetal foi triturado
em moinho e o p6 obtido foi peneirado em tamise n° 18 e pesado, totalizando
411,13g.

Figura 6 - Cafeeiro (Coffea arabica L.)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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4.2 PROCESSO DE EXTRACAO

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a extracdo por maceragao
estatica em metanol grau analitico, com renovacdo do solvente (remaceracéo), a
temperatura ambiente, até seu esgotamento, observado pela limpidez do solvente no
recipiente. A cada dois dias, o extrato obtido foi filtrado em papel de filtro comum e,
posteriormente, concentrado a pressdo reduzida e temperatura ndo superior a 50°C
utilizando-se evaporador rotatério (Rotavapor® RIl BUCHI, Flawil, Suica). O solvente
remanescente do extrato concentrado foi evaporado em banho-maria a 40° + 5°C
e/ou em dessecador com silica até observacdo de uma massa constante do extrato
metanolico (EM) (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Ao final desse processo, a
guantidade de EM pesada foi de 110,65g.

4.3 PROCESSO DE FRACIONAMENTO

Para o processo de fracionamento por particdo liquido-liquido em funil de
separacdo, pesou-se 30g do EM, solubilizando-o em agua: etanol (9:1) e, em
seguida, utilizou-se solventes grau analitico em ordem crescente de polaridade
(hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol), com o intuito de semipurificar as
substancias presentes de acordo com suas polaridades (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998). Cada fracao proveniente das particdes foi filtrada, teve o solvente recuperado
em evaporador rotatério (a pressdo reduzida e temperatura nao superior a 50°C) e
permaneceu em banho-maria (40 + 5°C) e/ou dessecador até a obtencdo de uma
massa constante das fracdes hexanica (FH), diclorometanica (FD), em acetato de

etila (FA) e butandlica (FB), conforme ilustrado a seguir (Figura 7):

48



Figura 7 — Fluxograma do processo de extracéo e fracionamento das folhas de

Coffea arabica L.

Material Vegetal

Maceragdo

em
Metanol
EM —
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| 1 L |
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Fracionamento Fracionamento
em em Acetato de
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Diclorometano Acetila
L FH L FD L FA \— FB
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo do teor de fendlicos totais do extrato metandlico (EM) e
fracbes (FH, FD, FA e FB) das folhas de C. arabica foi realizada por
espectrofotometria na regidao do visivel utilizando o método de Folin-Ciocalteu
(SOUSA et al, 2007; SINGLETON, ORTHOFER, LAMUELA-RAVENTOS, 1999).
Preparou-se solucéo-estoque (SE) de acido galico (AG) na concentracédo de 1mg/mL
em agua deionizada. A partir desta solucdo, foram feitas seis diluicbes em agua
deionizada nas concentrag¢des de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pg/mL. Transferiu-se para
tubos de ensaio, em triplicata, 1mL de cada diluicdo e 5mL de reagente de Folin-
Ciocalteu a 10% (v/v). A mistura foi homogeneizada e, ap6s 8 minutos, foram

adicionados 4 mL de carbonato de sédio a 7,5% (m/v). Preparou-se o branco nas
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mesmas condi¢cdes das amostras, contendo 1 mL de agua deionizada e 0s mesmos
volumes das solucdes do Reagente de Folin- Ciocalteu e do carbonato de sédio.
Apos 2 horas a temperatura ambiente, foi realizada a leitura das absorbancias em
espectrofotometro no comprimento de onda de 763 nm, utilizando o branco para
zerar 0 equipamento.

A partir das leituras obtidas para o padrdo de AG, elaborou-se a curva de
calibracdo com as médias das absorbancias de cada concentracdo por meio da
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados, obtendo-se a
equacdo da reta e o coeficiente de determinacao (R?).

Com relacdo as amostras, prepararam-se solu¢des-estoque (SE) do extrato
e fracOes das folhas da seguinte forma: EM e FB na concentracdo de 500 pg/mL,
1000 pg/mL para a FH e FD e 100 pg/mL para a FA. Em todas as solucdes utilizou-
se solucao de dimetilsulfoxido (DMSO) a 4% (v/v), Agua deionizada como solvente e
banho ultrassonico com aquecimento por 30 minutos para solubilizacdo. As SE
foram filtradas em papel de filtro para retirada de material insolavel. Aliquotas de 1
mL de cada diluicdo foram transferidas, em triplicata, para tubos de ensaio, aos
quais foram adicionados 0os mesmos reagentes descritos para o padrdao do AG.
Adicionalmente, preparou-se um branco para cada amostra, contendo 0s mesmos
reagentes, com excecao da solucdo do reagente de Folin- Ciocalteu. Ap6s duas
horas a temperatura ambiente, realizou-se a leitura espectrofotométrica no
comprimento de onda de 763 nm, utilizando o branco para zerar o equipamento. O
teor de fendlicos totais foi determinado por interpolagdo da absorbancia das
amostras contra a curva padrdo do &cido galico, sendo expresso em gramas

equivalentes de AG por 100 gramas de amostra (g EAG/100g).

4.5 DETERMINCAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

O teor de flavonoides totais do extrato metandlico (EM) e fragbes (FH, FD, FA
e FB) das folhas de C. arabica foi determinado por meio de método
espectrofotométrico (SOBRINHO et al, 2008). Utilizou-se como substancia padréo a
rutina, da qual se preparou uma solugcdo estoque (SE) na concentragédo de 0,5
mg/mL em etanol, transferindo-se aliquotas de 50, 100, 200, 300, 400 e 500uL desta

SE para tubos de ensaio, em triplicata. Em seguida, adicionou-se 400 uL de etanol
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P.A., 120 uL de acido acético P.A., 2 mL de piridina a 20% (v/v) e 500 pL de cloreto
de aluminio hexahidratado a 8% (m/v). Os volumes dos tubos foram ajustados para
5mL com agua destilada. Apds 30 minutos procedeu-se a leitura espectrofotométrica
em 420nm. Os dados foram submetidos a analise de regresséo linear, pelo método
dos minimos quadrados, sendo calculada a equacéo da reta e o R?.

As amostras (EM e fracOes) foram preparadas na concentracdo de 500ug/mL
e submetidas a semi-purificacdo, transferindo uma aliquota de 5 mL da solucéo de
cada amostra para tubos de ensaio. Em seguida, adicionou-se 2 mL de cloroférmio
P.A. e 3 mL de agua destilada. Centrifugou-se a 3000 rpm por 2 minutos. Ao final
deste processo, a fase organica foi desprezada e uma aliquota de 400uL de cada
amostra, em triplicata, foi transferida para tubos de ensaio, adicionando 0s mesmos
reagentes utilizados para o preparo da rutina e, posteriormente, apos 30 minutos,
realizou-se a leitura em 420 nm. Os resultados foram expressos em gramas

equivalentes de rutina por 100 gramas de amostra (g ER/100g).

4.6 IDEI}ITIFICACAO E DETERMINACAO DOS TEORES DE ACIDO
CLOROGENICO E MANGIFERINA

A quantificacdo dos teores de acido clorogénico e mangiferina foi realizada
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se o
cromatografo modelo Waters®. O equipamento é constituido por uma bomba binaria
(Waters® 1525), detector de foto diodo (Waters® 2998) e injetor automatico
(Waters® 2707). A andlise cromatogréfica foi realizada em coluna de fase reversa de
silica C18 modelo Promosil (Agela Technologies®) de 150 mm x 4,6 mm com
particulas de 5 pum.

Os reagentes utilizados foram metanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA), agua
deionizada ultrapurificada em sistema Milli-Q (Millipore®) e acido acético grau HPLC
(J.T. Baker, EUA). Todos os solventes foram filtrados em membrana de 0,45 pm com
o auxilio de um sistema acoplado a bomba de vacuo e degaseificados durante 15
minutos em banho de ultrassom a 45 °C. Antes das injecdes todas as amostras e
padrdes foram centrifugados por 5 minutos a 10000 rpm e filtrados em filtros de 0,45
pum acoplados a seringas. Os padrbes de acido clorogénico (pureza 295%) e

mangiferina (pureza 298%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil).
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A fase movel foi preparada com agua ultrapurificada e acido acético na
proporcao 98:2 (Solvente A), e metanol, agua e acido acético na proporcao 90:5:5
(Solvente B). A coluna foi equilibrada por 2 minutos com a fase movel, composta
82% do solvente A e 18% do solvente B. Apos a injecao (50 uL) do extrato, fracdes e
padrdes, a eluicdo dos compostos ocorreu com um gradiente de concentracdo dos
solventes de forma que a concentracdo do solvente B aumentou de 18% para 25%
em 2 minutos e de 25% para 36% em 13 minutos, retornando a 18 % de B e
permanecendo nessa condicdo por 10 minutos. O fluxo de eluicdo foi de 0,6
mL/minuto e a coluna foi mantida a 40 °C em forno de aquecimento.

O extrato (EM) e as fracdes (FA e FB) foram diluidos em agua/metanol (95:5
v/v) e o acido clorogénico e a mangiferina em 100% de metanol. A curva de
calibracdo dos padrdoes foi elaborada a partir do preparo das solucdes nas
concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500 ug/mL para o padrao de acido
clorogénico, e nas concentracdes de 30, 90, 180, 240 e 300 ug/mL para o padrao de
mangiferina. As amostras foram analisadas em triplicatas na concentracéo de 5 mg/
mL.

A leitura dos padrdes de mangiferina e &cido clorogénico, representado neste
estudo pelo &cido 5-cafeoilquinico (5-ACQ), do extrato metandlico e fracBes foi
realizada no comprimento de onda 330 nm. Apds a andlise cromatografica, os dados

coletados processados utilizando o software Empower®3.

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.7.1 Método do Sequestro do Radical DPPHe

A atividade antioxidante do extrato metandlico (EM) e fracdes (FH, FD, FA e
FB) das folhas de C. arabica foi avaliada por meio do método espectrofotométrico
utilizando o radical livre DPPH+, denominado 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (MENSOR
et al, 2001). Prepararam-se soluc¢des estoque do extrato metandlico e das fracbes a
5 mg/mL em etanol P.A., e do padréo de rutina na concentracado de 0,5 mg/mL. A
partir das solugcbes estoques, foram realizadas diluicbes em etanol, obtendo-se

diferentes concentracdes.
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Para a realizacdo do teste, transferiu-se para tubos de ensaio, aliquotas de
2,5 mL das respectivas amostras, em triplicata, adicionando em seguida 1 mL da
solucdo de DPPH a 0,03 mM. Apds 30 minutos de reacédo protegida da luz, verificou-
se a capacidade das amostras em reduzir o 2,2-difenil-1-picril hidrazila em 2,2-
difenil-1-picril hidrazina observado pela mudanca da cor purpura para amarela. Essa
mudanca de cor foi detectada pela diminuicdo da absorbéancia no comprimento de
onda de 518 nm. Preparou-se também o branco das amostras e da rutina,
adicionando-se 2,5 mL das respectivas solucdes e 1,0 mL de etanol. Para o controle
negativo, transferiu-se 2,5 mL de etanol e 1,0 mL da solu¢cdo de DPPH para tubos de
ensaio.

A partir das leituras espectrofotoméricas, determinou-se porcentagem de
atividade antioxidante (%AA) que corresponde a quantidade de DPPH reduzida

pelas amostras, utilizando a seguinte formula:

Abs amostra — Abs bronco doa amostra
:I] x 100

YhAA =100 — [(Hbs controle — Abs bronco do controle

Abs amostra: absorbancia da amostra; Abs branco da amostra: absorbancia do branco das amostras;
Abs controle: absorbéncia do controle negativo; Abs branco do controle: absorbancia do branco do controle negativo.

Os valores da %AA foram utilizados na construcdo dos gréficos, sendo esta
representada pela ordenada, e a abscissa correspondeu a concentracdo da amostra
(em pg/mL). Calcularam-se as equacBes da reta e o R? através da andlise de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Posteriormente, determinou-
se a concentracdo efetiva 50% (CEsp), expressa em pg/mL, substituindo o y da

equacao por 50.
4.7.2 Método do Poder de Reducéo

O poder antioxidante de reducgé&o do ferro (FRAP) foi determinado por meio de
meétodo espectrofotométrico (OYAZU, 1986). Prepararam-se solucdes estoque do
extrato metandlico (EM) e fragbes (FH, FD, FA e FB) das folhas de C. arabica e do
padréo de rutina (controle positivo), utilizando solucdo de dimetilsulféxido (DMSO) a
4% (v/v) nas amostras, agua destilada como solvente e banho ultrassénico por 30
minutos para solubilizacdo, e posterior filtragem para remocao do material insoltvel.

A partir das solugdes estoque, foram feitas diluicdes em triplicata, transferindo-se
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diferentes volumes para tubos de ensaio, completando o volume para 1 mL de agua,
obtendo-se diferentes concentracdes. Em seguida, adicionou-se 3,0 mL de tampé&o
fosfato de potéassio 200 uM, pH 6,6 e 3,0 mL de solucéo de ferricianeto de potassio a
1% (m/v) aos tubos de ensaio, que foram incubados a 50 °C por 20 minutos. Apos a
incubacéo, adicionou-se 3,0 mL de solucédo de acido tricloroacético a 10% (m/v) aos
tubos, homogeneizo-os. Retirou-se uma aliquota de 2,5 mL de cada amostra e do
padrao, transferindo para tubos de ensaio, nos quais foram adicionados 2,5 mL de
agua destilada e 0,5 mL de cloreto férrico a 0,1% (m/v). O branco das amostras foi
preparado nas mesmas condicbes das amostras e do padrdo, com 0S mesmos
reagentes, exceto as solugcbes das amostras, as quais foram substituidas por agua
destilada.

As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro no comprimento de onda
de 700 nm. Foram construidos graficos para cada uma das triplicatas das amostras
e do padréo, onde a abscissa correspondeu a concentracao final no tubo de reacéo
(em pg/mL), e a ordenada a absorbéancia corrigida pelo branco, e calculadas as
equacdes e o coeficiente de correlacéo (R?) através de regresséo linear pelo método
dos minimos quadrados. Os valores da concentracdo efetiva 50% (CEsg) foram

calculados em pg/mL, substituindo-se o y da equacéo por 0,5.

4.7.3 Método da co-oxidagao do B-caroteno/acido linoleico

Para a realizacdo da atividade antioxidante pelo teste da co-oxidagéo do -
caroteno, preparou-se uma solucao de B-caroteno (1,0mg) em cloroférmio (5,0 mL).
Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 1,0mL dessa solugado, 25 uL
de acido linoleico e 200 mg de Tween 40. O cloroférmio foi evaporado a vacuo em
rotavaevaporador, a temperatura de 40°C. Em seguida, acrescentou-se ao baléo,
lentamente e sob agitacdo constante, 50 mL de agua destilada oxigenada por
borbulhamento de ar por 15 minutos. A emulsdo obtida (B-caroteno/acido
linoleico) foi preparada imediatamente antes do experimento (KOLEVA et al, 2002).

Preparam-se solucgdes estoque a partir do extrato metandlico (EM) e fracdes
das folhas de C. arabica (FH, FD, FA e FB), na concentragdo de 250 pg/mL. Os
controles positivos hidroxitolueno butilado (BHT), rutina e quercetina foram

preparadas na concentracdo de 25 pg/mL. Todas as amostras foram solubilidadas
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com etanol e colocadas em banho ultrassénico aquecido a 40-45°C por 30 minutos.

A cada poc¢o de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos, foram adicionados
250 pL da emulséo B-caroteno/acido linoleico e 30 pL da diluigdo das amostras
ou dos controles positivos, em triplicata. O branco constituiu-se em 280 pL de
etanol e o controle negativo em 250 yL da emulsdo acrescidos de 30 pL de
etanol.

Foram realizadas leituras das absorbancias em leitor de microplacas no
comprimento de onda 492 nm imediatamente (to) e em intervalos de 15 minutos
até 105 minutos (ti0s), obtendo-se ao final oito leituras (to, t1s, tso, tss, teo, t7s, too €
t105). Durante os intervalos, a placa foi incubada em banho-maria a 50°C.

A partir das leituras obtidas, determinou-se a porcentagem de inibicdo da
oxidagdo do B-caroteno, ou porcentagem de inibicdo da peroxidacéo lipidica (%l)

pela seguinte equacéao:

o (A controle t0 — A controle t105) — (4 amostra t0 — A amostra t105) i
= X
: (A controle t0 — A controle 105)

A controle corresponde a absorbancia do controle negativo e A amostra ao extrato (EM), fragbes (FH, FD, FA e FB) e
referéncias (BHT, rutina e quercetina) nos tempos 0 (o) € 105 (tios).

4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADEANTI-INFLAMATORIA

4.8.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos Swiss
albinos machos (Mus musculus, com idade entre 45-55 dias e peso de 25-30 Q)
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Os
testes foram realizados no Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais da
Faculdade de Farmacia da UFJF. Os animais foram mantidos a temperatura
ambiente (2544 °C), em gaiolas de plastico com dimensdes de 47 x 34 x 18 cm, ndo
ultrapassando oito animais por gaiola. Receberam racao (Nuvilab Roedores - Nuvital
Nutrients, Colombo, Brasil) e agua ad libitum. E importante salientar que foi
respeitada uma fase clara/escura de 12 horas. Além disso, antes do inicio dos
experimentos os animais foram mantidos no laboratério por um periodo de pelo
menos 1 hora para adaptacdo. O cuidado e a experimentagcdo animal seguiram as

diretrizes para cuidados e uso de animais de laborat6rio em pesquisa biomédica do
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Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal (COBEA). O protocolo experimental foi

aprovado pela Comiss&o de Etica no uso de Animais/UFJF sob o nimero 027/2016.
4.8.2 Métodos utilizados na avaliagcdo da atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatoria tépica do extrato metandlico (EM) das folhas de
Coffea arabica L. foi avaliada pelo modelo de edema de orelha em camundongos.
Os agentes flogisticos, 0 extrato e os compostos foram dissolvidos em um volume
de 20 puL de acetona e aplicados na face interna da orelha direita de cada
camundongo. Na orelha esquerda de cada animal foi aplicado 20 pL de acetona
(veiculo). Cada ensaio foi constituido por cinco grupos, todos com oito individuos
(n = 8): controle negativo (solucédo salina a 0,9%), controle positivo (dexametasona
e/ou dexclorfeniramina) , usada na dose de 0,1 mg/orelha, e 0 EM em trés
diferentes concentracdes de 0,1 mg/orelha, 0,5 mg/orelha e 1,0 mg/orelha. Para
minimizar variacdes referentes as técnicas, os experimentos foram realizados
sempre pelo mesmo experimentador.

O edema de orelha foi expresso como o0 aumento da espessura da orelha
dos camundongos, calculada pela diferenca da medida realizada apds a inducdo
do edema por aplicacdo do agente flogistico e a medida basal, realizada antes da

sua aplicacdo. A espessura da orelha foi medida utilizando um micrémetro digital

(DIGIMESS®, IP40). A medida foi realizada proxima a extremidade medial da orelha
e a sua espessura foi registrada em micrémetro (um).

A pesagem dos fragmentos realizou-se ap0s a morte dos animais. Estes
foram eutanizados com uma dosagem de cetamina (240 mg/kg) e xilazina (45
mg/kg). Posteriormente, discos de 6 mm de diametro das orelhas direita e esquerda
foram removidos com o auxilio de um punch metalico (Richter). Os fragmentos
obtidos foram pesados em balanga analitica (AY220, Shimadzu) e calculou-se o
edema por meio da diferenca de peso (mg) entre as orelhas direita e esquerda (n&o
inflamada), sendo os resultados expressos como meédia + E.P.M. das diferencas
dentro de cada grupo (CALIXTO et al, 2004; GABOR, 2003).
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4.8.2.1 Método do edema da orelha induzido pelo 6leo de créton

O edema foi induzido na orelha direita de camundongos pela aplicagdo topica
de 20 pL de dleo de croton 2,5% (v/v, diluido em acetona) (SCHIANTARELLI et al,
1982). O EM, a solucdo salina (controle negativo) e a dexametasona (controle
positivo) foram aplicados topicamente, simultaneamente com o 6leo de créton. O
aumento da espessura da orelha foi medido apdés 6 e 24 horas da indugcdo da
inflamacé&o. Posteriormente, os animais foram eutanasiados e realizou-se a pesagen
dos fragmentos. O edema foi avaliado conforme o item 4.8.2. Separou-se um
fragmento de cada grupo para a determinacdo dos marcadores inflamatoérios
(mieloperoxidase, N-acetil-B-D-glucosaminidase). Do mesmo modo, um fragmento
de cada grupo foi reservado para a andlise histopatolégica, sendo conservados em
formaldeido 10% (v/v).

4.8.2.2 Método do edema de orelha induzido pelo fenol

Investigou-se a atividade anti-inflamatéria do EM utilizando o modelo de
inflamacéo cutanea causado pelo fenol (um agente irritante) que foi administrado
apos a aplicacdo de uma solucdo de 10% (v/v) de fenol em acetona (20 uL/orelha)
na orelha direita de camundongos (LIM et al, 2004). Ap6s 15 minutos de sua
aplicacdo, realizou-se o tratamento topico com o EM, salina e dexametasona na
orelha direita, e acetona na orelha esquerda. O edema da orelha foi avaliado 2 horas

apos a aplicacéo do fenol conforme o item 4.8.2.

4.8.2.3 Método do edema de orelha induzido pela histamina

O efeito do EM sobre a reacdo de hipersensibilidade de tipo imediata foi
avaliado utilizando o modelo de edema de orelha induzido pela histamina (BRAND et
al, 2002). Diferentemente dos agentes flogisticos anteriores, que foram
administrados topicamente, a histamina foi aplicada por via intradérmica, utilizando
um volume de 5 pyL (100 mg/mL em solugdo salina), na regiao ventral das orelhas
direitas. Ressalta-se que o0s animais foram previamente anestesiados

intraperitonealmente com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg). O EM, salina,
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polaramine® e dexametasona foram aplicadas topicamente na regido dorsal da
orelha direita, e na orelha esquerda aplicou-se acetona. Noventa minutos ap6s o
desafio com o agente flogistico, os animais foram sacrificados e o edema
avaliado quanto ao aumento da espessura da orelha dos camundongos e da

massa (mg) dos fragmentos, de acordo com o item 4.8.2.
4.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os fragmentos das orelhas dos camundongos (discos de 6 mm) obtidos do
modelo de edema de orelha induzido pelo éleo de créton foram conservados em
formol 10%. Para o preparo das laminas histopatolégicas, as amostras foram fixadas
em solucdo ALFAC (85 mL de alcool 80%, 10 mL de formol 40% e 5 mL de &cido
acético glacial) em um periodo de 16 horas e conservadas em alcool 70% até inicio
do processo de desidratacdo. Em seguida, o material foi desidratado, emblocado em
parafina, seccionado em cortes de 5 ym em micrétomo e coradas com hematoxilina
e eosina. A infiltracdo de leucécitos, o edema e espessura da epiderme
foram avaliados em areas representativas com aumento de 100x e/ou 200x.
Nesses mesmos aumentos, foram realizadas fotografias dos cortes histoldgicos
utilizando microscépio acoplado a camera fotogréfica digital, modelo OLYMPUS®,
BX-41.

5.0 DETERMINACAO DA MIELOPEROXIDASE

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi determinada com o
intuito de estabelecer a presenca de leucdcitos polimorfonucleares nos tecidos
(BRADLEY et al, 1982; YOUNG et al, 1984). Fragmentos de tecidos retirados no
modelo de edema de orelha induzida pelo 6leo de croton foram adicionados a 750
puL de tampédo fosfato de so6dio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5% de
hexadeciltrimetilamonio (HTBA) e triturados por cerca de 45s a 0 °C. O homogenato
obtido foi decantado em microtubos e adicionado a 750 puL do tampéao fosfato de
sédio. A amostra (1,5 mL) foi colocada em microtubos e centrifugada a 12000 x g a

4°C por 15 minutos, utilizando o sobrenadante para a analise.
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Adicionou-se 25 pL do sobrenadante, em ftriplicata, em microplaca de 96
pocos. Em seguida, foram inseridos em cada pogo 25 pL de 3,3',5,5-
tetrametilbenzidina (TMB), cuja concentracao final foi de 1,6 mM em DMSO.
Posteriormente, acrescentou-se 100 uL de peréxido de hidrogénio na concentracdo
de 0,003% v/v em tampéo fosfato de sédio pH 5,4. A microplaca foi incubada a 37°C
por 5 minutos. Posteriormente, interrompeu-se a reacao, adicionando em cada poco
100 uL de acido sulfurico (H.SO4) a 4 M a 4°C. As medidas das absorbancias foram
realizadas em leitor de microplaca (THERMOPLATE®, TP-READER) no comprimento

de onda de 450 nm, sendo os resultados expressos DO/mg de tecido.
5.1 DETERMINAQAO DA N-ACETIL-B-D-GLICOSAMINIDASE

Avaliou-se a atividade da enzima n-acetil-B-d-glicosaminidase (NAG) para
determinar a presenca de leucécitos mononucleares no tecido (SANCHEZ,
MORENO, 1999). Os fragmentos de tecidos retirados no modelo de edema de
orelha induzido pelo 6leo de créton foram adicionados a 750 pL de tampéao fosfato
de sédio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetiiaménio (HTBA) e
triturados por cerca de 45s a 0 °C. O homogenato obtido foi decantado em
microtubos e adicionado a 750 L do tampéo fosfato de so6dio. Amostras de 1,5 mL
foram colocadas em microtubos e centrifugadas a 12000 x g a 4°C por 15 minutos,
obtendo-se o sobrenadante.

A determinacdo da NAG foi realizada em triplicata em microplaca de 96
pocos. Em cada poco foi adicionado 100 puL do sobrenadante e 100 uL de p-
nitrofenil-acetamida-u-D-glicopiranosideo (2,24 mM) dissolvido em tamp&o de citrato
0,1 M (pH 4,5). A microplaca foi incubada durante 10 minutos a 37° C. Em seguida, a
reagao foi interrompida adicionando-se 100 pL de tampéao de glicina 0,2 M (pH 10,6).
As medidas das absorbancias foram feitas em leitor de microplaca
(THERMOPLATE®, TP-READER) no comprimento de onda de 405 nm, sendo os

resultados expressos em DO/mg de tecido.
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6.0 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos nos ensaios da atividade antioxidante e dosagem
de fendlicos e flavonoides foram demonstrados através da média + desvio
padrdao e submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey para medir o grau de significancia para p < 0,05.

Os resultados da atividade anti-inflamatoria investigada por diversos
modelos foram apresentados como média + erro padrdao da média (EPM). Os
dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA), seguida do teste
de multipla comparacdo de Newman Keuls. Foram considerados valores de p
menores do que 0,001 (p < 0,001) como indicativos de significancia, devido ao
maior rigor deste experimento.

Utilizou-se o programa estatistico Graphpad Prism versdo 5.01 para

avaliar os dados.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 EXTRACAO E FRACIONAMENTO

Ao final do processo de secagem das folhas de Coffea arabica L.,
obteve-se 411,13 g de material vegetal. Apdés a extracdo por maceracao
estatica em metanol e secagem em rotaevaporador e banho-maria, foram
obtidos 110,65g de extrato metandlico (EM), equivalente a um rendimento de
extracdo de 26,91%.

O processo de fracionamento de 30g do EM, que foi ressuspendido em
uma solucdo hidroalcoéolica (9:1) e, posteriormente, submetido a particio com
solventes em ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato

de etila e butanol), gerou uma massa e rendimento descritos na tabela 1:

Tabela 1 - Rendimento das fragcdes obtidas por particdo do extrato metandlico
das folhas de Coffea arabica L.

Fracbes Massa (g) Rendimento (%)
FH 4,07 13,56
FD 1,17 3,90
FA 2,71 9,03
FB 2,46 8,20

FH: fracdo hexanica; FD: fragdo diclorometanica; FA: fracdo em acetato de etila; FB: frag&o butandlica.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

De acordo com a tabela 1, observa-se que o maior rendimento foi
atribuido a fracdo hexanica (FH), posssivelmente pelo fato da maior retencéo
de matéria graxa presente no extrato (CECHINEL FILHO, YUNES, 1998;
NAIDU, et al, 2008). Apesar do rendimento superior da FH, as atividades
biolégicas demonstradas no presente estudo foram associadas principalmente

a fracdo em acetato de etila (FA).

61



7.2 TEORES DE FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os teores de fendlicos e flavonoides do extrato metandlico (EM) e
fracbes (FH, FD, FA e FB) das folhas de Coffea arabica L. foram determinados
a partir das curvas de calibragcdo do acido galico e rutina, respectivamente.
ApoOs analise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados,
obtiveram-se as equacfes da reta dos padrdes, sendo y = 0,0117x - 0,0011,
com coeficiente de determinagdo R* = 0,9978 para o 4cido galico, e y = 0,024x
+0,0016 com R? = 0,9974 para a rutina.

A partir da equacdo da reta dos padrdes, os teores de fendlicos e
flavonoides totais das folhas de C. arabica foram calculados e estdo descritos
nas tabelas 2 e 3. Os valores de fendlicos variaram de 1,65 a 20,60 g
EAG/100g; e os flavonoides de 0,26 a 14,96 g ER/100g. Todas as amostras
foram significamente diferentes entre si (p < 0,05). A fracdo diclorometanica
(FD) apresentou o menor teor de fendlicos e a fracdo hexanica (FH) o menor
teor de flavonoides. Ja a fracdo em acetato de etila (FA) exibiu a maior
concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides, sendo superior ao EM e as

demais fragoes.

Tabela 2 — Teor de fendlicos totais em gramas equivalentes de &cido gélico por
100 gramas de amostra (g EAG/1009)

Teor de Fendlicos Totais

Extrato ou Fracéo (g EAG/1000)

FA 20,60+ 0,392
FB 13,20 +0,19°
EM 12,95 + 0,06°
FH 2,33 + 0,05
FD 1,65 + 0,01°

FA: fracdo em acetato de etila; FB: fracdo butandlica; EM: extrato metandlico; FH: fragao hexanica; FD: fracao
diclorometanica. Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem entre si, apé6s ANOVA seguida de teste de
Tukey para p < 0,05.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Tabela 3 - Teor de flavonoides totais em gramas equivalentes de rutina por 100
gramas de amostra (g ER/100g)

Teor de Flavonoides totais

Extrato ou Fracéao (g ER/1000)

FA 14,96 + 0,052
FD 1,00 + 0,69"
FB 0,94 +0,01°
EM 0,34 + 0,10°
FH 0,26 +0,17°

FA: fracdo em acetato de etila; FD: fragao diclorometanica; FB: fracéo butandlica; EM: extrato metandlico; FH: fracao
hexanica. Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem entre si, ap6s ANOVA seguida de teste de Tukey
para p < 0,05.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os resultados corroboram com outras pesquisas e evidenciam a
eficiéncia do processo de extracdo com metanol, bem como a utilizacdo de
outros solventes polares para a obtencdo das substancias fendlicas
(DOMINGUES JUNIOR et al, 2012; RAMALAKSHM, KUBRA, RAO, 2008).
Além disso, constatou-se que o extrato e as fracdes das folhas possuem teores
elevados dessas substancias.

Verifica-se que além do processo de extragdo, o solvente utilizado
interfere de forma significativa no teor de fendlicos. A extracdo por meio da
maceracao estatica com metanol e, posteriormente, o fracionamento com
solventes em ordem crescente de polaridade, foi capaz de extrair um contetdo
significativo dessas substancias. Os solventes mais polares, especificamente o
acetato de etila e butanol, foram os mais eficientes na extracdo. Quando se
compara com pesquisas que utilizaram o método de percolagdo com alcool a
70%, o teor de substancias fendlicas obtida das folhas de café foi de 6,89
EAG/100g, valores estes inferiores aos encontrados neste estudo (NAIDU et al,
2008; RAMALAKSHM, KUBRA, RAO, 2008; SIMOES, 2014).

A extracdo com metanol visa obter o maior nimero de substancias, com
base na sua capacidade de aumentar a permeabilidade celular, favorecendo a
extracao e separacdo das substancias de alta, média e baixa polaridade, sendo
considerado um solvente bastante eficaz para este processo (CECHINEL
FILHO, YUNES, 1998; NAIDU, et al, 2008; RAMALAKSHM, KUBRA, RAO,
2008).
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Porteriormente, quando o extrato é submetido ao processo de
fracionamento por particdo liquido-liquido, utilizando solventes em ordem
crescente polaridade (hexano, diclorometano acetato de etila e butanol),
objetiva-se a separacdo dos constituintes por classes quimicas. Na fracdo
hexanica espera-se encontrar substancias como esteroides e terpenos; na
fracdo diclorometéanica flavonoides metoxilados, lactonas, triterpenos; na fracao
em acetato de etila € comum a presenca de flavonoides, xantonas e
substancias fendlicas em geral. Na fracdo butandlica espera-se obter os
flavonoides glicosilados, taninos e saponinas (CECHINEL FILHO, YUNES,
1998; RUSAK et al, 2008).

Devido ao carater mais polar do acetato de etila em relagdo aos
solventes utilizados anteriormente (hexano e diclorometano), espera-se obter a
maior quantidade de substancias fendlicas e flavonicas neste solvente. Logo, a
FA apresentou os maiores teores de fendlicos e flavonoides, em relacdo ao
extrato metandlico e as demais fracdes, uma vez que esses metabdlitos
possuem carater mais polar (CECHINEL FILHO, YUNES, 1998; NAIDU, et al,
2008).

A investigacdo de substancias fendlicas nas folhas de café é mais
direcionada para a avaliacdo de mecanismos de defesa do vegetal a fatores
externos, resisténcia a infeccdo por patégenos e infestacdo por pragas, bem
como ao estudo dos estadios fenolégicos do cafeeiro, da sintese de fendlicos e
outras substancias importantes para o crecimento da planta, e da variacéo
desses compostos de acordo com as fases fenoldgicas e com o clima. Sao
escassas pesquisas para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e
cosméticos que utilizam as folhas do café (CAMPA et al, 2012 ; DOMINGUES
JUNIOR et al, 2012; MONDOLOT et al, 2006 ; RAMIRO, GUERREIRO-FILHO,
MAZZAFERA, 2006; SALGADO et al, 2008).

Atualmente, os estudos de bioprospecc¢ao dos gréos verdes de café para
aplicacdo na area farmacéutica procuram investigar a sua Composi¢ao quimica
e as substancias com propriedades farmacolégicas presentes. Além disso, para
o desenvolvimento de um produto farmacéutico, o estudo dos processos de
extracao e purificacdo dos principios ativos € de suma importancia. Verifica-se
que o Oleo de café verde € largamente utilizado na industria de cosméticos e

farmacéuticos devido as propriedades emolientes, emulsificantes,
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modificadoras de viscosidade, agentes de propagacdo, além de sua acédo
antioxidante. O extrato de café verde € comumente direcionado a producéo
de capsulas (AZEVEDO et al, 2008; FERRARI et al, 2010; OLIVEIRA et al,
2014; XU et al, 2015).

Em uma pesquisa que avaliou o conteudo de substancias fenodlicas em
relacdo a producédo de café, fenologia e clima, os valores encontrados variaram
de 13,9 g equivalentes de &acido tanico/100g nas folhas maduras a 17,49
equivalentes de acido tanico /100g nas jovens. Essa variacdo pode estar
associada a idade fenologica do cafeeiro, como também ao método de
extracdo utilizado, onde as folhas foram moidas e colocadas em nitrogénio
liquido. Apesar da substancia fendlica utilizada como referéncia do estudo
citado ser diferente do presente estudo, ao se comparar os teores de fendlicos,
observa-se que FA apresentou resultados satisfatorios, indicando que as folhas
possuem teores elevados de substancias fendlicas (SALGADO et al, 2008).

Nos gréos de café da espécie C. arabica os valores de fendlicos
encontrados variaram entre 4,77 a 5,43 g EAG/100g nos gréos verdes e 4,51 a
4,53g EAG/100g nos grdos torrados (ABRAHAO et al, 2010). Em outros
estudos constatou-se um menor teor nos graos verdes, variando de 3,6 a 4,1 g
EAG/100g (ALI et al, 2012). Resultados superiores em ambos os graos foram
obtidos quando se substituiu a dgua pelo etanol no processo extracdo. Neste
caso, o teor de compostos fendlicos foi de 6,84g EAG/100g para 0s Qgraos
verdes e 6,999 EAG/100g para os graos torrados (MOREIRA, 2013).

E importante considerar que a maioria dos ensaios de determinacéo de
compostos ativos dos gréos verdes e, principalmente, os torrados emprega o
extrato aquoso, devido ao elevado consumo da bebida. Entretanto, quando se
utiliza outros solventes para extracdo, verifica-se a obtencdo de uma maior
guantidade de compostos fenolicos. No caso da aplicacéo dos gréos verdes na
area farmacéutica e cosmética, solventes como, por exemplo, o etanol, é
utilizado para obtencdo dos constituintes de interesse com um maior
rendimento. Do mesmo modo, o0 acetato de etila possibilitou no presente estudo
uma extragcdo mais eficiente das substancias fenodlicas (MOREIRA, 2013;
NAIDU et al, 2008; OLIVEIRA et al, 2014; RAMALAKSHM, KUBRA, RAO,
2008).
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Os valores de fendlicos encontrados neste trabalho foram superiores aos
demonstrados em diversas pesquidas realizadas com os residuos de café,
como a casca, a polpa e a borra. No processo de extracdo desses residuos
com acetona: agua (80:20 v/v), utilizando Shaker obteve-se um contetddo de
fendlicos de 15,99 EAG/100g, 7,289 EAG/100g e 7,72 g EAG/100g, para a
casca, polpa e borra, respectivamente (PALOMINO GARCIA, DEL BIANCHI,
2015). Em um estudo que empregou o ultrasson no processo de extracao
pelicula prateada do café, denominada silverskin, o teor de compostos
fendlicos foi de 1,61g EAG/100g. Neste caso, o solvente de extracdo utilizado
foi agua acidificada com &cido férmico a 1% (BRESCIANI et al, 2014).

Nos graos de café extraidos em solu¢cdo aquosa foram encontrados
valores de flavonoides de 0,43 g equivalentes de quercertina / 100g (g
EQ/100g) nos grdos verdes e 0,48 g EQ/100g nos torrados. Quando se
substitituiu a agua pelo etanol no processo de extracdo o teor de flavonoides
obtido foi de 0,38 g EQ/100g nos graos verdes e 0,57 g EQ/100g nos graos
torrados (MOREIRA, 2013). Apesar de o presente estudo ter utilizado como
referéncia a rutina como padréo, o teor de flavonéides obtido no EM foi similar
aos teores obtidos nos gréos. Entretanto, a FA apresentou resultados
superiores, demonstrando a influéncia do solvente no processo de extracéo
(NAIDU, et al, 2008; RAMALAKSHM, KUBRA, RAO, 2008).

O teor de flavonoides totais, do mesmo modo que os fendlicos totais
foram superiores na FA. O estudo de flavonoides nas folhas de café ainda é
escasso, sendo as pesquisas mais direcionadas para a investigagcao dos
derivados dos acidos fendlicos, os quais constituem os principais compostos
fendlicos do café. Séo representados pelos acidos clorogénicos, cafeico,
cumarico e ferulico, presentes em quantidades significativas nos graos de café
verde e torrados, assim como na propria bebida. Além disso, estudos
correlacionam a composicdo de fendlicos, principalmente o0s acidos
clorogénicos, com a atividade antioxidante exibida pelo café (ABRAHAO et al.,
2010; GORNAS et al, 2016; JESZKA-SKOWRON, STANISZ, PENA, 2016;
KUCERA et al, 2016; MOREIRA et al, 2013; RAMIRO, GUERREIRO-FILHO,
MAZZAFERA, 2006).
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7.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DO ACIDO 5-CAFEOILQUINICO E
MANGIFERINA

A identificacdo do &cido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) e mangiferina no
extrato metandlico (EM) e nas fragcdes em acetato de etila (FA) e butandlica
(FB) das folhas de Coffea arabica L. foi realizada por meio das andlises
cromatograficas, sendo confirmada pelo tempo de retencdo das substancias,
pelos espectros e pela coinjecdo dos padrdes de 5-ACQ e mangiferina.

A figura 8 demonstra os cromatogramas do EM e fracdes e da coinjecao
das amostras com os padrdes (5-ACQ e mangiferina) no comprimento de onda
de 330 nm. Os espectros de ultravioleta (UV) das duas substancias
identificadas neste estudo, o 5-ACQ e a mangiferina, estdo representados na
figura 9.
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Figura 8 - Cromatogramas do extrato metandlico e fracdes e da coinjecao
das amostras com os padrdes de 5-ACQ e mangiferina
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 9 — Espectros ultravioleta dos picos 1 e 2 do cromatograma do extrato
metandlico e da coinje¢cdo com os padrées de 5-ACQ e mangiferina
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metanolico.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

De acordo com a figura 8, observa-se que houve um aumento da area
dos picos ap6s a coinjecdo com os padrdes de 5-ACQ e mangiferina. Do
mesmo modo, o0 sinal dos espectros na coinjecdo do EM com os padrdes
aumentou significativamente em 330nm (Figura 9). Assim como demonstrado
no espectro de UV do EM, nas fracdes (FA e FB) também houve o aumento de
sinal dos espectros quando se realizou a coinje¢do com os padrdes.

Com relacéo ao tempo de retencdo (TR) dos padrdes, constatou-se que
0 mesmo coincidiu com o tempo de retencdo das amostras. O padréo de 5-
ACQ apresentou TR de 7,668 minutos. Similarmente, no EM o 5-ACQ foi
identificado no TR de 7,662, a FA de 7,707 e a FB de 7,662. Na coinjecédo do
EM, FA e FB com o TR do 5-ACQ foi de 7,642, 7,667 e 7,651 minutos,
respectivamente.

Para o padrdo de mangiferina, observou-se um TR foi de 11,139
minutos. Nas amostras, também de forma semelhante, os TR foram de 10,914,

11,113 e 11,253 para o EM, FA e FB, respectivamente. A coinje¢ao da
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mangiferina com o EM, FA e FB exibiu um TR de 10,985, 11,074 e 10,926
minutos, respectivamente.

Depois de identificados nas amostras, os teores de 5-ACQ e mangiferina
do extrato metandlico (EM) e fracbes (FA e FB) das folhas de C. arabica foram
quantificados a partir das curvas de calibragdo dos respectivos padrbes. Apds
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados, obtiveram-se
as equacdes da reta, sendo y = 92400x - 1790000, com coeficiente de
determinacdo R? = 0,9952 para o 5-ACQ; e y = 37300x + 193000 com R? =
0,9995 para a mangiferina.

Os teores de 5-ACQ e mangiferina do EM, FA e FB estdo descritos na
tabela 4. Os valores de 5-ACQ variaram de 2,29 a 5,50 g/100g de extrato; e a
mangiferina de 1,46 a 4,00 g/100g. Todas as amostras foram significamente
diferentes entre si (p < 0,05). A FB apresentou o maior teor de 5-ACQ, seguida
da FA. Em relacdo a mangiferina, a FB foi a fracdo majoritaria, apresentando o

maior teor de mangiferina em relacdo as demais amostras.

Tabela 4 — Teor de 5- ACQ e mangiferina do extrato metandlico e fracbes das
folhas de Coffea arabica L.

5-ACQ Mangiferina

Extrato ou Fragao (g/100g de extrato) (9/100g de extrato)
EM 2,29+0,01° 1,46 £0,00
FA 4,83 +0,01° 1,90+0,03"
FB 5,50 + 0,03° 4,00 +£0,00 €

EM: extrato metandlico; FA: fragdo em acetato de etila; FB: fracdo butandlica. Médias seguidas de letras iguais na
coluna néo diferem entre si, apos ANOVA seguida de teste de Tukey para p < 0,05.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O teor de 5-ACQ no EM, de 2,29g/100g de extrato foi inferior ao
encontrado em outros estudos, que foi equivalente a 3,23g/100g nas folhas
(CAMPA et al, 2012). Neste caso, a extracao foi realizada com metanol e agua
80:20, por meio de sonicagao por 20 minutos, diferente do presente estudo,
que utilizou maceracgéo estatica com metanol. No entanto, os valores da FA e
FB foram superiores ao teores encontrados em pesquisas anteriores. A
diferenca entre o EM e as fracdes pode ser justificada pela eficiéncia dos
solventes mais polares em extrair os compostos fenolicos (CECHINEL FILHO,
YUNES, 1998; NAIDU et al, 2008; RAMALAKSHM, KUBRA, RAO, 2008).
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Nos graos verdes, pesquisas determinaram os teores de 5-ACQ
variando entre 3,59 e 3,91 ¢g/100g (MONTEIRO, FARAH, 2012). Em outro
estudo obtiveram-se valores de 2,9 a 3,49/100g (MEHARI et al, 2016). Essa
diferenca dos teores de 5-ACQ encontrados nos estudos possivelmente se
deve a variagdo dos processos de extragcdo e dos solventes utilizados.
Entretanto, mesmo com as variacdes dos processos de extragdo, ao se
comparar o teor de 5-ACQ dos graos verdes com as folhas, verifica-se que o
conteudo dessa substancia nas folhas ¢é significativamente elevado,
viabilizando sua utilizac&o para a obtencéo de substancias bioativas (CAMPA et
al, 2012).

O conteudo de mangiferina determinado no EM e fracdes das folhas de
C. arabica foi superior ao encontrado em estudos anteriores, onde se constatou
uma concentracéo nas folhas de 0,566 g/100g. Verificou-se também que o teor
presente nas folhas dessa espécie é maior em relacdo aos seus frutos, que
apresentou no estagio 1 de maturacdo (desenvolvimento do perisperma)
valores correspondentes a 0,23g/100g. O pericarpo no estdgio 2
(desenvolvimento do endosperma) exibiu um contetdo menor de mangiferina
(0,079g/100g), assim como o pericarpo no estagio 3 (maturacdo do pericarpo),
que apresenteou um teor de 0,05g/100g. No endocarpo (pergaminho) ou nos
gréos de café verde (semente) a mangiferina ainda ndo foi detectada, o que
torna as folhas uma fonte em potencial dessa substancia (CAMPA et al, 2012).

A FB apresentou quantidades mais elevadas de mangiferina quando
comparado ao EM e a FA, o que pode ser justificado pela maior eficiéncia dos
solventes mais polares na extracdo (KULKARNI, RATHOD, 2015). O solvente,
juntamente com o processo de extracdo empregado pode interferir
significativamente na concentracdo de mangiferina. Em um estudo que utilizou
o processo de infusdo das folhas com &agua fervente apresentou valores de
0,169/100g de mangiferina (TREVISAN et al, 2016). Pesquisas que utilizaram o
meétodo da extracdo em agua subcritica demonstraram que a mangiferina é
pouco solivel em solventes altamente polares, como a agua, sendo mais
solivel em solventes como o metanol e etanol (KIM et al, 2010). Outros
estudos compararam o0 método convencional com a extracdo assistida em
microondas, verificando que a mistura etanol a 45% foi mais eficiente do que a
extracdo com etanol a 60 e 80% (ZOU et al, 2013).
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Outro fator determinante para o acumulo de mangiferina é com relacao a
idade das folhas. As mais jovens apresentam maior conteuddo em relacdo as
maduras. Nas folhas jovens foram encontrados valores de 1,11g/100g,
reduzindo para 0,929/100g nas folhas maduras, indicando que 0s compostos
fendlicos acumulam-se nas folhas jovens (CAMPA et al, 2012, SALGADO et al,
2008).

7.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH® do
extrato metandlico e fracbes das folhas de Coffea arabica L. estdo
demonstrados na Tabela 5. As amostras apresentaram um valor de CEsp entre
7,47 £ 0,12 e 122,76 + 1,38, correspondendo o menor valor a fracdo em
acetato de etila (FA) e o maior, a fracdo diclorometanica (FD).

N&o houve diferenga significativa entre a FA e o padrdo de rutina (p <
0,05), demonstrando que a FA é tdo eficaz quanto a rutina, na inibicdo do
radical livre DPPH®. As demais amostras foram significamente diferentes entre
si (p < 0,05). A FA foi a mais ativa entre as amostras avaliadas, pois apresentou
a menor CEgy (7,47 + 0,12 pg/mL), inibindo o radical livre DPPH®* com uma

menor concentracao.

Tabela 5 — Concentragéo efetiva 50% (CEsp) do extrato metandlico e fragbes
das folhas de Coffea arabica L. pelo método do sequestro do radical DPPH«

Amostra ou referéncia CEso (Hg/mL)
Rutina 7,07 0,137
FA 7,47 £0,12°
EM 19,80 + 0,06"
B 35,41 £ 0,56°
EH 50,48 + 0,77¢
D 122,76 + 1,38°

FA: fracdo em acetato de etila; EM: extrato metandlico; FB: frac&o butandlica; FH: fracdo hexanica; FD: fracdo
diclorometanica. Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem entre si, ap6s ANOVA seguida de teste
de Tukey para p < 0,05.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O potencial antioxidante pelo método do poder de redugdo do ferro

(FRAP) do extrato metanolico e fragdes das folhas de C. arabica estao
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descritos na Tabela 6. As amostras foram significamente diferentes entre si (p <
0,05). Os resultados indicam um valor de CEso entre 4,67 + 0,02 e 71,90 £

0,22, correspondendo o menor valor a fracdo em acetato de etila (FA) e o

+

maior, a fracdo diclorometanica (FD), respectivamente. A FA apresentou a
menor CEsp (4,67 + 0,02 pg/mL), sendo mais eficaz na reducéo dos fons Fe®".
Em contrapartida, a FD exibiu 0 menor potencial antioxidante, pois apresentou
a maior CEsp (71,90 + 0,22). Como esperado, a rutina, o controle positivo,

demonstrou uma expressiva acao antioxidante. No entanto, € importante

destacar que FA foi cerca de duas vezes mais ativa do que a rutina.

Tabela 6 — Concentragéo efetiva 50% (CEsp) do extrato metandlico e fragcdes
das folhas de Coffea arabica L. pelo método do poder de reducéo do ferro

Amostra ou referéncia CEso (Hg/mL)
FA 4,67 + 0,022

Rutina 11,02 + 0,19°

EM 17,77 + 0,03¢

FB 19,56 + 0,12¢

FH 4256 + 1,00°

FD 71,90 = 0,22'

FA: fracdo em acetato de etila; EM: extrato metandlico; FB: frac&o butandlica; FH: fracdo hexanica; FD: fracdo
glecl_cr)L(IJ(g/etF;a\:rl;a:) <M8%|gs seguidel\s de letras iguais na coluna n&o diferem entre si, apos ANOVA seguida de teste
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
Os dois ensaios antioxidantes descritos elucidaram que o0 extrato
metandlico e as fracdes das folhas de C. arabica apresentam um grande
potencial antioxidante, sendo a FA a mais promissora, com CEsg de 7,47 pg/mL
no ensaio do sequestro do radical DPPH® e 4,67 pg/mL no FRAP. O EM
apresentou resultados similares em ambos os métodos, sendo 19,80 pg/mL no
sequestro do radical DPPH® e 17,77 pg/mL no FRAP. Estudos anteriores ja
evidenciaram as propriedades antioxidantes nas folhas de café, utilizando o
teste do sequestro do radical DPPH® no extrato etandlico. Neste caso, a CEx
encontrada foi de 60 pug/mL (RAMALAKSHM, KUBRA, RAO, 2008; SIMOES,
2014).
A menor CEsp exibida pela FA nos ensaios do sequestro do radical
DPPH® e do FRAP pode ser justificada pelo alto contelido de substancias

fendlicas e flavbnicas retidas nesta fracdo, as quais sabidamente possuem
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propriedades antioxidantes e quelantes. Em se tratando de um solvente com
maior polaridade, verifica-se um maior rendimento e uma extracdo mais
eficiente desses metabolitos, que conferem as folhas do café suas
propriedades terapéuticas, tornando-a uma fonte natural de substancias
antioxidantes (MOREIRA et al, 2013; RAMALAKSHM, KUBRA, RAO, 2008,
GOMEZ-RUIZ, LEAKE, AMES, 2007).

A atividade antioxidante pelo método de co-oxidacdo do -
caroteno/acido linoleico do extrato metanolico e fracdes das folhas de C.
arabica estd descrita na Tabela 7. Os resultados indicam que o extrato
metandlico (EM) apresentou o maior potencial antioxidante, sendo capaz de
inibir a peroxidagéo lipidica em 52,49 % + 0,52, seguida da fragdo hexanica
(FH), com percentual de inibicdo de 49,19 = 1,10 e da fracdo em acetato de
etila (FA), com 47,51% + 0,32. Além disso, ndo houve diferenca significativa (p
< 0,05) entre 0 EM e o padrdao de quercetina, assim como entre a FH e a
quercetina, indicando que a atividade antioxidante do EM e da FH foi similar a
este padrdo. A FA apresentou atividade semelhante ao padrédo de rutina, ndo
havendo diferenca significativa entre as fracdes hexanica e acetado de etila no
gue se refere ao potencial antioxidante.

Diferentemente dos ensaios do sequestro do radical DPPH® e do FRAP,
o método de co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico demonstrou uma
atividade antioxidante consideravel das fracdes mais apolares, representada
pela FH, que foi uma das mais eficazes na inibicdo da peroxidag&o lipidica.
Isso ocorreu possivelmente devido a presenca de substancias lipofilicas
presentes nessa fracdo, tendo em vista que o0 meio reacional desse ensaio €
uma emulsdo, predominando, portanto, compostos de baixa polaridade.
Essas substancias tendem a permanecer na interface 6leo-agua da emulséao,
onde ocorre a peroxidacao lipidica, exercendo mais facilmente sua acéo
antioxidante através da inibicdo da propagacdo da lipoperoxidacao,
neutralizando os radicais peroxila formados com o processo de oxidacéo
(ALVES et al, 2010; KOLEVA et al, 2002).
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Tabela 7 — Percentual de inibicdo da peroxidacgéao lipidica do extrato metandlico
e fracbes das folhas de Coffea arabica L. pelo método de co-oxidagao do [3-
caroteno/acido linoleico

Amostra ou referéncia % Inibi¢éo da peroxidacéo lipidica

BHT 59,66 + 0,522

EM 52,49 + 0,52°
Quercetina 50,81 + 0,66"

FH 49,19 + 1,10

FA 47,51 + 0,32%

Rutina 45,83 + 0,50

FD 37,62 +1,01°

FB 32,87 + 0,50

BHT: hidroxitolueno butilado; FA: fracdo em acetato de etila; EM: extrato metandlico; FB: fragéo butandlica; FH:
fracsio hexanica; FD: fraco diclorometanica. Médias seguidas de letras iguais na coluna n&o diferem entre si,
Fontc. ELABORADO PELO PROPRI AUTOR

A atividade antioxidante do café tem sido atribuida em diversos estudos
aos compostos fendlicos, dentre eles, aos &cidos clorogénicos, que
apresentam inumeras propriedades terapéuticas e farmacoldgicas, atuando
como agentes anti-cariogénicos, antimicrobianos, anti-inflamatérios, anti-
mutagénicos, anti-carcinogénicos, anti-hipertensivos,  hipoglicemiantes,
hepatoprotetores, neuroprotetores, entre outras (CAMPOS-ESPARZA,
SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 2009; DICKSON et al, 2015; DOS SANTOS et
al, 2006; FERRAZZANO et al, 2009; MAIA, DE MENDONCA, 2002; MURIEL,
ARAUZ, 2010; PALMER et al, 1995; SAAKSJARVI et al., 2008; SHEARER et al,
2003; STICH, ROSIN, BRYSON, 1982; ZHU et al, 1999).

Com relacdo aos graos torrados ocorre uma reducdo dos acidos
clorogénicos. Entretanto, a atividade antioxidante da bebida do café ndo se
restringe a esses compostos, estando também correlacionada a outras
substancias produzidas durante o processo de torracdo (ABRAHAO et al, 2010).

Os acidos clorogénicos correspondem ao grupo com maior
representatividade na fracédo fenolica de graos e folhas de café. Subgrupos dos
acidos clorogénicos ja foram identificados, como os acidos cafeoilquinico
(ACQ; 3ACQ, 4ACQ e 5ACQ), acidos di-cafeoilquinico (diACQ; 3,4diIACQ,
3,5dIACQ, e 4,5diIACQ) e acidos feruloilquinicos (AFQ; 4AFQ e 5AFQ)
(ALONSO-SALCES, GUILLOU, BERRUETA, 2009; CAMPA et al,
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2012; DUARTE, PEREIRA, FARAH, 2010; MONDOLOT et al, 2006;
MONTEIRO, FARAH, 2012 ; PERRONE et al, 2008 ; XU et al, 2015).

Outra substancia fendlica de grande interesse em produtos naturais é a
mangiferina, cuja atividade antioxidante foi verificada em diversos estudos
(BARRETO et al, 2008; RIBEIRO et al, 2007). Apesar da maioria dos trabalhos
serem direcionados principalmente para a investigacdo das propriedades
terapéuticas desse metabdlito na manga (Mangifera indica L.), sua presenca foi
constatada nas folhas do café, indicando, portanto, que estas sao fontes de
uma diversidade de substancias bioativas, além dos &cidos clorogénicos,
justificando o seu uso no preparo de chas, além da aplicacao biotecnolégica
para o desenvolvimento de novos produtos (CAMPA et al, 2012 ; TALAMOND
et al, 2008 ; TREVISAN et al, 2016).

A mangiferina € considerada uma substancia natural promissora devido
as inimeras propriedades farmacoldgicas. Além da atividade antioxidante, esse
metabdlito foi associado a inumeros efeitos como anti-inflamatorio,
antidiabético, anti-alérgico, anti-hiperlipidémico, anticancerigeno, cardio,
hepato, gastro e neuroprotetor (ARAUJO et al, 2014 ; BARRETO et al, 2008;
CAMPOS-ESPARZA; SANCHEZ-GOMEZ; MATUTE, 2009; MURUGANANDAN
et al, 2005; PARDO-ANDREU et al, 2008; RODEIRO; DELGADO; GARRIDO,
2014; RIBEIRO et al, 2007, RIVERA et al, 2011).

7.5 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

7.5.1 Efeito do extrato metandlico das folhas de Coffea arabica L. sobre o

edema de orelha induzido pelo 6leo de croton

A atividade anti-inflamatoria do extrato metanolico das folhas de Coffea
arabica L. (EM) frente ao Oleo de croton estd demonstrada na tabela 8. A
aplicacdo desse agente flogistico promoveu um aumento da espessura da
orelha apos 6 horas da aplicacéo. Doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha reduziram
efetivamente a formacdo do edema em 22,72, 29,92 e 35,51%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (p < 0,001). Apos 24
horas do tratamento, foi possivel observar uma reducgao significativa (p < 0,001)
da espessura do edema nas doses 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, produzindo uma
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inibicdo de 67,02, 71,79 e 79,43% respectivamente, quando comparado ao
grupo controle. A dexametasona, o controle positivo, foi ativa em ambos os
tempos de avaliacéo.

Do mesmo modo que a medida da espessura, a massa do edema apés
24 horas de inducdo pelo 6leo de créton sofreu uma a reducao significativa (p <
0,001) nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha do EM, diminuindo em 60,29,
66,04 e 74,15%, respectivamente, em comparacdo ao controle negativo. No

caso da dexametasona, a atenuagédo da massa do edema foi de 77,32%.

Tabela 8 - Efeito do extrato metanodlico das folhas de Coffea arabica L. sobre o
edema de orelha induzido pelo 6leo de croton

Grupo Dose Espessura (um) Massa (mg)
6h Inibigdo 24 h Inibigdo 24 h Inibicdo
(%) (%) (%)

Controle 20 uL/orelha 203,29+3,94 - 100,00+1,69 - 3,26+0,23 -
(salina)

0,1 mglorelha  157,08+3,03 22,72 33,00%1,14 67,02 1,29+0,09 60,29
EM 0,5mglorelha  142,42+2,48 29,92 28,21%0,87 71,79  1,10%0,08 66,04

1,0 mg/orelna  135,08+2,04 33,51 20,54+0,37 79,93 0,84+0,06 74,15
Dexametasona 0,1 mg/orelha 119,83+2,14 41,03 18,00+0,53 81,97 0,74+0,06 77,32
Basal - 8,31+0,66 - 9,01£0,19” - 0,02+0,01 -
Veiculo 20 pL/orelha 12,25+0,95™ - 11,31+0,197 - 0,02+0,01” -
(acetona)

Os valores correspondem a média + E. P. M. (n = 8). p < 0,001 diferente do grupo controle apés andlise de variancia
seguida do teste Student-Newman-Keuls. EM= extrato metandlico.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

7.5.2 Efeito do extrato metandlico das folhas de Coffea arabica L. sobre o

edema de orelha induzido pelo fenol

A aplicacao tépica do fenol induziu a formacdo do edema, evidenciada
pelo aumento da espessura e da massa dos fragmentos (Tabela 9). O EM
administrado topicamente foi capaz de reverter esse processo, assim como a
dexametasona. O extrato nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha inibiriram o
aumento da espessura do edema em 37,36, 40,82 e 62,51%, respectivamente,
guando comparado ao grupo controle negativo. A eficacia do extrato também
pode ser verificada pela reducdo da massa do edema em 51,40, 59,14 e
63,57%, nas respectivas doses crescentes. A dexametasona reduziu ambas as

medidas do edema (p < 0,001).
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Tabela 9 - Efeito do extrato metandlico das folhas de Coffea arabica L. sobre o
edema de orelha induzido pelo fenol

Grupo Dose Espessura (um)  Inibigdo (%) Massa Inibic&o
(mg) (%)
Controle (salina) 20 pL/orelha 173,00+1,74 - 11,88+0,13
0,1 mg/orelha 108,33+1,29 37,96 5,77+0,10 51,40
EM 0,5 mg/orelha 102,33+0,95 40,82 4,85+0,07 59,14
1,0 mg/orelha 64,83+0,56 62,51 4,33+0,09 63,57
Dexametasona 0,1 mg/orelha 67,50 £ 1,17 60,95 4,68+0,13 60,61
Basal - 3,17+0,23 - 0,35+0,01
Veiculo (acetona) 20 plL/orelha 8,83+0,31 - 0,40+0,03

Os valores correspondem a média + E. P. M. (n =8). p < 0,001 diferente do grupo controle ap6s analise de variancia
seguida do teste Student-Newman-Keuls. EM= extrato metandlico.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

7.5.3 Efeito do extrato metandlico das folhas de Coffea arabica L. sobre o
edema de orelhainduzido pela histamina

A atividade anti-inflamatéria topica do EM apds inducdo pela
histamina é apresentada na tabela 10. A aplicacéo intradérmica de histamina na
orelha de camundongos resultou no aumento significativo da espessura e
massa da orelha como observado no grupo controle tratado com salina (p <
0,001). Nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha, o EM diminuiu a espessura em
36,48, 60,06 e 74,65% respectivamente, evidenciando um possivel efeito anti-
edematogénico. Nessas doses crescentes, 0 EM reduziu a massa do edema
em 52,59, 73,00 e 88,03%. A dexametasona inibiu a espessura do edema em
61,89% e a massa em 73,38%.
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Tabela 10 - Efeito do extrato metandlico das folhas de Coffea arabica L. sobre o
edema de orelha induzido pela histamina

Grupo Dose Espessura (um) Inibic&o (%) Massa (mg) Inibic&o (%)
Controle (salina) 20 pL/orelha 20,54+0,48 - 4,18+0,07 -

0,1 mg/orelha 13,04+0,34" 36,48 1,98+0,04" 52,59
EM 0,5 mg/orelha 8,21+0,27 60,06 1,13+0,08 73,00

1,0 mg/orelha 5,21+0,25 74,65 0,50+0,03 88,03
Polaramine” 0,1 mg/orelha 6,17+0,72 69,96 0,45+0,03 89,23
Dexametasona 0,1 mg/orelha 7,83+0,24 61,89 1,10+0,04 73,38
Basal - 1,00+0,10 - 0,03+0,00 -
Veiculo 20 pL/orelha 2,50+0,13 - 0,04+0,00 -

Os valores correspondem a média + E. P. M. (n =8). p < 0,001 diferente do grupo controle apés analise de
variancia seguida do teste Student-Newman-Keuls. EM= extrato metandlico.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os resultados indicam que o extrato metandlico das folhas de Coffea
arabica L. (EM) apresentou efeito anti-inflamatério tépico significativo quando
avaliado pelo modelo do edema de orelha em camundongos apés inducdo com
O0leo de croton, fenol e histamina. Apesar ndo haver estudos sobre a
investigacdo dessa atividade nas folhas, o potencial anti-inflamatério dos graos
de café verde foi confirmado em alguns modelos de inflamacéo, tanto in vivo
como in vitro (CHANDRA et al, 2012; DOS SANTOS et al, 2006; GAWLIK-
DZIKI et al, 2014; MOREIRA et al, 2013).

A capacidade de EM em suprimir o efeito do 6leo de créton comprovam
seu potencial inibitorio sobre o estresse oxidativo, impedindo a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, bem como a inflamacéo cutédnea e a hiperplasia
epidermal. Analisando o mecanismo de acdo desse agente, verifica-se que
possivelmente ocorre a ativacdo da proteina quinase C (PKC), uma vez que o
Oleo de croton, especificamente o TPA presente em sua composicdo, mimetiza
o ativador natural da enzima, o diacilglicerol, ligando-se em sitios especificos
de seu dominio regulatorio (BILATE, 2007; CALIXTO et al, 2004; RAHMAN et
al, 2008).

A ativagdo da PKC intensifica a atividade da enzima fosfolipase A;
(PLA,), aumentando a liberacdo de acido araquidénico (AA) dos fosfolipidios de
membrana, o que leva ao aumento dos leucotrienos (LT) e prostaglandinas
(PG). Esses metabdlitos atuam como mediadores das vias inflamatorias

desencadeadas pela atividade das enzimas ciclo-oxigenase (COX) e lipo-
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oxigenases (LOX). As prostaciclinas e leucotrienos B4 (LTB,4), produtos do
metabolismo do AA, intensificam a permeabilidade vascular, o que explica a
formacdo de edema durante o processo inflamatério (BRALLEY et al, 2007,
GARBOR, 2000; RANG et al, 2012).

Portanto, o edema induzido pelo 6leo de créton esta intimamente
associado com o aumento no conteudo de eicosanoides como as PG e LTB,.
Dessa forma, verifica-se que além dos inibidores de COX e LOX, os
antagonistas de LTB4 também s&o capazes de inibir o edema induzido por TPA.
Esse mecanismo indica que os eicosanoides possuem importante funcdo na
inflamacéo de pele induzida pelo TPA (CALIXTO et al, 2004; RAHMAN et al,
2008; SARAIVA et al, 2011).

O TPA também esté relacionado a expressao de citocinas inflamatorias,
como IL-1B e TNF-a, as quais participam ativamente no processo inflamatério
cutaneo. A IL-1B ativa uma via responsavel pela transcrigdo de genes que
promovem a expressdo de diversos compostos importantes para 0 processo
inflamatorio, como moléculas de adesdo, quimiocinas, citocinas secundarias,
alem das enzimas Oxido nitrico sintase e ciclo-oxigenase. O TNF-a também
induz a expressdo de diversos genes envolvidos na resposta inflamatéria
cutdnea. Além disso, estimula a via de sinalizacdo de transducéo, ligada a
ativacdo do Fator de Transcricdo Nuclear - Kappa B (NF-kB), produzindo um
“feedback” pré-inflamatorio positivo (GOMES et al, 2008; KUNDU, SURH, 2008;
SHERWOOD, TOLIVER- KINSKY, 2004).

Ao inibir o edema de orelha no modelo utilizando o 6leo de croton, o EM
esta provavelmente interagindo especificamente com alguma das vias descritas
anteriormente. Estudos indicam que os principais compostos presentes no café
envolvidos no combate a inflamacao sdo os acidos clorogénicos. Substancias
como a cafeina e a mangiferina também estdo relacionadas com esse
processo. Nesse sentido, os extratos de café sdo um alvo em potencial para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos anti-inflamatoérios (DOS
SANTOS et al, 2006; FROST-MEYER, LOGOMARCINO, 2012; HODGE et al,
2017; MOREIRA et al, 2013; VITAGLIONE et al, 2010).

O EM também foi capaz de suprimir a acdo do fenol e o mecanismo de
acdo desse agente flogistico esta relacionado a interrupcdo da membrana

celular dos queratindcitos, o que leva a liberacdo de mediadores pré-formados
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como IL-1a, metabdlitos do AA e espécies reativas de oxigénio (ERO). Além
disso, o fenol € capaz de causar lesdo ou estimulacédo direta de outros tipos
celulares residentes na pele, como células dendriticas, fibroblastos e células
endoteliais. Nesse sentido, substanicias capazes de inibir o fenol podem ser
consideradas potentes agentes no tratamento de dermatite de contato, uma
vez que este mimetiza reacdes cutaneas decorrentes da exposicdo da pele a
diferentes agentes irritantes (GABOR, 2003; LIM et al, 2004; MO et al, 2014).

Com relacdo a histamina, o terceiro modelo de inflamacdo tépica
investigado neste estudo, a eficacia apresentada pelo EM na inibicdo desse
agente flogistico faz com que extrato das folhas de café seja considerado um
importante agente no combate a hipersensibilidade do tipo | (BRAND et al,
2002; DEEPA, RENUKA, 2014; SHERWOOD, TOLIVER- KINSKY, 2004).

Considerando que a histamina desencadeia uma resposta
edematogénica instantanea, aumentando a vasodilatacdo e a permeabilidade
vascular, compostos capazes de inibi-la e de suprimir a liberacdo de
neuropeptideos, principalmente da substancia P (SP), sdo agentes promissores
no tratamento da urticaria. Apesar de haver poucos estudos relacionados as
substancias envolvidas na supressdo da histamina, pesquisas verificaram os
beneficios dos compostos fendlicos sobre o trato respiratério devido as suas
propriedades antialérgicas e anti-inflamatérias (BRAND et al, 2002; FRANOVA
et al, 2011).

Em um ensaio in vivo demonstrou-se que os graos de café exibiram
atividade antinociceptiva diante da formalina evidenciando sua agéo
analgésica. Além disso, o tratamento de animais com extratos de café uma
hora antes da aplicacdo de carragenina também elucidou inibicdo média na
terceira hora apés o estimulo, sugerindo a acdo antiedematogénica do extrato
(MOREIRA et al, 2013).

No mesmo estudo citado anteriormente, o extrato de café verde foi
superior ao torrado. Tal fato foi associado ao maior teor de acidos clorogénicos
no café verde. Do mesmo modo, verifica-se que as folhas apresentam um
maior conteudo de compostos fendlicos, sendo os &cidos clorogénicos
presentes em quantidades superiores nas folhas da variedade C. arabica, em
comparacao com outras espécies, o que justifica o uso dessa espécie (CAMPA
et al, 2012; MOREIRA et al, 2013).
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Outro composto fendlico associado ao controle dos processos
inflamatorios € a mangiferina. Apesar de serem escassos 0s estudos sobre a
atividade anti-inflamatoria tépica das folhas de café, esse metabdlito ja foi
investigado em outros vegetais, como na espécie Mangifera indica L., da qual
obteve-se um extrato a partir da casca, sendo concentrado e evaporado em
spray dried, obtendo-se um p6 fino marrom que foi utilizado como ingrediente
na formulacdo do VIMAG®. Esse extrato foi caracterizado por diferentes
métodos cromatograficos e, apds ser dissolvido em agua destilada, foi testado
em alguns modelos de inflamacdo. Os resultados dessa pesquisa
demonstraram que houve reducao significativa do edema de orelha induzido
pelo &cido araquiddnico tratadas com esse extrato, cujo componente principal
era a mangiferina (GARRIDO et al, 2006).

Diante do potencial farmacologico da espécie Coffea arabica L., é
fundamental o desenvolvimento de estudos sobre a atividade anti-inflamatoria
exercida pelas folhas, considerando que elevados teores de substancias
fendlicas estdo presentes nas folhas dessa espécie. A utilizacdo do extrato de
folhas de café em substituicAo ao extrato obtido de grdos torna-se uma
alternativa promissora, tendo em vista o alto valor agregrado que os graos
repesentam no mercado comercial (CAMPA et al, 2012; FROST-MEYER,
LOGOMARCINO, 2012; RIVERA et al, 2011; TALAMOND et al, 2008).

Devem-se considerar também os efeitos adversos quando se investiga
novas substancias anti-inflamatorias. Esses efeitos sGo comumente associados
aos glicocorticoides, utilizados com frequéncia em doencas inflamatérias
cutdneas como eczema, dermatite atdpica e seborreica e psoriase, em fungao
da acdo modulatéria sobre a resposta imune e pela atividade anti-inflamatoria.
Entretanto, a aplicacdo continua desses agentes pode causar irritacdes locais,
hipopigmentacdo da pele e dermatite de contato. Além disso, pode
desencadear efeitos supressores, aumentando o risco de infeccdes. O uso
sistémico pode favorecer o surgimento de doencas como hipertensdo arterial,
diabetes, tromboembolismo venoso e fraturas (O'NEILL, 2006; WALJEE et al,
2016).
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7.5.4 Andlise histopatoldgica

Apéds a aplicacao topica do 6leo de croton, avaliaram-se os parametros
de inflamacdo relativos a aplicacdo de EM. A analise dos cortes
histopatolégicos das orelhas dos camundongos demonstrou que, apos 24
horas da aplicacdo topica do Oleo de croton, houve intensa formacdo de
edema, bem como uma pronunciada infitracdo de leucécitos
polimorfonucleares na derme (Figuras 10A e 10Al), quando comparado ao
grupo que recebeu veiculo (Figuras 10F e 10F1). A analise histopatolégica
também revelou que os parametros inflamatérios (edema e infiltracdo
leucocitaria) foram suprimidos com o tratamento de EM, nas doses de 0,1, 0,5
e 1,0 mg/orelha (Figuras 10C e 10C1, 10D e 10D1, 10E e 10E1), bem como
pelo controle positivo(dexametasona) na dose de 0,05 mg/orelha (Figuras 10B
e 10B1).

A aplicacdo do 6leo de croton € capaz de alterar diversos processos
incluindo crescimento, diferenciacdo e morte celular, além da resposta
inflamatoria. Todos esses efeitos parecem ser provenientes da ativacao direta
da PKC, conforme elucidado anteriormente (CALIXTO et al, 2004; RAHMAN et
al, 2008).

83



Figura 10 - Andlise histopatolégica do efeito do extrato metandlico das folhas
de Coffea arabica L. sobre o edema e infiltrado leucocitario no modelo de
edema de orelha induzido pela aplicacao topica do 6leo de créton

Cortes transversais de orelhas dos camundongos corados com Hematoxilina-Eosina (100x e 200x, escalas de 100 um
e 200 um) 24 h ap6s a aplicacéo do 6leo de créton. (A) e (Al): controle (solugdo salina); (B) e (B1): dexametasona; (C)
e (C1): EM 0,1 mg/orelha; (D) e (D1): EM 0,5 mg/orelha; (E) e (E1): EM 1,0 mg/orelha; (F) e (F1): veiculo (acetona). As
setas indicam as células polimorfonucleares na derme. EM: extrato metandlico.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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7.5.5 Efeito do extrato metandélico das folhas de Coffea arabica L. sobreas

enzimas mieloperoxidase e n-acetil-B-D-glicosaminidase

A administracdo do 6leo de créton promoveu um aumento consideravel
da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO), quando comparado aos
grupos basal e veiculo. O tratamento topico com o EM nas doses de 0,1, 0,5 e
1,0 mg/orelha foi capaz de inibir significantemente a atividade da MPO em
59,80, 60,18 e 98,21%, respectivamente (p < 0,001). Verificou-se também que
o EM na dose de 1,0 mg/orelha foi tdo eficaz na inibicdo da MPO quanto a
dexametasona, cuja inibicdo da enzima foi de 95,52% (Figura 11A).

A Figura 11B demonstra que o Oleo de créton aumentou
significativamente a atividade da n-acetil-B-d-glicosaminidase (NAG) no grupo
controle negativo. Nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 mg/orelha de EM ocorreu uma
reducdo da NAG de 50,67, 61,99 e 67,27%, respectivamente, quando
comparado com grupo controle. Além disso, constatou-se que as doses de 0,5
e 1,0 mg/orelha do extrato foram téo efetivas na redugéo da atividade da NAG
guanto a dexametasona, que foi capaz de reduzir a atividade da enzima em
72,86% (p < 0,001).

Figura 11 — Efeito do extrato metandlico das folhas de Coffea arabica L. sobre
as enzimas mieloperoxidase e n-acetil-B-d-glicosaminidase
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A MPO é comumente utilizada como um indicativo da presenca de

polimorfonucleares no foco inflamatério. A supressao dessa enzima
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confirmou a capacidade do EM em reduzir a infiltracdo desses leucocitos
para o tecido, 0 que atesta sua acdo anti-inflamatéria. Considerando que a
infiltracdo celular seja uma caracteristica marcante da resposta inflamatoria
cutanea induzida pela aplicacdo do TPA, evidenciada principalmente pelo
acumulo de neutrofilos, substancias capazes de reverterem esse processo
sao capazes de atuar em diversas doencas inflamatérias cutaneas (BILATE,
2007; NEMETH, MOCSAI, 2012).

Os polimorfonucleares, especificamente os neutréfilos, sdo considerados
a primeira linha de defesa contra micro-organismos invasores como bactérias,
virus ou fungos, estando presentes em maior abundancia no infiltrado
inflamatorio durante as primeiras 6-24 horas. Sdo fundamentais no controle do
processo inflamatério agudo, uma vez que degradam proteinas reconhecidas
como estranhas. Esse sistema de defesa caracteriza-se pelo aumento da
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), produzidas pelos
leucdcitos, particularmente pelos neutréfilos e macréfagos, durante a
inflamacéo e defesa do hospedeiro (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; NEMETH,
MOCSAI, 2012).

A resposta inflamatéria depende do recrutamento e ativacdo dos
leucdcitos. Consiste nas seguintes etapas: (1) marginacao e rolagem ao longo
da parede do vaso; (2) aderéncia firme ao endotélio; (3) transmigracéo entre as
células endoteliais e (4) migracdo para os tecidos intersticiais, em direcdo a um
estimulo quimiotatico. Esses processos sdo mediados pela interacdo entre as
moléculas de adeséo presentes nas superficies dos leucdcitos e do endotélio,
além de haver também a atuacdo de quimiocinas, as quais modulam a
expressdo ou a avidez das moléculas de adesédo e estimulam a movimentacao
direcional dos leucécitos (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; SHERWOOD,
TOLIVER- KINSKY, 2004).

Com relacdo aos acidos clorogénicos, esses podem estar relacionados a
supresséo do processo inflamatdrio, principalmente atuando na diminuicdo da
adeséo celular. Considerando que os neutrofilos, apontados como os leucécitos
mais numerosos no sangue, respondem mais rapidamente as quimiocinas e
aderem mais firmemente as moléculas de adesdo, a inibicdo desse processo

ird interferir na ativacao das células endoteliais e, consequentemente, na
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ligacdo dos leucécitos ao endotélio, diminuindo, portanto, a inflamacéo aguda
(CHANG et al, 2010).

Os neutrdéfilos também fazem parte da patogenia de algumas doencas
inflamatoérias cronicas, como, por exemplo, a psoriase, caracterizada pelo
acumulo excessivo de neutrdéfilos na pele, os quais participam da manutencao
do ciclo dessa doenca na medida em que interagem com diversas células do
tecido por meio da liberacdo de mediadores inflamatérios como citocinas, ERO
e enzimas proteoliticas. Sendo assim, substancias que tenham a capacidade
de impedir a infiltracdo leucocitaria, s&8o consideradas potenciais
ferramentas terapéuticas para o tratamento de processos inflamatérios
exacerbados. Uma vez que a cascata do processo inflamatério € interrompida
impede-se, portanto, a proliferacdo celular e possiveis danos celulares. Dentre
os principais mediadores envolvidos na lesédo tecidual destacam-se as enzimas
lisossémicas dos leucécitos, ERO e o 6xido nitrico (KUNDU, SURH, 2008;
REUTER et al, 2010).

Pesquisas demonstraram que a mangiferina, um polifenol presente nas
folhas do café, apresentou atividade contra a MPO (GARRIDO et al, 2004;
2006). O efeito inibitério dos acidos clorogénicos (ACG) foi elucidado sobre a
sintese e liberacdo de mediadores inflamatérios, como o Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) e o o6xido nitrico, um radical livre envolvido em muitos
processos inflamatdrios (DOS SANTOS et al, 2006). Em outro estudo, o &cido
cafeico e seus derivados reduziram o influxo de neutréfilos para as patas de
animais, 0 que possivelmente esta associado a diminuicdo dos niveis de
interleucina-1B, considerada um importante mediador no recrutamento de
leucocitos na resposta inflamatoéria aguda (DA CUNHA et al, 2004).

A determinacdo da atividade enzimatica, principalmente da MPO, é
considerada um marcador quantitativo e sensivel de quimiotaxia e infiltracédo de
neutrofilos no processo inflamatorio. De fato, a inibicho da migracéo
leucocitaria € uma estratégia muito eficiente no controle da resposta
inflamatoria, uma vez que os neutréfilos desempenham um papel fundamental
no desenvolvimento e amplificacdo dessa resposta por meio da liberacdo de
ERO e enzimas. Como resultado, verifica-se que o extrato das folhas de café

pode diminuir o dano tecidual causado por enzimas hidroliticas e algumas
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espécies oxidantes (DA CUNHA et al, 2004; FROST-MEYER, LOGOMARCINO,
2012; GARRIDO et al, 2004; 2006).

Quando o processo inflamatério torna-se crénico, observa-se um
aumento de mononucleares no infiltrado celular. Nesse caso, a determinagéo
da atividade da NAG é considerada um indicador indireto desse tipo celular,
evidenciada principalmente pela presenca de macréfagos e mastocitos. Estes,
quando ativados, sofrem degranulacdo promovendo a liberacdo de mediadores
inflamatorios, incluindo aminas bioativas (histamina, serotonina), citocinas,
quimiocinas, dentre outros tipos celulares, desencadeando o0 processo
inflamatério (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; SHERWOOD, TOLIVER-
KINSKY, 2004).

A determinacado da atividade enzimética da MPO demonstrou que o EM
atuou na diminui¢céao do influxo de polimorfonucleares, uma vez que o extrato foi
efetivo na supressdo da atividade da MPO. Esta fica armazenada nos
lisossomas dos neutréfilos (chamados de granulos azurdfilos) e, quando
liberada, reage com o H,O, formado pela NADPH oxidase e aumenta o
potencial toxico deste oxidante. Logo, suprimindo a atividade da MPO, é
possivel otimizar os efeitos adversos oxidativos gerados por essa enzima.
Portanto, a inibicdo da MPO é um indicativo de diminuicdo do infiltrado de
neutrofilos e da atividade anti-inflamatéria do extrato das folhas de café
(BILATE, 2007; KUNDU, SURH, 2008; SHERWOOD, TOLIVER- KINSKY,
2004).

Verificou-se também uma significativa atividade da NAG, a qual esta
relacionada a infiltracdo de leucocitaria, cujas células predominantes, os
monadcitos, migram para o local da lesdo, 24-48 horas apés o inicio da
inflamacdo aguda. Atingindo os tecidos, os mondcitos transformam-se em
macrofagos maiores, apresentando capacidade de fagocitose superior aos
macréfagos sanguineos. Sua ativacdo pode ser feita pela via classica, induzida
por micro-organismos e/ou endototoxinas, pelos sinais derivados das células T
ou por substancias estranhas. A via alternativa de ativacdo € desencadeada
por citocinas diferentes do interferon gama (IFN-y), como IL-4 e IL-13,
produzidos pelos linfécitos T e outras células, incluindo mastdcitos e eosinofilos
(CALIXTO et al, 2004; KUMAR, ABBAS, ASTER, 2009; SHERWOOD,
TOLIVER- KINSKY, 2004).
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A principal acdo dos macréfagos € fagocitar os restos celulares do
tecido. Além disso, iniciam o processo de reparo tecidual e estdo envolvidos na
formacdo de cicatriz e fibrose. Sao responsaveis pela liberaracdo de
mediadores da inflamag¢ao, como citocinas (TNF, IL-1, quimiocinas e outras),
eicosanoides e ERO. Essas células sao de grande importancia para o inicio e a
propagacdo de todas as reacOes inflamatérias. Portanto, a inibicdo da
infiltracdo de mononucleares, evidenciado pela supressao da atividade da NAG,
demonstrou o efeito anti-inflamatério apresentado pelo EM, contribuindo para
uma possivel utilizacdo desse extrato no desenvolvimento de um novo
fitoterapico, capaz de combater diversas doencas inflamatorias topicas, como
por exemplo, a psoriase (DA CUNHA et al, 2004, FROST-MEYER,
LOGOMARCINO, 2012).
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8 CONCLUSOES

O extrato metanolico e fracdes das folhas de Coffea arabica L.
apresentaram teores significativos de fendlicos e flavonoides, os quais estédo

presentes em maior quantidade na fragdo em acetado de etila.

Os teores de 5-ACQ e mangiferina determinados no extrato metanolico e
nas fracbes em acetado de etila e butandlica demonstram que as folhas de
Coffea arabica L. sdo fontes de substancias bioativas relacionadas a atividades

farmacoldgicas importantes como as atividades antioxidante e anti-inflamatoria.

O extrato metandlico e fracdes das folhas de Coffea arabica L.
apresentaram atividade antioxidante por meio dos ensaios do sequestro do
radical DPPH®, do poder de reducdo do ferro e de co-oxidagdo do B-
caroteno/acido linoleico, com destaque para a fragdo em acetato de etila nos
dois primeiros métodos, e para o extrato metandlico e a fracdo hexanica no
terceiro ensaio. As folhas de Coffea arabica L. constituem, portanto, um produto

natural promissor no que se refere ao controle dos processos oxidativos.

O extrato metandlico das folhas de Coffea arabica L. exibiu atividade anti-
inflamatoria topica nos modelos de edema de orelha utilizando diferentes

agentes flogisticos (6leo de croton, fenol e histamina).

As folhas de Coffea arabica L. apresentam substancias fendlicas
capazes de exercer efeitos farmacoldgicos importantes, justificando o seu uso
no preparo de chas, bem como a aplicacao tecnoldgica para o desenvolvimento
de novos produtos. Além disso, a utilizacdo de uma fonte de baixo custo e de
facil aquisicdo tornam as folhas de café uma alternativa favoravel para o

investimento de novas pesquisas.
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