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CASTRO, Raquel Bernardo Nana de. Extratos de fluido supercritico de Coffea
Arabica L. como potencial coadjuvante em células de cancer de préstata: efeitos
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RESUMO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, sendo conhecido por suas
propriedades bioativas. O conteudo de compostos bioativos no café depende de
muitas condigdes, tais como: variedade genética, ambiente e manejo, bem como das
condi¢gbes de cultivo, colheita, processamento, fermentacéao, torrefacdo e modo de
preparo. Pesquisas sugerem que os fitoquimicos presentes no café podem atuar na
reducdo do risco de doencgas cronicas nao transmissiveis, inclusive de cancer.
Estudos observacionais indicam uma relagao inversa entre o consumo de café e o
risco de cancer de prostata. O café consumido mundialmente como bebida é obtido
por métodos de percolacéo e/ou infusdo. A técnica de extragado com fluido supercritico
€ uma metodologia alternativa, sendo um processo que utiliza o didxido de carbono
como extrator, no qual ndo € inflamavel nem téxico. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos bioativos dos extratos de Coffea arabica em diferentes niveis de torra
obtidos por extragdo com fluido supercritico em duas linhagens celulares metastaticas
de cancer de prostata. Foram avaliados a concentragéo de cafeina, acido clorogénico
e acido cafeico, além do perfil colorimétrico, capacidade antioxidante e o efeito dos
extratos de café na viabilidade, ciclo celular e na apoptose de PC-3 e DU-145,
linhagens celulares de céancer de prostata. O extrato supercritico de café verde
apresentou atividade antioxidante superior aos extratos de café torrado, o que é
consistente com seu maior teor de compostos fendlicos totais. Ainda, os extratos
supercriticos de café verde foram capazes de realizar a parada do ciclo celular em
Go/G1, em ambas as linhagens celulares de cancer de prostata, mas os extratos de
torra clara foram capazes de parar o ciclo celular na fase S e G2/M, apenas em PC-3.
Observou-se que tanto o café verde quanto o café de torra clara induziram uma
reducao significativa na viabilidade celular e foram capazes de induzir apoptose em
PC-3 e DU-145, com destaque para o café de torra clara. O café causou uma reducéao
mais acentuada na viabilidade celular e apoptose de DU-145 do que em PC-3. Este
fato pode estar relacionado aos efeitos diretos e indiretos dos compostos bioativos
degradados e formados no café durante a torrefagcao, que podem atuar em diferentes
vias de sinalizacao celular destas linhagens. A técnica de extragao utilizada produziu
extratos de café arabica com teor de fendlicos totais mais elevado e resultados
significativos das amostras de torra clara no ciclo celular de PC-3 e DU-145 em
comparagao com outras técnicas testadas em estudos prévios. Apesar dos resultados
satisfatérios observados na viabilidade celular e apoptose, os resultados para PC-3
foram inferiores aos obtidos por extragao assistida por ultrassom, técnica de menor
custo. A viabilidade econdmica desta técnica pode ser considerado um fator limitante
de sua aplicacdo. As amostras supercriticas de café arabica podem ser eficazes na
prevencao e tratamento do cancer de prostata, porém, mais estudos sao necessarios
para confirmar essa eficacia e avaliar os mecanismos moleculares envolvidos.
Especialmente, ensaios in vivo para determinar doses na prevencao e tratamento do
cancer de prostata.

Palavras-chave: café, compostos bioativos, adenocarcinoma de prostata, linhagem
celular PC-3, linhagem celular DU-145, fluido supercritico.



CASTRO, Raquel Bernardo Nana de. Supercritical Fluid Extracts of Coffea arabica
L. as a Potential Adjuvant in Prostate Cancer Cells: Antioxidant and
Antiproliferative Effects. 2023. 153 p. Tese de Doutorado. Departamento de Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2023.

ABSTRACT

Coffee is one of the most consumed beverages in the world, known for its bioactive
properties. The content of bioactive compounds in coffee depends on various
conditions, such as genetic variety, environment, and management, as well as
cultivation, harvesting, processing, fermentation, roasting, and brewing methods.
Research suggests that phytochemicals present in coffee may contribute to reducing
the risk of non-communicable chronic diseases, including cancer. Observational
studies indicate an inverse relationship between coffee consumption and the risk of
prostate cancer. Coffee consumed worldwide as a beverage is obtained through
percolation and/or infusion methods. Supercritical fluid extraction is an alternative
methodology that uses carbon dioxide as an extractor, which is neither flammable nor
toxic. The aim of this study was to evaluate the bioactive effects of Coffea arabica
extracts at different roast levels obtained through supercritical fluid extraction on two
metastatic prostate cancer cell lines. The concentrations of caffeine, chlorogenic acid,
and caffeic acid were evaluated, as well as the colorimetric profile, antioxidant
capacity, and the effects of coffee extracts on the viability, cell cycle, and apoptosis of
PC-3 and DU-145 prostate cancer cell lines. Supercritical green coffee extract
exhibited higher antioxidant activity compared to roasted coffee extracts, consistent
with its higher content of total phenolic compounds. Furthermore, supercritical green
coffee extracts were capable of arresting the cell cycle at the GO/G1 phase in both
prostate cancer cell lines, while light roast coffee extracts were able to arrest the cell
cycle at the S and G2/M phases, particularly in PC-3. Both green and light roast coffee
extracts induced a significant reduction in cell viability and induced apoptosis in PC-3
and DU-145, with light roast coffee being more effective. Coffee caused a more
pronounced reduction in cell viability and apoptosis in DU-145 compared to PC-3. This
difference may be related to the direct and indirect effects of bioactive compounds
degraded and formed in coffee during roasting, which may act on different signaling
pathways in these cell lines. The extraction technique used produced Arabica coffee
extracts with higher total phenolic content and significant results for light roast samples
in the cell cycle of PC-3 and DU-145 compared to other techniques tested in previous
studies. Despite the satisfactory results observed in cell viability and apoptosis, the
results for PC-3 were lower than those obtained by ultrasound-assisted extraction, a
less costly technique. The economic viability of this technique may be considered a
limiting factor for its application. Supercritical Arabica coffee extracts may be effective
in the prevention and treatment of prostate cancer; however, further studies are
needed to confirm this efficacy and assess the molecular mechanisms involved. In
particular, in vivo trials are necessary to determine doses for the prevention and
treatment of prostate cancer.

Keywords: coffee, bioactive compounds, prostate adenocarcinoma, cell line PC-3, cell
line DU-145, supercritical fluid.
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1 INTRODUGAO

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, sendo produzido a partir
dos graos torrados do fruto do cafeeiro, servido tradicionalmente quente, mas também
pode ser consumido gelado (INTERNATIONAL ORGANIZATION OF COFFEE [ICO],
2018). Pode ser preparado e apresentado de diversas formas, por exemplo, expresso,
prensa francesa, café com leite etc. O café é ligeiramente acido e pode ter um efeito
estimulante em humanos devido ao seu teor de cafeina (DESHPANDE et al., 2019).

Segundo a Organizagdo Internacional do Café (ICO, 2021), o café é a
commodity agricola mais comercializada no mundo. Cerca de 80 paises tropicais e
subtropicais produzem café extensivamente e, em alguns casos, € o principal produto
de exportagdo agricola (ESQUIVEL & JIMENEZ, 2012; ICO, 2021). Estima-se que a
industria cafeeira tenha um faturamento mundial de mais de 100 bilhées de dodlares,
sendo até 20 bilhdes de ddélares envolvidos apenas com exportagdes (JANDA et al.,
2020). Vale destacar que o Brasil € o maior produtor e exportador de café e o segundo
maior consumidor da bebida no mundo (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO [CONAB], 2018; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
[FAQ], 2020).

O café também ¢é conhecido por possuir propriedades bioativas que estao
relacionadas principalmente a sua capacidade antioxidante (WACHAMO, 2017;
NAVEED et al., 2018). Estudos sugerem que o consumo de café atua na redugao do
risco de varias doencas crénicas nao transmissiveis, incluindo o Alzheimer, Parkinson,
doencgas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlica e o cancer
(BULDAK et al., 2018; SARRIA et al., 2018).

O cancer, em geral, se desenvolve devido a mutagbes sucessivas em genes,
que alteram a morfologia e fisiologia celular (HASSANPOUR & DEHGHANI, 2017). O
estresse oxidativo leva a inflamagao por vias redox, aumentando a circulagdo de
marcadores inflamatérios (KUO et al., 2020; POULSEN, LAMBERT & JEPPESEN,
2020). A resposta inflamatéria causa lesao tecidual e dano ao DNA (KUO et al., 2020;
MURATA, 2018). Esse disturbio afeta o ciclo e a divisdo celular, a sinalizagcdo da
apoptose e os mecanismos de reparo do DNA, levando ao cancer (HASSANPOUR &
DEHGHANI, 2017).



17

Além dos fatores de risco ndao modificaveis, como idade, histéria e etnia, o
desenvolvimento do cancer também pode ser influenciado pela dieta e por fatores
ambientais, por meio da epigenética, que envolve alteragbes na transcricdo génica
sem nenhuma alteragcdo na sequéncia de nucleotideos (KGATLE et al., 2016).

O cancer de proéstata (CaP) se desenvolve quando as células prostaticas
secretoras de sémen mutantes comegam a se proliferar incontrolavelmente. Se o CaP
nao for tratado, ele pode metastatizar, geralmente para os linfonodos, para o osso do
quadril e depois para outros 6rgdos. Normalmente, ndo € diagnosticado nos estagios
iniciais porque inicialmente é assintomatico (KGATLE et al., 2016). O CaP é o segundo
tipo de cancer mais comum entre os homens no mundo, correspondendo a estimativa
de 14,1% dos todos os cénceres para 2023 (BRASIL, 2022).

O consumo elevado de fitoquimicos naturais de plantas esta associado a
beneficios para a saude (MURATA, 2018). O café € uma importante fonte de
compostos fitoquimicos da dieta que podem contribuir para a prote¢cao contra o CaP
(MONTENEGRO, SILVA & TEODORO, 2022).

Em relacdo ao efeito protetor sobre o risco de desenvolver cancer de préstata,
ha evidéncias de que o café modula a transcricao de genes relacionados ao cancer e
a inflamacao devido a seus compostos bioativos (CHEN et al., 2021). Ainda, existem
algumas metanalises com dados epidemiolégicos explorando a associagdo da
ingestao de café e risco de CaP (CAO et al., 2014; CHEN et al., 2021; LIU et al., 2015;
LU et al., 2014; PARK et al., 2010; WANG et al.,, 2016). No entanto, apesar das
evidéncias epidemioldgicas, o cancer de préstata e sua correlacdo com o café, e os
mecanismos pelos quais essa protecdo ocorre ainda n&o sao totalmente
compreendidos (TVERDAL, 2015).

Dentre as substancias presentes no café que afetam o corpo humano,
destacam-se os polifendis, incluindo a cafeina, o acido cafeico, a trigonelina, o acido
clorogénico e os diterpenos como cafestol e caveol (BULDAK et al., 2018; HU et al.,
2019).

Vale destacar que o conteudo de compostos bioativos no café depende de
muitas condic¢des, tais como: variedade genética, ambiente e manejo, bem como as
modificagdes induzidas durante o processamento pés-colheita, como fermentacao e
grau de torrefacdo (DURAN et al., 2017; JUNG et al., 2017). Dentre as etapas da

cadeia produtiva do café, o processo de torrefagdo € fundamental, pois degrada e
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forma novos compostos, principalmente por meio da reagado de Maillard, bem como
pode estar relacionado a redugao de compostos bioativos e, possivelmente, aos
efeitos protetores (DIAZ, ORMAZA & ROJANO, 2018).

Com os recentes avancgos nas ciéncias meédicas e nutricionais, os produtos
naturais e os alimentos promotores de saude receberam grande ateng¢ao tanto dos
profissionais de saude quanto da populagao em geral. Estes alimentos funcionais e
fitonutrientes ou fitoterapicos desempenham um papel positivo na manutencdo do
bem-estar, melhorando a saude e modulando a fungdo imunoldgica para prevenir
doencgas especificas. Nesse contexto, crescentes demandas tem aumentado o
consumo de extratos vegetais e produtos naturais isolados de plantas e fontes de
alimento de interesse terapéutico (ZHAO, 2007).

Especificamente na terapia de enfermidades infecciosas e do cancer, estima-
se que mais de 75 e 60%, respectivamente, dos farmacos atualmente empregados
sdo derivados de fontes naturais, sendo muito deles compostos com atividade
antioxidante que podem agir em diversos niveis da sequéncia oxidativa nos sistemas
bioldgicos (JUSTO & MORAES, 2008).

Uma vez que compostos biologicamente ativos geralmente estao presentes nas
plantas em baixas concentragbes, métodos de extracao eficientes e seletivos sao
necessarios para a obtencao destes a partir dos materiais vegetais (LANG & WAI,
2001). No contexto do estudo de produtos naturais, o termo extragao significa retirar,
da forma mais seletiva e completa possivel, as substancias ou a fracdo ativa contida
no material vegetal (SONOGLIO et al., 2007).

Neste contexto, a técnica do fluido supercritico € uma metodologia alternativa
para a extracao do café, sendo um processo que utiliza o didxido de carbono como
extrator, no qual ndo é inflamavel nem téxico, ou seja, ndo produz contaminantes para
0 meio ambiente. Além disso, pode penetrar em matrizes soélidas de forma mais
eficiente quando comparada a solventes liquidos, sendo uma técnica que apresenta

vantagens em relagéo as técnicas convencionais de extracado (NASTI et al., 2021).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos histéricos e econdmicos do café

O café continua sendo a commodity mais valiosa globalmente e uma das
bebidas mais consumidas (ICO, 2021). A cadeia produtiva do café exerce significativa
influéncia no setor econdbmico mundial, tornando-a a segunda mercadoria mais
comercializavel do mundo (COSTA et al., 2023). De acordo com dados da ICO, cerca
de 129 milhées de sacas de 60kg de gréos de café foi exportado em todo o mundo
em 2021-2022 (ICO, 2021).

Cerca de 80 paises tropicais e subtropicais produzem café extensivamente e,
em alguns casos, € o principal produto de exportagdo agricola (ESQUIVEL &
JIMENEZ, 2012; ICO, 2021). Apesar dos paises desenvolvidos serem os maiores
consumidores de café, 90% dos cafezais sao cultivados em paises em
desenvolvimento, principalmente na América Central e do Sul, na Africa e no sul da
Asia (CHEN; MA; KITTS, 2018). Brasil, Vietna e Coldmbia sdo os maiores produtores
e exportadores de café do mundo, com 39, 26 e 12 milhdes de sacas exportados,
respectivamente, no periodo de 2021-2022, o que equivale a 60% da producao
mundial (ICO, 2021).

A pandemia de COVID-19 trouxe impacto negativo na producao, exportagao e
consumo do café no ano cafeeiro de 2019/2020 devido as politicas de restricao e
distanciamento social aplicadas. A partir de 2021 a economia global comegou a se
recuperar, expandindo 6,1% em 2021 e os paises comegaram a flexibilizar as regras
de isolamento social apés a pandemia do COVID-19, assim, o consumo de café voltou
a aumentar. A produgao (1,1%), a exportacao (1,6%) e o consumo de café (1%)
voltaram a crescer no ano cafeeiro de 2020/2021 em comparagao com o anterior (1CO,
2021).

O Brasil € o maior produtor e exportador de café e segundo maior consumidor
da bebida no mundo (CONAB, 2018; FAO, 2020). O café é o 5° produto na pauta de
exportagdo brasileira, movimentando US$ 5,2 bilhdes em 2017 (BRASIL, 2018). Os

principais estados brasileiros produtores de café sao: Minas Gerais, Espirito Santo,
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Sao Paulo, Bahia, Rondénia, Parana, Rio de Janeiro, Goias, Mato Grosso e
Amazonas, que correspondem a 99,6% da producao nacional (CONAB, 2018).

Embora mais de 100 espécies de café tenham sido identificadas em todo o
mundo, apenas duas sao economicamente importantes, sdo elas a Arabica (Coffea
arabica), e a Robusta (Coffea canephora) (COSTA et al., 2023). Ambas sao diferentes
em muitos aspectos, incluindo climas ideais de crescimento, aspectos fisicos,
composi¢cdo quimica e caracteristicas da bebida feita com as sementes moidas e
torradas (FARAH, 2012).

A espécie Coffea arabica é a mais comercializada e possui maior aceitabilidade
no mercado, devido suas caracteristicas sensoriais, como dogura, acidez, aroma e
corpo (DEBONA et al., 2020). Ela é originaria da Etiopia, da regido de Kaffa. No inicio,
o café era conhecido apenas por suas propriedades estimulantes e a fruta era
consumida fresca, sendo utilizada para alimentar e estimular os rebanhos durante as
viagens (MARTINS, 2008).

A partir do século 1X, o consumo de infusdes do fruto do café difundiu-se por
todo o Oriente proximo, mas a torra dos graos foi registrada pela primeira vez na
Pérsia no século XVI. No século seguinte seu consumo ja era bastante difundido o
que levou os europeus a realizarem seu plantio em suas coldnias tropicais (KOBLITZ,
2011).

No século XVII, os cafés comegaram a surgir em varias cidades europeias,
incluindo Londres, Paris e Viena. Os cafés europeus se tornaram centros de encontro
intelectual, onde artistas, escritores e fildsofos se reuniam para discutir ideias e trocar
informacdes, ou seja, o café se tornou uma parte importante da cultura europeia e um
simbolo do lluminismo (MARTINS, 2008).

No século XVIII, o cultivo do café se espalhou para outras partes do mundo,
incluindo as coldnias europeias na América. O café se tornou um importante produto
de exportagcdo para paises como Brasil, Coldmbia e Costa Rica, impulsionando o
crescimento econdmico desses paises. O surgimento das plantagcdes de café nas
Ameéricas foi acompanhado pelo uso intensivo de mao de obra escrava, o que teve um
impacto significativo na histdria do comércio de escravos (MARTINS, 2008).

A histéria do café continuou a evoluir ao longo dos séculos seguintes, a

popularidade da bebida se espalhou pelo mundo, e diferentes cultivares de café foram
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desenvolvidas, cada uma com caracteristicas distintas de sabor e aroma (KOBLITZ,
2011).

No Brasil, o café chegou pela Guiana Francesa em 1727, sendo as primeiras
plantacdes realizadas na regido Norte — no Para e no Maranh&o. O cultivo se adaptou
melhor no Vale do Paraiba, de onde se difundiu para o sul de Minas Gerais, Parana e
Sao Paulo (KOBLITZ, 2011).

Tradicionalmente, o café € produzido no Brasil desde a época do império, com
a mao-de-obra imigrante a cultura ganhou impulso e durante trés quartos de século,
quase toda riqueza do pais se concentrou na agricultura cafeeira. Durante toda sua
histéria, tem sido uma importante fonte de renda para a economia do pais e
contribuindo para o PIB (Produto Interno Bruto) do Brasil (MARTINS, 2008).

2.2 Café

Café é o nome dado a bebida produzida pela infusdo do produto obtido da
secagem, da torrefacdo e da moagem das sementes do fruto do cafeeiro
(ANUNCIACAO & JUNIOR, 2016).

O cafeeiro € uma planta de porte arbustivo ou arbéreo pertencente a familia
Rubiaceae, que tem cerca de 500 géneros e mais de 6.000 espécies
(CLIFFORD&WILSON, 1985; WRIGLEY, 1988). De maneira geral, pode-se dizer que
o cafeeiro € um arbusto perene, cuja altura varia entre dois a seis metros e, no estado
selvagem, sem nenhum tipo de condugado, pode chegar a 10 metros. As folhas,
quando adultas, sdo de coloracao verde-escura e brilhantes, formato eliptico e bordas
onduladas. Os frutos sdao de formato oblongo, de coloracdo amarela ou vermelha,
encerrando duas sementes envolvidas por uma membrana resistente comumente
chamada de pergaminho (CARVALHO, 2007).

Seus constituintes mais importantes sao: 6leos, celulose, agua e agucares
redutores. Os graos livres do endosperma constituem o chamado café verde e,
quando os graos sao torrados, os agucares sofrem caramelizagao, a umidade diminui
e desenvolve-se o aroma caracteristico de café (ANUNCIACAO & JUNIOR, 2016).

O fruto do café é uma drupa constituida de duas sementes cobertas por uma

camada de aspecto pergaminhoso (endocarpo) formada por fibras esclerenquimaticas
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alongadas com limen estreito e pontoacdes arredondadas (FUNDACAO EZEQUIAS
DIAS [FUNED], 2012).

A Figura 1 mostra que a semente do café apresenta forma plana convexa
sulcada longitudinalmente na face plana e é formada a partir do exocarpo, mesocarpo,
endocarpo, casca prateada e do préprio grédo, denominado endosperma (FUNED,
2012). O exocarpo, também conhecido como casca externa, € o componente mais
externo do fruto, formado por um unico parénquima e cloroplasto celular; o mesocarpo
€ a camada intermediaria pastosa do grdo, chamada de mucilagem, que é composta
de carboidratos (pectina, glicose e frutose), proteinas, minerais, polifendis e cafeina.
A semente (endosperma) tem uma camada de protecdo conhecida como
espermodérmica, chamada de pele prateada e o endosperma tem a fungao biologica
de proteger o proprio embrido do café (COSTA et al., 2023).

Figura 1 - (A) Desenho do fruto do café e suas partes. Fotos dos frutos de cafés em: (B) diferentes

estagios de maturacao, (C) corte transversal do fruto com a casca removida, (D) grao com
mucilagem, (E, F) graos ap6s secagem com o pergaminho e (G) grao cru com a pelicula prateada.

Casca/Polpa

Mucilagem: )
Pergaminho

Gri Pelicula prateada

Fonte: DURAN et al., 2017.



23

O género Coffea possui mais de 103 espécies descritas na literatura, mas,
apenas quatro espécies sao difundidas no comércio mundial: Coffea arabica, Coffea
canephora, Coffea liberica e Coffea excelsa, sendo as duas primeiras
significativamente mais expressivas (COSTA et al., 2023). A Figura 2 mostra as

diferencas morfoldgicas entre as duas espécies mais produzidas no mundo.

Figura 2 - As duas espécies de café mais comercializadas no mundo.

Coffea canephora

Fonte: COSTA et al., 2023.

2.2.1 Coffea arabica

O Coffea arabica foi descrito pela primeira vez por Lineu em 1753
(CLIFFORD&WILSON, 1985). Ele possui caracteristicas sensoriais consideradas
superiores, devido seu sabor doce e aroma forte e possui uma produgao em larga
escala no mundo todo, sendo consumido puro ou em misturas (com outras espécies)
(COSTA et al., 2023).

Suas variedades mais conhecidas sédo o “Typica” e o “Bourbon”, mas a partir
dessas variedades desenvolveram-se muitas linhagens e cultivares, como o Caturra
(Brasil, Colébmbia), o Mundo Novo (Brasil), o Tico (América Central), o San Ramon
anéo e o Blue Mountain jamaicano (CLIFFORD&WILSON, 1985; WRIGLEY, 1988).
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A espécie Coffea arabica difere das demais espécies por apresentar maturagao
dos frutos em menor tempo, variando de 7 a 9 meses. Além disso, o café arabica é
mais suscetivel a pragas e variagdes abidticas (temperatura, umidade, pH e altitude)
devido a sua forma. Além disso, o Coffea arabica tem niveis mais baixos de cafeina e
soélidos soluveis (COSTA et al., 2023). Em relagao ao cultivo, esta espécie necessita
de altitudes superiores a 600m e um clima ameno (15-22°C), sendo cultivado a
sombra devido a sua maior susceptibilidade a variagado de temperatura, ou seja, sem
esses fatores abidticos, o desenvolvimento da planta é prejudicado (COSTA et al.,
2023).

2.2.2 Coffea canephora

O Coffea canephora, popularmente conhecido por sua variedade Coffea
robusta (café Robusta), é nativo da Africa Central, e seu cultivo é popular em paises
asiaticos e no Brasil (COSTA et al., 2023). Ele ¢é utilizado para a produgao de cafés
com sabor mais forte e amargor pronunciado, € menos aromatico e possui teor mais
elevado de sdlidos soluveis e de compostos bioativos que o café arabica (RINCON,
2011; YILMAZ & ACAR-TEK, 2017; COSTA et al., 2023).

Geralmente é utilizado em blends, nos quais € combinado com o café arabica,
e pode representar até 30% do produto (COSTA et al., 2023). Ainda, é frequentemente
usado para producao de café soluvel por causa de seu baixo custo e alta eficiéncia
(RINCON, 2011; YILMAZ & ACAR-TEK, 2017).

Os cafeeiros de Coffea robusta sao multicaules, com um ciclo fenoldgico (9-11
meses) mais longo do que o café arabica. Morfologicamente, suas raizes sao
geralmente mais desenvolvidas que as de café arabica e pode absorver ainda mais
nutrientes e agua do solo, tornando a planta mais resistente a deficiéncias hidricas e
nutricionais. As folhas s&o maiores que a espécie Coffea arabica, com coloracao verde
menos intensa. Os frutos sao arredondados, vermelhos (intensos a claro) e pode ser
amarelo (raro). Os graos de Coffea canephora tém uma vida util mais curta do que
Coffea arabica e, portanto, séo recalcitrantes (COSTA et al., 2023).

O Coffea canephora é cultivada em baixas altitudes (0-900m), climas

equatoriais e temperaturas variando de 17°C (minimo) a um maximo de 31°C, ele pode
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ser cultivado em ambiente com temperaturas mais altas, sendo mais adequado para
cultivo a pleno sol (COSTA et al., 2023).

2.2.3 Composic¢ao quimica

A composicdo quimica do café cru é influenciada pela variedade genética,
condi¢bes ambientais como altitude, temperatura e umidade, e pelo processamento
pos-colheita; fatores que influenciam a qualidade da bebida do café (DURAN et al.,
2017; FERRAO et al., 2009; VELOSO et al., 2020).

O gréo do café (café verde) é composto principalmente de agua, carboidratos,
fibras, proteinas e aminoacidos livres, lipidios, minerais, acidos organicos, acidos
clorogénicos, trigonelina e cafeina (FARAH, 2012).

A infusdo do café é€ um produto de complexa composicdo quimica,
principalmente apds sua torrefacdo, onde compostos originais do grédo sao
degradados e novos compostos sdo formados garantindo a presenca de substancias
nutritivas, bioativas e suas caracteristicas de sabor e aroma (ABRAHAO et al., 2010).

O sabor caracteristico do café se deve a presenca de varios constituintes
quimicos volateis e ndo volateis, destacando-se os acidos, aldeidos, cetonas,
proteinas, aminoacidos livres, acidos graxos, extrato etéreo e a agdo de enzimas em
alguns destes constituintes (FERNANDES et al., 2001).

Os carboidratos (soluveis e insoluveis) sao os principais constituintes do grao
de café cru (40 — 65,5%). No caso dos carboidratos soluveis, o teor € de 6 a 12,5%, e
corresponde aos monossacarideos (frutose, glicose, galactose, arabinose) e,
oligossacarideos (sucrose, rafinose, estaquiose); os polissacarideos representam
aproximadamente 50% do peso seco total do grdo de café verde (polimeros de
galactose, manose e arabinose) (DURAN et al., 2017; DESHPANDE et al., 2019).

As sementes contém cerca de 11 a 12% de proteinas e uma pequena fragao
de aminoacidos livres. Os aminoacidos sulfurados sdo considerados importantes para
a formacao do aroma caracteristico do café, durante a torra (KOBLITZ, 2011).

A fracéao lipidica (6leos e ceras) representa entre 7,7 € 16% da composicéo
quimica do grao de café cru, composta principalmente por triacilglicerdis, esterdis e

tocoferdis. Em relacdo a composicdo mineral do grdao de café, sdo encontrados
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principalmente potassio (1,1%), calcio (0,2%) e magnésio (0,2%), com a presenca de
tracos de outros minerais, tais como: sédio, ferro, manganés, rubidio, zinco, cobre,
estréncio, cromo, vanadio, bario, niquel, cobalto, chumbo, molibdénio, titanio e cadmio
(DURAN et al., 2017; DESHPANDE et al., 2019).

O café verde também possui vitaminas hidrossoluveis e lipossoluveis, sendo a
principal vitamina lipossoluvel presente, a vitamina E e seus niveis dependem do
processamento pos-colheita e do tempo de armazenamento (DESHPANDE et al.,
2019). As vitaminas hidrossoluveis também foram detectadas no café verde, mas em
quantidades muito menores do que é fisiologicamente relevante, no entanto, sao
totalmente destruidas durante a torrefagao por serem termolabeis (DESHPANDE et
al., 2019).

Existem diversos compostos nitrogenados nao proteicos no gréo de café cru,
tais como: a cafeina, teofilina, teobromina e trigonelina (DURAN et al., 2017). O café
possui de 1 a 2,5% de cafeina, que € o componente mais conhecido por seus efeitos
estimulantes sobre o sistema nervoso central (SNC), e geralmente € associada a uma
melhora no estado de alerta, na capacidade de aprendizado e resisténcia ao esforgo
fisico (PAULA & FARAH, 2019).

O café também contém quantidades significativas de acidos clorogénicos,
responsaveis por grande parte da atividade antioxidante da bebida, na proporcao de
7 a 10%, isto é, teor de trés a cinco vezes maior que o de cafeina, e ainda com
potencial atividade antibacteriana, antiviral e anti-hipertensiva (FARAH, 2019). Os
teores de acido clorogénico sofrem intensa degradacao durante o processamento
térmico do grao e da origem a uma série de compostos volateis, como os fendlicos,
que sao importantes para o sabor do café (ELIAS, 2019).

O café arabica possui em torno de 1 a 1,2% de trigonelina, uma n-metil betaina,
responsavel pela formacao de produtos de degradacao como pirréis e piridinas que
também sdo importantes para o aroma do café (ALVES, 2012; DURAN et al., 2017,
PINHEIRO et al., 2019). A Tabela 1 apresenta um comparativo da composigao

quimica dos graos crus de café arabica e robusta.
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Tabela 1 - Composigéo quimica do grao cru de C. arabica e C. canephora.

Componentes Café arabica (%) Café Robusta (%)
Cafeina 0,7-14 1,2-24
Trigonelina 1,0-1,2 0,6 -0,7
Minerais 3-4,2 3-4,2
Lignina 1-3 1-3
Proteinas 11-13 11-13
Aminoacidos livres 0,2-0,8 0,2-0,8
Oleos 7,7-16 7,7-16
Ceras 0,2-0,3 0,2-0,3
Acidos clorogénicos totais 35-73 7,0-14,0
Acidos alifaticos nao volateis 2-29 1,3-2.2
Acidos volateis 0,1 0,1
Carboidratos soluveis 9-12,5 6,0-11,5
Polissacarideos insoluveis 46 — 53 34 - 44

Fonte: DURAN et al., 2017.

2.2.4 Produgao e processamento dos graos

O fruto do café passa por diversas etapas de processamento até o produto final,
sendo o principal, a infusdo. Cada etapa é fundamental para a obtencdo de um café
de boa qualidade. Durante as etapas de processamento, o café passa por inUmeras
modificagdes fisicas, mas principalmente quimicas (FARAH, 2012).

A colheita € uma etapa fundamental no pré-processamento do café e esta
associada a qualidade do produto, que é determinada pelo grau de maturagéo dos
frutos. A presenca de frutos imaturos resulta em graos defeituosos e de ma qualidade,
enquanto os graos maduros resultam em uma bebida de alta qualidade. Esta etapa
pode ser realizada manualmente ou mecanicamente, dependendo do método de
colheita, o nivel de defeitos do grao pode variar (COSTA et al., 2023).

Os frutos do café sdo normalmente colhidos de trés maneiras: colheita manual,
semimecanizada (com trabalhadores e uso de maquinas) ou colheita mecanica. No
primeiro método, os frutos maduros, conhecidos como cerejas, sao colhidos um a um,
no entanto, como os frutos do café geralmente ndo amadurecem simultaneamente,
esse método é demorado e, portanto, mais caro. Por outro lado, a colheita tende a

produzir sementes de café de melhor qualidade do que os outros métodos, tanto em
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termos de sabor quanto de saude. A colheita semimecanizada dos galhos do cafeeiro
coleta as sementes imaturas, maduras e muito maduras junto com as folhas. E a
colheita mecanizada é realizada sacudindo as arvores ou arrancando os galhos com
um aparelho semelhante a um pente flexivel. Os dois ultimos métodos podem levar a
colheita de graos em diferentes graus de maturacdo, fermentagdo, defeituosos,
danificados por insetos e quebrados (FARAH, 2012).

A Figura 3 apresenta um esquema simplificado das etapas do processamento
do café, uma bebida produzida pela infusdo do produto obtido da separacéo,

secagem, torrefacdo e moagem das sementes do cafeeiro (MORAES, 2002).

Figura 3 - Etapas do processamento do fruto do café para produgéo da bebida.

FRUTO DO CAFE

Separacdo da polpa,
heneficiamento da
semente e secagem v

Café verde <—‘

Beneficiamento:
Via seca, Via Umida

Torrefacdo
¥

Café torrado

Moagem

h 4

Café torrado e moido

Extracdo comum

4

Bebida

Fonte: Adaptado de MORAES, 2002.

Apos a colheita, os frutos do café devem passar por um processamento
preliminar para separar sementes do restante dos frutos, consistindo em processos
de lavagem e separagao. Eles sdo entdo separados com base no numero e categorias
de defeitos, tamanho e outros fatores, para auxiliar na classificacdo dos lotes de café
(FARAH, 2012).

Os métodos de processamento mais utilizados sao as vias seca e umida. Os

dois métodos apresentam algumas variagdes dependendo de onde o procedimento
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sera realizado, mas, geralmente, sdo os mais conhecidos e mais utilizados (COSTA
et al., 2023). A principal diferenga entre os métodos de processamento seco e umido
€ que no processamento umido, as sementes sdo separadas da polpa e da casca
antes da secagem (FARAH, 2012).

No método de processamento seco, as sementes sdo expostas ao sol ou a
secadores de ar até que o teor de umidade seja reduzido a aproximadamente 10% a
12%. Apds a secagem, os frutos sdo limpos e descascados, e entdo a pele seca e a
polpa sdo removidas, deixando um material mucilaginoso. Ja a técnica de
processamento umido € mais sofisticada e geralmente produz uma bebida de maior
qualidade; antes de descascar e separar as sementes, a selegao da cereja ocorre em
tanques de flutuacdo, seguidos de imersdo e fermentacdo. Durante a fermentagéo
podem ser adicionadas enzimas, a pelicula prateada é removida e a acidez aumenta
(o pH pode ser reduzido para 4,5). As sementes sao entdo exaustivamente lavadas,
polidas, e secas ao sol e/ou ao ar. O processamento umido é frequentemente usado
onde o café é colhido por colheita manual em paises como Colémbia, Asia e América
Central (FARAH, 2012).

A torrefagdo, € uma operacao de destaque das etapas pds-colheita, pois ela
converte o grao verde em torrado, tornando-o apto para moagem e extragao da bebida
(SCHENKER; ROTHGEB, 2017). A torrefacao melhora sua palatabilidade e auxilia na
liberagdo dos seus aromas caracteristicos; o grao do café pode ser processado a
diferentes niveis de torrefagao, formando cafés de torra clara até cafés de torras mais
escuras (FARAH, 2012).

Os graus de torra podem ser divididos em trés tipos: torra clara, torra média e
torra escura. A torra clara apresenta acidez acentuada, aroma e sabor suaves € menor
amargor; ja a torra média acentua o aroma e o sabor; e a torra escura diminui a acidez
e acentua o sabor amargo (ALVES, 2012).

Os diferentes graus de torrefacdo produzem bebidas com diferentes perfis
aromaticos, produzindo cafés com aromas ricos em mais compostos volateis, como
acidos volateis e furanos enfatizando as notas frescas e florais, como cafés com
aromas ricos em pirazinas, furanos e piridinas, enfatizando notas torradas e
caracteristicas terrosas. Sugerindo que o controle do grau de torra € influenciado por

uma taxa, considerando-se o bindbmio tempo x temperatura, sendo necessario um
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conhecimento da composigao volatil para o desenvolvendo do perfil de torra desejado
para a bebida (TOLEDO et al., 2016).

O processo de torrefagdo € dividido em trés fases: secagem, torrefagcéo e
resfriamento. A primeira fase é caracterizada pela liberagdo de agua e compostos
volateis presentes nos graos. A segunda fase é caracterizada pelas reagdes de
pirdlise e pela reacdo de Maillard, onde os graos de café escurecem para uma cor
marrom devido a caramelizagdo dos acgucares. O final dessa etapa é caracterizado
por um evento conhecido como “crack” onde, devido ao aumento da pressao interna,
ocorre a expansao dos graos causando pequenas rachaduras em suas paredes. A
terceira fase, o resfriamento, € necessaria para evitar a carbonizacdo do grao, pois
paralisa as reagdes de pirdlise e, tanto o ar quanto a agua podem ser utilizados como
“agentes de resfriamento” (CAMPOS, 2016; PEDROSA; 2018).

As elevadas temperaturas necessarias para a etapa de torrefagdo do café
causam mudangas fisicas e quimicas nas sementes, e consequentemente na
bioatividade da bebida. Ha alteragcdes, por exemplo, na caramelizacido da sacarose
(em 160°C) e na geragédo da reacdo de Maillard (em 190°C), causada pelo seu
precursor, a asparagina (FARAH, 2012; LUDWIG et al., 2014).

A reagao de Maillard é uma compilacdo de reagdes nao enzimaticas entre
acucares e grupamentos amino de aminoacidos livres, e ocorre principalmente em
alimentos submetidos ao processamento térmico (NURSTEN, 2005). Na primeira fase
da reagdo, a condensagao entre um grupo amino de proteinas, peptideos ou
aminoacidos livres e o grupo carbonila de um redutor agucar ocorre. A condensagao
libera agua e forma uma base de Schiff instavel. Na segunda etapa, a base Schiff se
rearranja, formando produtos Amadori ou Heyns que, na terceira e ultima etapa da
reacdo, sdo fracionados e sofrem reacbes de desidratacdo, retroaldolizagdo e
enolizagdo, gerando compostos dicarbonilicos e produtos carbonilicos insaturados
(compostos heterociclicos e redutores). A partir desta cascata de reacédo, podem ser
formados 5-hidroxometilfurfural (HMF) e compostos ciclicos com alta reatividade.
Estes compostos intermediarios, como o HMF, podem ser polimerizados, formando
compostos chamados de melanoidinas (COSTA et al., 2023), pigmentos
macromoleculares e heterogéneos de coloragdo marrom (DURAN et al., 2017).

O controle de grau de torra pode ser feito basicamente por perda de umidade,

cor e/ou por perfil, levando-se em consideragao o bindmio tempo x temperatura. Além
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disso, 0 aumento das temperaturas de torra tem efeito direto sobre a perda de massa
total, o que possibilita o estabelecimento de taxas de perda de massa para cada
temperatura de torrefacdo (BARBOSA et al., 2020).

A Tabela 2 mostra os principais compostos presentes no café verde, ou seja,
nos graos de café antes da torrefagao, e o aparecimento ou aumento de determinados
componentes nos graos de café torrado (NIGRA, TEODORO & GIL, 2021).

Tabela 2 - Compostos que aumentam ou diminuem durante o processo de torrefagdo do grdo de
café. A coluna da esquerda mostra os mais abundantes compostos no café verde que séo perdidos
durante o processo de torrefagao, enquanto a coluna da direita mostra aqueles que aparecem
durante a o processo de torrefacao.

Processo de
Torrefagao de
graos de café

Acucares,

polissacarideos e Sacarose, frutose, arabinose,

metabdlitos de galactose, glicose, manose, manitol, Hidroximetilfurfural
agucar xilose, ribose

Proteinas e

Asparagina, prolina, glutamina,

aminoacidos e ; . . . Proteinas
histidina, leucina, fenilalanina, alanina

Lipidios e acidos Palmitico, estearico,

graxos araquinidico, linolénico, oleico, PUFA n-6, MUFA +PUFA

araquidénico

Acidos 1-FQA, 4-CoQA, 4-FQA, 3-CQA, 5-

clorogénicos CQA. 4-CQA. 5-FQA, 4,5-diCQA. 3 4- 3-CoQA, 3-FQA, 5-CoQA, lactonas

(CGA) diCQA. 3 5-diCQA de acido clorogénico.
Acidos organicos Citrico, GABA, malico, quinico, Ga’I|90, cafelcq, _acetlc_o, fc?rr_mco,
fenslico lactico, siloquinico, nicotinico
(niacina/Vitamina B3)
Cafeina, trigonelina, contetudo ¥- quinideo, fI_ayqn_mdes, N-
Outros . - . metilpiridinio,
polifendlico, colina, cafestol, caveol, . " .
compostos ésteres alquilicos, ésteres de

fluoreto AR .
shiquimoil, melanoidinas

Legenda: Os compostos bioativos conhecidos estdo marcados em negrito. GABA: acido gama-
aminobutirico; PUFA: acidos graxos poliinsaturados; MUFA: acidos graxos monoinsaturados. Fonte:
Adaptado de NIGRA, TEODORO & GIL, 2021.

Durante a torrefacao, os graos de café sao expostos a altas temperaturas em
um dado periodo de tempo, fazendo com que ocorra uma ruptura na estrutura celular
dos frutos, liberando agua e compostos aromaticos; enquanto se expulsa a umidade,
0s aminoacidos e agucares redutores reagem, produzindo melanoidinas, o que causa
o escurecimento do grao (BHUMIRATANA; ADHIKARI; CHAMBERS, 2011). Quanto

mais escuro o grau de torrefacdo, maior a quantidade de melanoidinas presentes na
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bebida e sua complexidade estrutural (VITAGLIONE; FOGLIANO; PELLEGRINI,
2012).

Conforme destacado na Tabela 2, durante o processo de torrefacdo, a
concentragdo de alguns compostos nutracéuticos, como: 5-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-
diCQA, acido fendlico, trigonelina, polifendis, cafestol e caveol, diminuem enquanto
outros sdo formados, como: melanoidinas, lactona de acidos clorogénicos, acido
galico, acido nicotinico, acido cafeico, flavonoides e N-metilpiridinio (todos marcados
em negrito na Tabela 2) (NIGRA, TEODORO & GIL, 2021).

Esse delicado equilibrio entre a formacédo e a decomposi¢cdo de compostos
bioativos permite os efeitos bioldgicos do café de torra mais escura encontrado em
modelos experimentais (NIGRA, TEODORO & GIL, 2021). Algumas vezes, esses
efeitos sdo maiores no café de torra escura do que na torra mais clara, apesar do teor
de antioxidantes no café escuro ser menor (SAMOGGIA & RIEDEL, 2019). De fato,
Priftis et al. (2015) relataram que em oito das 13 variedade de café estudados, o café
torrado aumentou a atividade de eliminacao de radicais livres.

Por outro lado, além da formagdo de caracteristicas desejaveis, o
processamento térmico do café modifica os compostos do grdo causando também
alteracdes indesejaveis, como a formagao de acrilamida, um dos contaminante do
processo de torrefacdo (ALSAFRA et al., 2023). A acrilamida € um subproduto
indesejado da reacdo de Maillard, e tem sido considerada neurotdxica e carcinogénica
(ABRAHAO et al., 2010; FADRI et al., 2019).

A acrilamida é formanda a partir de aminoacidos livres presentes no café, sendo
a asparagina identificada como a principal precursora da acrilamida; durante a reacao
de Maillard este aminoacido sofre um rearranjo de Amadori (N-glicosideo derivado da
asparagina e glicose), que apds descarboxilagdo e desaminagdo € convertido em
acrilamida. Por ser soluvel em agua, é transferido para a bebida de café durante a
infusdo (ALSAFRA et al., 2023). O tempo de torrefagdo também esta relacionado com
seus teores, pois a acrilamida é formada nos estagios iniciais deste processo; seu
conteudo diminui de acordo com o aumento do tempo de torra apds a temperatura de
200°C, tanto para o café arabica quanto o café robusta (IGNACIO, 2022).
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2.3 Bioatividade dos compostos do café

Os compostos fendlicos, além de serem relatados como contribuintes do sabor
e aroma caracteristicos das bebidas de café, sdo conhecidos em raz&o das
propriedades fisioldgicas e farmacologicas que conferem a saude humana, como a
atividade antioxidante (ABRAHAO et al., 2010; TORRES, 2014).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se, principalmente, a sua
estrutura quimica e suas propriedades redutoras. Essas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo de radicais livres e quelacao de
metais de transi¢cdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do
processo oxidativo (ABRAHAO et al., 2010).

Alguns compostos presentes no café verde e torrado tém sido estudados
devido a propriedades especificas, e inumeros produtos contendo café séao
elaborados na intengdo de combinar seu sabor e aroma com suas propriedades
biolégicas (FARAH, 2012).

Dentre os compostos quimicos presentes no café, aqueles que sé&o
fundamentais e caracterizam sensorialmente os cafés submetidos a torra sdo os
acidos clorogénicos, cafeina e trigonelina (DEBONA et al., 2020). Existem varios
estudos que verificaram que os compostos bioativos tém um efeito anticarcinogénico;
neste contexto, € observado na literatura um aumento no numero de publicagbes
sobre compostos bioativos do café com potencial efeito inibitério em canceres
invasivos e metastaticos (ASMA, et al., 2022; BULDAK et al., 2018; WANG et al.,
2021).

Estudos observacionais apontam uma relagao inversa entre o consumo de café
e a incidéncia de diferentes tipos de cancer (GAPSTUR et al., 2020; KIM et al., 2021;
LEE et al., 2019; NEHLIG et al., 2021), incluindo o cancer de prostata (GAPSTUR et
al., 2017; KIM et al., 2021; SCHIMIT et al., 2020).

Pessoas que consomem de 3 a 4 xicaras de café por dia apresentam um risco
reduzido de todas as causas de mortalidade cardiovascular, bem como da incidéncia
de doencas cardiovasculares, enquanto o alto consumo de café esta relacionado a
um menor risco de incidéncia de canceres e doencas metabdlicas, digestivas,
hepaticas e neuroldgicas. Alguns dos estudos analisados pelos autores relatam que o

consumo habitual de café reduz a concentracdo de marcadores de inflamagao, como
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a interleucina-18, a selectina-E, a proteina C-reativa, as adipocinas e o interferon-
gama (IFN-Y), e aumenta a concentragdo de adiponectina, o que gera efeitos anti-
inflamatorios e aumenta a sensibilidade a insulina (BULDAK et al., 2018).

Extratos de café e seus compostos bioativos (cafeina, acido cafeico, acidos
clorogénicos e o caveol) ttm mostrado efeitos anticarcinogénicos em modelos animais
e culturas de células humanas (BULDAK et al., 2018) e podem ter um papel protetor
contra o cancer de préstata (BAUER et al., 2018; BULDAL et al., 2018; IWAMOTO et
al., 2018; KOLBERG et al., 2016; SOUZA et al., 2020; MONTENEGRO et al., 2021).

2.3.1 Cafeina

A cafeina € uma trimetil xantina e é o principal composto bioativo do café (HU
et al., 2019). Na Figura 4 é apresentada a estrutura quimica da cafeina, substancia
parcialmente responsavel pelas caracteristicas amargas do café (PAULA & FARAH,
2019), sendo o composto mais estudado do café (DURAN et al., 2017).

Figura 4 - Estrutura quimica da cafeina.
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Fonte: DURAN et al., 2017.

Uma vez ingerida, ela € rapidamente absorvida no trato gastrointestinal
superior, com um valor de pico dentro de 60 minutos apds a ingestao, sendo toda a
cafeina absorvida (HU et al., 2019). Sua ingestdo tem sido associada a um elevado
numero de efeitos bioldgicos, principalmente a estimulacdo do Sistema Nervoso
Central (SNC) e simpatico (MARTINI et al., 2016; HU et al., 2019).
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A ingestdo baixa a moderada de cafeina geralmente estd associada ao
aumento do estado de alerta, capacidade de aprendizado, desempenho no exercicio
e, possivelmente, melhora do humor (FARAH, 2012). A cafeina possui também acgéo
estimulante e broncodilatadora, efeito diurético e termogénico (CANO-MARQUINA et
al., 2013).

Alguns dos efeitos benéficos a saude relatados para a cafeina estao
associados a suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, ou seja, sua
capacidade de eliminar radicais hidroxila, inibicdo da peroxidacédo lipidica e da
fosfodiesterase, modulacédo da liberagao de citocinas anti-inflamatdrias, incluindo a
interleucina 10 (IL-10), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 2 (IL-2) e
interferon gama (IFN-Y) (PAULA&FARAH, 2019).

2.3.2 Acidos clorogénicos

Os acidos clorogénicos (CGAs) sao um grupo de polifendis formado entre os
acidos transcinamico e quinico (WACHAMO, 2017; LUKITASARI, NUGROHO &
WIDODO, 2018). Entre os compostos fendlicos do café, os acidos clorogénicos séo
0s mais abundantes, representando mais de 98% de seu conteudo fendlico total
(MARTINI et al., 2016). O café é a principal fonte de ingestao de acidos clorogénicos
no mundo ocidental (YAO et al., 2019).

Os CGAs mais comuns no grao de café sdo os formados a partir do acido
cafeico e dos acidos quinico, ferulico e p-cumarico, principalmente (DURAN et al.,
2017) (Figura 5). O principal acido clorogénico presente no café é o acido 5-
cafeoilquinico, embora outros acidos cafeoilquinicos, ferulilquinicos e dicafoilquinicos

estejam presentes em quantidades significativas (NIEBER, 2017).
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Figura 5 - Estrutura quimica do acido cafeico (A), acido quinico (B), acido ferulico (C), p-cumarico (D),
acido 4-cafeoilquinico (E), 3-FQA (F), 4-FQA (G), 5-FQA (H), acido 5-cafeoilquinico (I) e acido 3-
cafeoilquinico (J).
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Fonte: Adaptado de DURAN et al., 2017.

Dependendo da espécie, os graos de café verde contém cerca de 6 a 10% de
acido clorogénico com base na matéria seca. Durante a torrefagdo, ocorre uma
destruigao progressiva e transformagao dos acidos clorogénicos com 8-10% sendo
perdido para até 1% de peso de matéria seca, No entanto, estima-se que uma xicara
de 200 ml de café torrado e moido pode fornecer de 20 mg (infusao fraca, torrefagao
muito escura) até 675 mg de acido clorogénico (infusdo forte, robusta, torra muito
clara) (CLIFFORD, 1999). A presenca de CGAs no café tem sido relacionada aos
beneficios para a saude do consumo regular de café (YAO et al., 2019).

Os CGAs desempenham varios papéis terapéuticos importantes, tais como
atividades antioxidantes, anti-inflamatorias, antibacterianas, antipiréticas, neuro e
hepato protetoras, regulacédo da glicose e do metabolismo lipidico, ou seja, pode
contribuir na prevencdo da degeneracido da retina, obesidade, diabetes do tipo 2,
hipertensao e o cancer (JABIR et al., 2018; FARAH, 2019).
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2.3.3 Trigonelina

A trigonelina é um alcaldide biologicamente derivado da metilagdo enzimatica
do acido nicotinico (Figura 6). Contribui para o sabor amargo da bebida e € um
precursor para a formacado de diferentes classes de compostos volateis durante a
torrefagédo, como pirrdis e piridinas, alguns dos quais podem conferir um sabor
desagradavel (FARAH, 2012, ALCANTARA, 2019), e na formagao de compostos nao
volateis, como a niacina (ALCANTARA, 2019).

Figura 6 - Estrutura quimica da trigonelina

Fonte: DURAN et al., 2017.

Seu grau de degradacao esta diretamente relacionado com a temperatura do
processo, que deve ser entre 180 e 230°C, com maior intensidade entre 210 e 220°C,
ou seja, a taxa de degradagéao da trigonelina esta mais relacionada a temperatura do
processo de torra do que o tempo em que o grao € exposto ao calor (DEBONA et al.,
2020).

Possui propriedade hipoglicemiante, neuroprotetora, estrogénica,
anticancerigena e anticariogénica (ASHIHARA et al., 2015). Além disso, quando
submetida a altas temperaturas, no caso da torrefacéo dos graos de café, a trigonelina
€ convertida a acido nicotinico ou niacina, uma vitamina do complexo B, que atua
como coenzima de processos metabdlicos e sua deficiéncia causa Pelagra, uma
doenca caracterizada por lesées na pele (FARAH, 2012).

Vale destacar que o acido nicotinico € um promissor agente anti-inflamatério,
pois diminui a proteina quimioatraente de mondécitos-1 (MCP-1) e aumenta a
adiponectina em adipdcitos infundidos com TNF-a (MONTENEGRO, SILVA &
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TEODORO, 2022). Além disso, a trigonelina regula enzimas-chave no metabolismo
da glicose e dos lipidios, evitando invasao e proliferacdo de células cancerigenas
(JABIR et al., 2018; HU et al., 2019).

2.3.4 Diterpenos Caveol e Cafestol

O dleo de café apresenta uma fragdo insaponificavel que contém cafestol e
caveol, dois furanoditerpenos da familia dos cauranos, de interesse devido aos seus
diferentes efeitos fisioldgicos (DURAN et al., 2017). Cafestol e caveol estéo presentes
na forma livre (baixo teor) e esterificada com diferentes acidos graxos no café (Figura
7).

Figura 7 - Estrutura quimica do caveol livre (A), caveol esterificado (B), cafestol livre (C), cafestol
esterificado (D).
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Fonte: Adaptado de DURAN et al., 2017.

Os componentes diterpénicos caveol e cafestol do café possuem acgao
anticarcinogénica, antioxidante e atividade anti-inflamatéria (HU et al., 2019). Eles séo
capazes de aumentar a expressao da proteina de reparo do DNA, O6-metilguanina-
DNA metiltransferase, e algumas enzimas de fase Il. O caveol diminui a ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), uma enzima responsavel pela produgdo de mediadores
inflamatdrios e, atua como quimioatraente de MCP-1, o que significa que pode ser
antiangiogénica (MONTENEGRO, SILVA & TEODORO, 2022).
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2.4 Atividade antioxidante induzida pelo café

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produtos inevitaveis de varios
processos metabodlicos importantes (YAO et al., 2019), eles s&o produzidos
endogenamente pela respiragdo mitocondrial e exogenamente pela exposigdo a
agentes oxidantes (LIANG & KITTS, 2016).

O estresse oxidativo resulta da producédo celular de moléculas oxidantes
superando a capacidade dos antioxidantes de combater esses danos e pode levar ao
desenvolvimento de CaP (MARTINI et al., 2016). Este processo causa a oxidagao de
biomoléculas cruciais, causando danos ao DNA e oxidando enzimas-chave envolvidas
na expressao génica (LIANG & KITTS, 2016).

O café apresenta alta capacidade antioxidante in vitro (BAUER et al., 2018;
SOUZA et al., 2020; MONTENEGRO et al., 2021; LOPEZ-BARRERA et al., 2016;
PERGOLIZZI et al., 2020). Os compostos antioxidantes do café incluem a cafeina, os
compostos fendlicos (principalmente acidos clorogénicos), a trigonelina, os diterpenos
(cafestol e caveol) e as melanoidinas (LOPEZ-BARRERA et al., 2016; JABIR et al.,

2018). Um mecanismo para a atividade antioxidante do café é descrito na Figura 8.

Figura 8 - Mecanismos da atividade antioxidante do café.
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Alguns estudos relataram um aumento significativo na capacidade antioxidante
total do plasma apds o consumo de café, mesmo apés uma unica porgao (200 ou 400
ml). Esses efeitos, de uma unica dose, foram perdidos a longo prazo, mas no consumo
recorrente de café de torra média (150 ml/dia), a atividade antioxidante plasmatica foi
aumentada em até 26% (MARTINI et al., 2016).

O café aumentou significativamente a ativacdo do elemento de resposta
antioxidante (ERA), o que poderia induzir a expressao de genes relacionados ao
sistema antioxidante celular (CHOI, JUNG & KO, 2018; VOLZ et al., 2012). As
proteinas do ERA fazem parte do complexo sistema antioxidante que protege as
células do dano oxidativo, neutralizando radicais livres e agentes oxidantes (PRIFTIS
et al., 2018). Os genes relacionados ao ERA estédo nas regides promotoras de defesa
celular, que incluem enzimas desintoxicantes de fase Il e enzimas envolvidas na
defesa antioxidante (VOLZ et al., 2012; PAHLKE et al., 2019).

O consumo de café aumenta a atividade intracelular de enzimas de fase |
(citocromo P450) e Il (SHAPOSHNIKOV et al., 2018), como glutationa redutase (GR),
glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferases
(GST), superédxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (BAKURADZE et al., 2011;
PRIFTIS et al., 2018; HAN et al., 2017; JUNG et al., 2017; NOGAIM et al., 2020;
VICENTE et al., 2011). Sendo este aumento de GSH atribuido aos polifendis (JUNG
etal., 2017).

2.5 Efeitos anti-inflamatorios do café

A inflamacao é uma reacéo fisioldgica ao dano tecidual induzida por agentes
exogenos ou enddgenos. Fatores exdgenos incluem patégenos, alérgenos, corpos
estranhos e agentes perniciosos substancias. As causas endogenas se originam da
sinalizac&o celular devido a tecidos lesionados ou com mau funcionamento (LIANG &
KITTS, 2016).

Compostos do café podem diminuir a inflamagao crénica e, portanto, protegem
contra a degradacao do DNA, diminuindo consequentemente o risco de doengas
(FROST-MEYER & LOGOMARSINO, 2012). o processo inflamatério € caracterizado
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pelo aumento da produgao de citocinas pro-inflamatoérias, como a proteina C-reativa
(PCR), interleucinas (IL) e fatores de necrose tumoral (TNF) (JUNG et al., 2017).
Um mecanismo proposto para os efeitos anti-inflamatéria do café é descrito na

Figura 9.

Figura 9 - Mecanismos da agao do café para atividade anti-inflamatoria.
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Em modelos animais, a ingestdo de café verde reduziu marcadores
inflamatorios, como TNF-a (ALAMRI et al., 2020; HO et al., 2020), IL-6, IL-10 (HO et
al., 2020), IL- 1B e o6xido nitrico sintase 2 (INOS2) e reduziu o indice inflamatorio
intersticial (ALAMRI et al., 2020). Foi observado em ensaios clinicos que a ingestao
de café durante varias semanas teve uma agado anti-inflamatéria predominante
avaliada por marcadores séricos (PAIVA et al, 2019). Além dos marcadores
inflamatorios sanguineos, o tratamento tépico de café e cafeina nas patas de
camundongos mostrou uma inibicado consideravel do desenvolvimento de edema
induzido por carragenina (PERGOLIZZI et al., 2020).

As expressdes de TNF-a e IL-6 foram diminuidas pelo extrato de café de torra
clara, e os niveis aumentados a medida que os niveis de torra foram mais escuros
(JUNG et al., 2017). A expresséao induzivel da enzima o6xido nitrico sintase (iNOS)
diminuiu, o que produz mediadores pré-inflamatérios, como o 6xido nitrico (LOPEZ-
BARRERA et al., 2016; JUNG et al., 2017). O café exibiu uma relagéo inversa com
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PCR, IL-6 e TNFR2, com resultados semelhantes tanto no café cafeinado quanto no
descafeinado (HANG et al., 2019).

A autofagia degrada seletivamente os componentes celulares para minimizar a
lesdo celular (KUO et al., 2020). A autofagia esta relacionada com a regulacéo da
inflamacao e da imunidade e tem propriedades supressoras de tumores (ZHONG,
SANCHEZ-LOPEZ & KARIN, 2016). Foi observado que o café com cafeina e
descafeinado podem induzir a autofagia; a administragdo crbénica e aguda de café
aumentou o fluxo autofagico em diferentes tecidos e reduziu o conteudo do substrato
autofagico sequestossomo-1 (p62/SQSTM1). Os autores sugerem que iSso ocorre por
meio da lipidagcao da cadeia leve 3 B da proteina 1 associada aos microtubulos (LC3B-
I), aumentando a separagao eletroforética de proteinas em dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) e convertendo-a em LC3B-Il. O café também causou inibicdo da
atividade enzimatica alvo do complexo 1 da rapamicina em mamiferos (NMTORC1),
provavelmente relacionada a desacetilacdo de proteinas celulares (PIETROCOLA et
al., 2014).

A cafeina é conhecida por induzir a autofagia hepatica, sendo hepatoprotetora
(RAY, 2013; SINHA et al., 2014; SALOMONE; GALVANO & VOLTI, 2017). De fato, a
cafeina é o principal composto com atividade anti-inflamatéria geral no café e pode
reduzir o TNF-a e a producao de IL-6 de forma dose-dependente. Ainda, a cafeina
pode modular a ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB) (CHOI, JUNG & KO, 2018),
que provoca a expressao de genes inflamatorios, incluindo iINOS, COX-2 e citocinas
(JUNG et al., 2017).

No entanto, 26 metabdlitos anti-inflamatérios foram identificados no café (HO
et al., 2020). Os acidos clorogénicos diminuem a geragao de mediadores inflamatérios
pela inibicdo da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), minimizando expressao de
genes de citocinas pro-inflamatdrias e regulando a ativagao de NF-kB (HUANG et al.,
2016). Como resultado, a COX é suprimida, causando uma reducao de liberacado de
IL-6 e IL-8 e TNF-a (CHOI, JUNG & KO, 2018; JUNG et al., 2017). Altas concentracdes
de acidos clorogénicos reprimem o mRNA de IL-1B, provocando consideravelmente
menos adesao celular e inflamagéo (FROST-MEYER & LOGOMARSINO, 2012).

O caveol reduz COX-2 e quantidades de MCP-1, o que significa que pode ser
antiangiogénica. O caveol também diminui INOS em carragenina de ratos com edema

da pata. Durante a torrefagao, a trigonelina é fracionada em acido nicotinico, que é
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um promissor agente anti-inflamatério, pois diminui o MCP-1 e aumenta a
adiponectina em adipdcitos infundidos com TNF-a (FROST-MEYER &
LOGOMARSINO, 2012).

2.6 Café e cancer de prostata

A prostata € uma pequena glandula em forma de noz localizada abaixo da bexiga
e a frente do reto, envolvendo a parte superior da uretra e, faz parte do sistema
reprodutor masculino (AMERICAN CANCER SOCIETY [ACS], 2023). A préstata tem
a funcado de produzir um liquido que compde parte do sémen, que nutre e protege os
espermatozoides (ACS, 2023; BRASIL, 2019).

A préstata € dividida em quatro areas: zona central, zona de transicdo, zona
periférica e o estroma fibromuscular anterior (Figura 10). A zona periférica é a maior
delas, responsavel por cerca de 70% do tecido glandular e nesta zona é mais comum
ocorrer carcinoma, prostatite cronica e atrofia pds-inflamatéria. A zona central é
responsavel por cerca de 25% do tecido glandular e circunda os dutos ejaculatérios.
A zona de transic¢ao é responsavel por apenas 5% do tecido glandular e é essa regiéo
que aumenta quando ha hiperplasia benigna da préstata. Por fim, o estroma
fibromuscular anterior ndo contém tecido glandular e € composto de elementos
musculares lisos e fibrosos (BHAVSAR & VERMA., 2014).

Figura 10 - Anatomia da glandula prostatica.
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Ademais, a prostata também é responsavel pela produgdo do antigeno
prostatico especifico (PSA), um importante marcador funcional que é produzido em
massa pelo epitélio glandular e tem como fung¢do solubilizar o esperma apds a
ejaculacdo. Caso seja encontrado em elevado niveis sanguineos pode indicar
hiperplasia prostatica benigna (HPB), prostatite e adenocarcinoma de préstata (CaP)
(GARCIA, 2022).

O céncer de préstata se desenvolve a partir do células da glandula (as células
que produzem o fluido da préstata que é adicionado ao sémen), a maioria dos
canceres de prostata sdo adenocarcinomas (ACS, 2023). Outros tipos de cancer que
podem comecgar na prostata incluem: carcinomas de pequenas células; tumores
neuroenddcrinos (exceto carcinomas de células pequenas); carcinomas de células
transicionais e sarcomas; esses outros tipos de cancer de prostata séo raros (ACS,
2023).

O CaP é o segundo tipo de cancer mais comum entre os homens em todo o
mundo, atras apenas do cancer de pele. Houve mais de 1,4 milhdo de novos casos
de cancer de prostata no mundo em 2020. A incidéncia varia em diferentes regides do
mundo, com taxas mais altas observadas na América do Norte, Europa Ocidental,
Australia e partes do Caribe, e taxas mais baixas na Asia, Africa e América do Sul
(BRASIL, 2022).

Cerca de 60% dos casos sao diagnosticados em pessoas com 65 anos ou mais,
sendo a idade média no momento do diagndstico de 66 anos. A doenga raramente &
identificada em pessoas com menos de 40 anos. O numero de novos casos
diagnosticados em homens negros é 70% maior do que o numero de novos casos
diagnosticados em homens brancos. Homens negros nos Estados Unidos e no Caribe
tém as maiores taxas de incidéncia de cancer de prostata em todo o mundo (ACS,
2023).

No Brasil, o cancer de prostata € predominante em todas as regides, totalizando
72 mil novos casos estimados a cada ano do préoximo triénio (2023-2025), atras
apenas do cancer de pele ndo melanoma (BRASIL, 2022). Os fatores de risco para o
cancer de prostata incluem idade avancada, historico familiar da doenca, etnia e
sobrepeso e obesidade. Homens com mais de 50 anos tém maior probabilidade de
desenvolver a doenga, e o risco aumenta significativamente apds os 65 anos (BRASIL,
2019).
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Em seus estagios iniciais, o CaP geralmente ndo apresenta sintomas. No
entanto, a medida que a doenga progride, podem surgir sintomas como dificuldade
em urinar, aumento da frequéncia urinaria, fluxo urinario fraco ou interrompido,
presenca de sangue na urina ou no sémen, dor na regido lombar, entre outros. E
importante ressaltar que esses sintomas também podem estar associados a outras
condi¢des benignas da prostata, como, por exemplo, a hiperplasia benigna de prostata
e a prostatite (BRASIL, 2019).

O diagndstico precoce do cancer de préstata € fundamental para um melhor
prognoéstico. A triagem mais comum € feita por meio do exame de sangue para
verificar os niveis de PSA e do exame de toque retal, que permite ao médico avaliar o
tamanho, a forma e a consisténcia da préstata (BRASIL, 2019). Posteriormente a
bidpsia e o estudo histopatologico s&o indicados para a definicdo do diagnéstico do
paciente (BACELAR JUNIOR et al., 2015).

A pandemia de coronavirus (COVID-19) em 2019 causou atrasos no
diagnostico e tratamento de céncer devido o fechamento de estabelecimentos de
saude, interrupgcdes no emprego e planos de saude e, medo de exposi¢cédo ao COVID-
19. Embora o impacto tenha sido maior durante o pico da COVID-19 em meados de
2020, a prestacao de cuidados de saude ainda néo foi totalmente recuperada (SIEGEL
et al., 2023).

O tratamento do CaP deve ser individualizado e varia de acordo com o estagio
da doenca, idade, tamanho da préstata, grau histologico, estagio do tumor e a saude
geral do paciente. As opgbes de tratamento incluem cirurgia para remogédo da
prostata, radioterapia, terapia hormonal, quimioterapia e vigilancia ativa, que envolve
monitoramento cuidadoso do cancer sem intervencao imediata (BACELAR JUNIOR
et al., 2015).

A industria farmacéutica e organizagbes de saude em todo o mundo tém
somado esforgos para compreender melhor o cancer. Devido seu crescente e
expressivo acometimento na populagdo mundial, estudos para a melhora de
tratamentos e medicamentos que promovam a cura de pacientes acometidos vém
sendo desenvolvidos. No sentido de prevencgéo e agéo coadjuvante em tratamentos
farmacoldgicos, os alimentos sdo comumente vistos como aliados (GUIMARAES,
2018).
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Compostos naturais obtidos na alimentagdo sdo motivos de pesquisa recente
para novos medicamentos antitumorais, uma vez que esses compostos raramente
apresentam efeitos colaterais graves e, atuam de forma eficiente em uma ampla de
vias moleculares envolvidas na tumorigénese (HADDAD et al., 2013).

Dentre os compostos naturais com efeitos antitumorais, os encontrados na
bebida de café tém sido associados a efeitos eficazes em diferentes estagios de
cancer, desde o surgimento de células tumorais malignas, implantagdo do tumor,
nutricio da massa tumoral e evolugdo da doengca a estagios e metastase
(GUIMARAES, 2018; ASMA et al., 2022; BULDAK et al., 2018; WANG et al., 2021).

Neste contexto, estudos observacionais indicam uma relagdo inversa entre o
consumo de café e a incidéncia de diferentes tipos de cancer (KIM et al., 2021,
GAPSTUR et al., 2020; SCHIMIT et al., 2020; ONG et al., 2019), incluindo o cancer
de prostata (SEN et al.,, 2019; POUNIS et al., 2017; HASHIBE et al., 2015; LI et al.,
2013, BOSIRE et al., 2013; SHAFIQUE et al., 2012).

Li et al. (2013) sugerem uma associagao positiva entre o consumo de café e
menor risco de cancer de proéstata, corroborando com os resultados de Discacciato et
al. (2013) que identificaram efeito protetor do café no tumor de préstata avangado,
sobretudo nos pacientes com sobrepeso e obesidade, assim como trés meta-analises
que concordam com estes resultados (LU et al., 2014; HUANG, 2014; ZHONG et al.,
2014).

Por outro lado, Bosire et al., (2013) ndo encontraram forte correlagédo entre o
consumo de café e estagios avancados de cancer de prostata. Segundo Tverdal
(2015), apesar das evidéncias epidemiolégicas, o cancer de proéstata, sua correlagao
com o café e os mecanismos pelos quais essa protecdo ocorre ainda nido sao
totalmente esclarecidos.

Um estudo em modelo animal, realizado por Kolberg et al. (2016) mostrou que
o café pode inibir a atividade de NF-kB induzida por TNF-a e a ligagdo ao DNA em
células PCa. O café também regulou a expressao de reagdes inflamatorias e genes
relacionados ao cancer provavelmente através da via de sinalizagdo NF-kB. Genes
hiporregulados do café relacionados a invasao (MMP9) e inflamagao (NF-kB2, CD40,
EDN1 e ICAM-1) e genes suprarregulados relacionados ao antioxidante sistema,
como NFE2L2, HMOX1, NQO1 e GCLC (KOLBERG et al., 2016).
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Ainda, estudos in vitro realizados nos ultimos anos apontam efeitos citostaticos
e apoptoticos de extratos de café verde e diferentes niveis de torra em duas linhagens
celulares metastaticas de cancer de prostata, PC-3 e DU-145 (BAUER et al., 2018;
SOUZA et al., 2020; MONTENEGRO et al., 2021).

O uso de cultura celular é importante para conhecer os mecanismos
moleculares, identificar as bases genéticas e processos fenotipicos envolvidos na
transformacao celular e contrapor o comportamento de linhagens celulares normais e
tumorais (GARCIA, 2022). As linhagens celulares PC-3 e DU-145 sao consideradas
parte da triade que constituiu o padrao ouro das linhagens de cultura de células de
CaP; as células DU-145 foram isoladas pela primeira vez de um tumor cerebral
metastatico da prostata, enquanto as células PC3 foram isoladas de um tumor de
prostata metastatico vertebral, ambas sao semelhantes pois sao insensiveis a
horménios e nao tém receptores de androgenos (NAMEKAWA et al., 2019;
CUNNINGHAM & YOU, 2015). Além disso, é possivel trabalhar com tais células em
ambiente controlado para replicacdo, amostras uniformes, concentra¢des equilibradas
de farmacos e entre outras caracteristicas que torna o uso de culturas celulares
favoravel para a pesquisa (GARCIA, 2022).

Uma revisao recente da literatura apontou mecanismos moleculares do café na
prevencdo do cancer de prostata, dentre eles, podemos destacar o efeito anti-
inflamatdrio dos compostos do café através da redugcdo de marcadores inflamatorios,
como o TNF-q, IL-6, IL-10 conferindo protegéo contra degradagédo do DNA e; por meio
da modulacao de fatores de transcricao (MONTENEGRO, SILVA, TEODORO, 2022).

A inflamagao pode estar relacionada ao desenvolvimento de CaP porque as
células inflamatérias estao frequentemente presentes no microambiente prostatico de
homens adultos e estdo relacionadas a lesbes precursoras de CaP, denominada
atrofia inflamatoéria proliferativa, que é abundante em células que podem estar
predispostas a mutagdes gendmicas, e o estresse inflamatério pode provocar
alteragdes epigenéticas, concomitante com a ruptura da barreira epitelial (SFANOS et
al., 2018).

Dentre os mecanismos moleculares dos acidos clorogénicos na prevencao do
cancer de prostata, destaca-se sua capacidade de reduzir a geragao de mediadores
inflamatdrios pela inibicdo da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), minimizando a

expressao de genes de citocinas pré-inflamatérias e regulando a ativagédo do NF-kB;
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como resultado a COX é suprimida, causando redugao da liberagdo de IL-6 e IL-8 e
TNF-a (MONTENEGRO, SILVA & TEODORO, 2022).

Ao passo que a cafeina pode modular a expressao do fator NF-kB que regula
a expressdao de genes inflamatorios, incluindo iINOS, COX-2 e citocinas
(MONTENEGRO, SILVA, TEODORO, 2022). Desta forma, observa-se que a cafeina
€ capaz de aumentar a morte de células cancerigenas e proteger contra
mutagenicidade (JABIR et al., 2018).

2.7 Métodos de extragcao de compostos bioativos

O desenvolvimento de produtos a partir de matrizes vegetais, devido seu
potencial funcional, tem sido cada vez mais cotados pela industria farmacéutica e de
alimentos, devido a presenca de substancias promotoras de beneficios a saude
(SILVA et al., 2022).

Especificamente na terapia de enfermidades infecciosas e do cancer, estima-
se que mais de 75 e 60%, respectivamente, dos farmacos atualmente empregados
sao derivados de fontes naturais, sendo muito deles compostos com atividade
antioxidante que podem agir em diversos niveis da sequéncia oxidativa nos sistemas
bioldgicos (JUSTO et al., 2008).

Dentre os componentes bioativos que se destacam, estdo os compostos
fendlicos, que representam um dos mais abundantes grupos fitoquimicos nos
vegetais, pois apresentam diversas atividades, como, potenciais indicios de efeitos
prebidticos, aumento da viabilidade de microrganismos, efeito antioxidante,
antitumoral e consequente diminui¢gdo do risco de doencgas cronicas e degenerativas
(SILVA et al., 2022).

Uma vez que compostos biologicamente ativos geralmente estdo presentes nas
plantas em baixas concentracées, métodos de extracdo eficientes e seletivos séo
necessarios para a obtengdo destes a partir das matrizes vegetais (LANG & WAI,
2001). No contexto do estudo de produtos naturais, o termo extragao significa retirar,
da forma mais seletiva e completa possivel, as substancias ou a fracdo ativa contida
no material vegetal (SONAGLIO et al., 2007).
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A extragao € o principal passo para a recuperagao e isolamento de fitoquimicos
bioativos a partir de materiais vegetais, antes da andlise (AZMIR et al., 2013;
ALTEMIMI et al., 2017). Nesta etapa, a matriz vegetal é colocada em contato com a
fase extratora que pode ser constituida por um unico solvente, mistura de solventes
ou uso de solventes de forma sequenciada (ALTEMIMI et al., 2017; FARJADMAND et
al., 2018).

Existem diversos métodos de extracdo desses fitoquimicos; os métodos mais
comuns sdo, maceragao, prensagem, Soxhlet e destilagdo. Entretanto, a maioria
desses processos envolvem aquecimento elevado, que podem gerar degradagao
térmica dos compostos de interesse, além do que, necessitam de altas demandas de
tempo, energia ou quantidades de solventes elevados (SILVA et al., 2022).

O numero de métodos de extracdo € amplo e podem se apresentar mais ou
menos instrumentalizados (ALTEMINI et al., FARJADMAND et al., 2018). Dentre os
métodos instrumentalizados, destaca-se a extracao assistida por micro-ondas (MAE),
a extragdo assistida por ultrassom (UAE), a extragao por liquido pressurizado e a
extracao por fluido supercritico (ZHANG et al., 2018; ALTEMIMI et al., 2017; ALARA,
ABDURAHMAN & UKAEGBU, 2021).

Até o momento, ndo existe um método padrao que possa ser realizado como
referéncia para extracdo de compostos em plantas, em virtude da complexidade e
especificidade de cada matriz (AZMIR et al., 2013). O café é consumido mundialmente
como bebida e geralmente é obtido por métodos de percolagao e/ou infusdo. A técnica
de extragcao com fluido supercritico (SFE = Supercritical Fluid Extraction) surge como
uma metodologia alternativa para a extragcao do café, sendo um processo que utiliza
o dioxido de carbono como extrator, no qual ndo é inflamavel nem téxico (NASTI et
al., 2021).

2.8Extracao de compostos bioativos por fluido supercritico

O método de extragao por CO:2 supercritico funciona levando a substancia ao
PC, ou seja, elevando a temperatura e pressao a um nivel que ndo se faga mais
distingao entre liquido e gasoso. O diéxido de carbono (CO2) é o solvente mais usado

na extragao supercritica por diversos fatores, tais como: estar disponivel de forma
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pura, ter alto grau de solvatagao, ser barato, nao toxico, ter facilidade de dissolugao
em substancias tanto polares quanto apolares, mas, principalmente, por ser de facil
remogao (bastando apenas diminuir a densidade) (MAUL, WASICY & BACCHI, 1996;
CAPUZZO, MAFFEI & OCCHIPINTI, 2013). Além disso, pode penetrar em matrizes
sélidas de forma mais eficiente quando comparada a solventes liquidos, sendo uma
vantagem em relagao as técnicas convencionais de extracdo (NASTI et al., 2021).

Quando uma substancia no estado liquido € aquecida em um recipiente
fechado e, submetida a uma determinada presséao, a pressao de vapor da substancia
eleva-se de acordo com o aumento da temperatura. Consequentemente, ocorre um
aumento da densidade do liquido devido ao aumento de seu volume. Ha um ponto em
que a densidade do vapor se iguala a do liquido remanescente e o limite entre as duas
fases desaparece. O ponto que limita a regido onde ndo ha distingdo entre as fases
liguido e gasoso € denominado de ponto critico (PC), sendo caracterizado pela
temperatura critica e pela pressao critica, as quais sdo caracteristicas para cada
substancia (ATKINS, 2003; NETZ & ORTEGA, 2002; PINHEIRO et al., 2022).

A pressao critica pode ser definida como a pressao minima para liquefazer um
gas a uma determinada temperatura, enquanto a temperatura critica € definida como
a temperatura acima da qual é impossivel liquefazer um gas por compressao. Assim,
uma substancia acima da temperatura critica ainda se comportara como um gas,
independente da pressao aplicada. Ja uma substancia que se encontra em condicdes
de temperatura e pressao criticas € chamada de estado supercritico, sendo
denominada também de fluido supercritico (MUKHOPADHYAY, 2000; SINKO, 2006).

No estado supercritico, as substancias possuem caracteristicas intermediarias
entre as de um gas e de um liquido. Fluidos supercriticos possuem coeficientes de
difusdo préximos ao de um gas, o que proporciona uma rapida e eficiente transferéncia
de massa. Outra caracteristica € sua baixa viscosidade e auséncia de tensao
superficial, o que facilita a penetracao dos fluidos supercriticos na matriz sélida. Além
disso, os fluidos supercriticos possuem valores de densidade semelhantes aos de um
liquido, o que proporciona um bom poder solvente (TAYLOR, 1996; CAPUZZO,
MAFFEI & OCCHIPINTI, 2013).

O diagrama de fases de uma substancia € uma representacao grafica que
demonstra as condicdes de temperatura e pressao em que as diferentes fases de uma

determinada substancia sdo termodinamicamente estaveis. As curvas que separam
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as regides de cada fase, denominadas curvas de equilibrio, fornecem valores de
pressdo e temperatura nos quais as diferentes fases coexistem em equilibrio,

conforme pode ser observado na Figura 11 (ATKINS, 2003).

Figura 11 - Diagrama de fases tipico de uma substancia pura.
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Fonte: Adaptado de HERRERO et al., 2010.

A técnica SFE, além de proporcionar a extracdo com um solvente de maior
poder de solvatagdo em relagdo aos solventes liquidos, possui outras vantagens em
relacdo as técnicas convencionais de extragcdo. Sendo a principal delas, a
possibilidade de ajuste das variaveis do processo, por exemplo da temperatura e
pressao, o que leva a alteragdes nas propriedade fisico-quimicas do solvente utilizado,
como densidade, difusividade e viscosidade. Apesar do CO2 ser um solvente de baixa
polaridade, seu poder solvente e sua seletividade variam consideravelmente com a
densidade. Assim, a extragao supercritica permite uma adequacgao das condi¢cdes de
extracdo de acordo com as necessidades especificas das substancias a serem
extraidas (MUKHOPADHYAY, 2000; ABBAS et al., 2008). Outra vantagem do uso da
técnica SFE é o fato de uma tecnologia limpa, isto €, ndo gera produtos que poluem o
meio ambiente (BHARDWAY et al., 2010).

O uso de um solvente auxiliar ao CO2, denominado cossolvente ou modificador,
tem sido utilizado com o intuito de melhorar a eficiéncia da extracdo, aumentar a

solubilidade de compostos-alvo polares e para possibilitar o controle da seletividade
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do processo de extragao, proporcionando a utilizacdo de pressdes menos elevadas
(DIAZ-REINOSO et al., 2006; SINKO, 2006; PEREIRA & MEIRELES, 2010,
ANDRADE et al., 2012).

Os cossolventes mais utilizados como modificadores em processo de extracéo
com fluido supercritico sdo o metanol, o etanol puro e etanol com agua (Figura 12),
pois s&o capazes de realizar interagdes do tipo dipolo-dipolo e pontes de hidrogénio
com moléculas do soluto contendo grupos funcionais polares, seguidos da acetona e
da agua pura (KOPCAK & MOHAMED, 2005; SILVA et al., 2022).

Figura 12 - Cossolventes mais utilizados na SFE para compostos fendlicos.
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Fonte: SILVA et al., 2022.

O uso de cossolventes ou modificadores é necessario na SFE para fendlicos,
devido ao CO2 apresentar baixa afinidade por compostos polares (SILVA et al., 2022).
Ainda, Pies (2017) indica que o uso de cossolventes associados ao CO2 supercritico
remete maior rendimento para obtencéo de polifendis, corroborando com Serra et al.
(2010).

A quantidade de agua disponivel presente no substrato pode condicionar o
rendimento final do processo de extracdo (SAHENA et al., 2009). Outro fator
importante que influencia no rendimento da extracdo com fluido supercritico € o
tamanho da particula da matriz vegetal; como uma tendéncia geral, a diminuigdo do
tamanho das particulas gera um aumento do rendimento da extragao, ou seja, 0 menor
tamanho da particula facilita 0 acesso do solvente de extragao até o soluto, reduzindo

as limita¢des de transferéncia de massa (LAROZE et al., 2010).
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Um empecilho ao uso desta tecnologia deve-se ao custo inicial de montagem
da planta de operacgéo, visto que o0 equipamento que opera a alta pressao € mais caro
que os utilizados em métodos de separagao convencionais (SANTOS, 2013). Ainda,
para possiveis aplicacdes industriais, a otimizacdo e avaliacdo do processo de
extracdo com modelagem matematica sdo fundamentais (XIA et al., 2011). Assim, a
utilizagcao da extragao supercritica € indicada apenas quando o produto final possui
alto valor agregado (SANTOS et al., 2011).

Apesar disso, alguns estudos tém apresentado viabilidade econémica da SFE
na obtengao de extratos de plantas medicinais, sobretudo apds sua instalagao inicial
(PEREIRA & MEIRELES, 2010; MEZZOMO, MARTINEZ & FERREIRA, 2011).
Sobrepujando a dificuldade de custos e operando em condigdes de altos rendimentos,
o produto extraido através desta tecnologia € de boa qualidade (ZHANG et al., 2018).

Atualmente, os métodos comumente utilizados para extragao de substancias
provenientes de produtos naturais sdo de baixa seletividade, e podem provocar a
degradagdo dos compostos, além de gerar a toxicidade advinda dos solventes
habitualmente utilizados. O uso de métodos instrumentalizados como o SFE, que
utilizam solventes atdxicos e eficientes podem contribuir em pesquisas na area de
Ciéncia de Alimentos, principalmente quando o objetivo é sua aplicagdo em linhagens
celulares. Sendo assim, esse trabalho busca avaliar os efeitos antioxidantes e
antiproliferativos dos extratos supercriticos de café arabica em linhagens celulares

metastaticas de cancer de proéstata.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos bioativos dos extratos de Coffea arabica verde e em diferentes

niveis de torra obtidos por extracdo com fluido supercritico em duas linhagens

celulares metastaticas de cancer de prostata.

3.2

Objetivos especificos

Realizar a extragdo supercritica dos graos de café arabica verde e em
diferentes niveis de torra;

Caracterizar a coloracéo dos extratos de café em diferentes niveis de torra;
Quantificar, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a
concentragdo de cafeina, acido cafeico e acido clorogénico das amostras
supercriticas de café;

Determinar o teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante dos
extratos supercriticos de café em diferentes niveis de torra;

Avaliar a capacidade antiproliferativa dos extratos supercriticos de café arabica
por meio do método MTT, em duas linhagens celulares de cancer de prostata,
DU-145 e PC-3;

Analisar o efeito da incubagao isolada dos extratos de café extraidos por fluido
supercritico (SFE) sobre o ciclo celular e a indugao de apoptose em células de
cancer de prostata, DU-145 e PC-3.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 Matéria prima

Os graos de Coffea arabica L. foram adquiridos de regides produtoras dos
estados do Rio de Janeiro. Tais amostras foram transportadas e armazenadas no
Laboratério de Diagnostico Molecular e Micologia da EMBRAPA Agroindustria de
Alimentos, RJ.

As amostras de cafés foram processadas nas torras clara (12 minutos a 230°C);
meédia (14 minutos a 240°C), escura (15 minutos a 245°C), e italiana (23 minutos a
250°C), realizadas no torrador Gene café® (BAUER et al., 2018; MONTENEGRO et
al., 2021; SOUZA et al., 2020). Estes niveis de torra sao classificados de acordo om
a Escala Agtron apresentada na Figura 13 (RABELO et al., 2015).

Figura 13 - Escala Agtron.
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SCAA: Escala Agtron (Sistema de puntos para clasificar el grado - color - de diferentes tipos de tostado)

Fonte: RABELO et al., 2015.

Apos atingirem temperatura ambiente foram moidos em moedor caseiro
(Cusinart®) e moedor analitico (IKA®). Ja os graos verdes, foram moidos diretamente
em moedor analitico (IKA®). Para padronizagédo dos gréos de café, p6é de café verde
e torrados foram peneirados em peneira analitica (710 yuM), no intuito de nivelar a

superficie de contato das amostras no momento da extragéo.
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4.2 Obtencgao dos extratos de café por CO2 supercritico

Apos obtencédo das amostras de café moido nas torras clara, média, escura e
italiana, os extratos de café foram produzidos por método de extracdo por CO:2
supercritico, no Conjunto de Extragdo Supercritica (modelo BROO3F, Fornecedor:
MAQNAGUA) no Servico Nacional de Aprendizagem Industrial (SENAI) e foram
padronizados para os experimentos de atividade biologica.

As instalagcbes industriais possuem 2 extratores, sendo que um deles se
encontra em operacao durante o ciclo de extragdo e o outro esta sendo limpo e
preparado para entrar em operagao; desta forma, o processo pode se aproximar de
operagdo continua. No reservatéorio de solvente (CO2) a pressdo é de
aproximadamente 20 bar, para ser utilizado no processo o dioxido de carbono é
pressurizado com a bomba (B) a pressdes, em geral, acima de 100 bar e, se for
necessario, € aquecido no trocador de calor (TC). O solvente na condigdo de processo
passa por um dos extratores e, na sequéncia, a mistura extrato/ solvente é submetida
a descompressao no sistema valvula de expansao (VE)/separador. Nesta etapa, a
pressao do sistema decresce, o solvente perde o poder de solvatacéo, o extrato se
separa e o solvente retorna ao tanque de armazenamento com o auxilio do

compressor (C) (Figura 14).
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Figura 14 - Etapas da extragao por fluido supercritico.
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Legenda: VE: valvula de expansao, B: bomba. C: compressor, TC: trocador de calor.
Fonte: MEIRELLES, 2006.

Inicialmente foram realizadas analises prévias com diferentes parametros de
extracdo a fim de definir, volume de cossolvente, tempo, temperatura e pressédo de
trabalhos ideais para melhor rendimento do processo de extracdo. A cada teste foi
utilizado o café arabica verde moido e realizado analises de compostos fendlicos
totais.

ApOs essas analises iniciais, foi determinado os parametros a serem utilizados
no processo de SFE de todos os extratos de café obtidos apds a torra e moagem dos
graos de café arabica, sendo definidos o uso de 200mL do cossolvente etanol, a
temperatura de trabalho de 60°C, a pressao de trabalho de 100bar para o tempo de
residéncia do material no reator de 2 horas.

Conforme metodologia descrita por Zetzl, Brunner e Meirelles (2003), o vaso
do reator, com volume interno de 1L, foi preenchido com 40g de amostra de café
arabica verde e café arabica submetido previamente a diferentes processos de torra.
Em seguida, foram introduzidos no reator 200 ml de etanol. Posteriormente, o vaso foi
aquecido até a temperatura de trabalho de 60°C e, apds a estabilizagdo das condi¢coes

do sistema, pressurizado com CO:2 até a pressao de trabalho de 100 bar, com auxilio
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de uma bomba hidropneumatica. A partir de entédo, foi esperado o tempo da
estabilizacdo das condi¢gdes do sistema e 2 horas para contagem do tempo de
residéncia do material no reator. Apds o tempo estipulado, a pressao do sistema foi
reduzida, o CO2 foi pressurizado para retornar ao tanque de armazenamento e o
extrato foi coletado via valvula agulha para um recipiente fechado.

As amostras liquidas de café supercriticos foram obtidas na concentracéo de
200g/L e foram armazenadas em camara fria a -8°C, sendo apenas retiradas aliquotas

das amostras armazenadas para realizagao dos experimentos posteriormente.

4.3 Analise colorimétrica

Para analise de cor das amostras supercriticas de café (Figura 15) foi utilizado
o espectrofotdbmetro de bancada CM-5 Konica Minolta® (Sensing Américas, INC)
mediante a prévia calibragdo automatica. As medi¢cdes foram realizadas por
refletancia, em cubeta para espectrofotdbmetro, sendo realizada completa higienizagao
do referido utensilio a cada medi¢ao. Foram realizadas trés leituras de cada amostra
supercritica de café, café verde (CV), torra clara (TC), torra média (TM) e torra escura

(TE). Optou-se por nao realizar analise colorimétrica da torra italiana (TI).

Figura 15 - Amostras supercriticas de café.

Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, TM: torra média, TE: torra escura e TI: torra italiana.
Fonte: Proprio autor.
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A expressao dos dados foi baseada no diagrama de cores CIE L* a* b*, como
mostra a Figura 16, usando as coordenadas L*, a*, b*. Os resultados foram

apresentados em média e desvio padréo.

Figura 16 - Representagéo espacial de cores no diagrama de cores CIELAB.
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Fonte: Adaptado de Google imagens.

44 Determinagdo de compostos fendlicos totais

A analise de fendlicos totais foi realizada de acordo com o ensaio de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON, et al.,1965). As aliquotas dos extratos supercriticos de café
(20, 40 e 80 pL) foram elaboradas a partir de uma solugao inicial (25mg/10mL); em
seguida, foram pipetadas e repousaram ao abrigo da luz por duas horas e apés esse
periodo, foi realizada a leitura em espectrofotdbmetro na absorbancia de 750 nm. Os
resultados foram comparados com a reagao do padrao acido galico e expresso em

mg de acido galico (GAE)/100g de amostra.
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4.5 Caracterizagao quimica dos extratos de café por CLAE

Os conteudos foram medidos usando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em um cromatografo Waters-Alliance 2695, com detector de arranjo de
fotodiodos (PDA) 2996 e software Empower® (Waters, Massachusetts, EUA).

Para determinagao do teor de cafeina foi utilizada uma coluna BDS Hypersil
C18 (5cm x 4,6 mm e 2,6 um - Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), utilizando a
técnica de Perrone et al. (2008). A determinag&o do acido clorogénico (5-CQA) foi
realizada em coluna BDS Hypersil C18 (5 cm x 4,6 mm e 2,6 ym — Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA), utilizando a técnica de Trugo & Macrae (1984). Para o teor de
acido cafeico, as amostras foram extraidas, com a fase mével por 10 minutos em
ultrassom e filtradas (FHUP 0,45 pm) e injetadas no cromatdégrafo, utilizando a técnica
de Rivelli et al. (2007).

4.6 Avaliacao da atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams & Berset (1995). O DPPH (1,1-difenil-
2-picrilidrazil) é um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical de
hidrogénio para tornar-se uma molécula diamagnética estavel e desta forma, é
reduzido na presencga de um antioxidante. Para avaliagao da atividade antioxidante,
os padrdes comerciais dos acidos foram adicionados para reagdo com o radical
estavel DPPH em uma solugédo de metanol. Na forma de radical, o DPPH possui uma
absorcao caracteristica a 515 nm, a qual desaparece apds a redugao pelo hidrogénio
arrancado de um composto antioxidante. A redugao do radical do DPPH foi medida
através da leitura da absorbancia a 515 nm em 30 minutos de reagao. Os volumes de
extrato utilizados foram de 20, 30 e 40 pL partindo da solugao inicial. A atividade
antioxidante foi expressa de acordo com a Equacgédo 1 de MENSOR et al. (2001),
descrita abaixo:

%AA = 100 — (Absamostra— Absbranco ) %100

Abscontrole
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4.7 Andlise determinacao da atividade antioxidante total pelo método de
redugao do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante pelo método de FRAP foi determinada de acordo com
Rufino et al. (2006). Este método baseia-se na quantificagdo da capacidade de
reducao do complexo Fe (ll)-TPTZ (cor azul clara) para o complexo Fe (Il)-TPTZ (cor
azul escura) em meio acido, reacado esta que € desencadeada pelo antioxidante
presente na amostra. O método consistiu em adicionar os volumes 20, 30 e 40 pL da
amostra e quantificar, em 2,7 ml de reagente FRAP somado a 270 ul de agua
destilada. Apds 30 minutos em banho-maria € efetuada a leitura de absorbancia a 595
nm. Os resultados foram expressos em UM de sulfato ferroso por grama de amostra.
A curva padrao foi produzida com uma solugao de sulfato ferroso com quatro diluicbes

diferentes.

4.8 Analise de atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS+

O método ABTS (acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi
utilizado como descrito por Rufino et al (2007), O radical ABTS" é formado por uma
reacao quimica com persulfato de potassio em uma relagao estequiométrica de 1:0,5.
Uma vez formado, o radical ABTS* é diluido em etanol até obter uma medida de
absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a um comprimento de onda de 734 nm. Aliquotas com
trés diferentes volumes das amostras de acidos foram utilizadas de modo a restar um
volume final de 3 ml em cada leitura. As leituras serao realizadas em triplicata. Uma
curva padrao com solucdes de Trolox e outra curva com acido ascérbico foram
produzidas.

Os resultados foram expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente
ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), em pmol de trolox

por grama de amostra.



62

49 Ensaio ORAC

Este método, mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais
peroxil que sao gerados por uma fonte radicalar, AAPH (2,2-azobis-2-amidinopropano
dihidroclorado), a 37°C (PRIOR et al., 2003). Para a analise, 20 yL das amostras em
diferentes diluigbes (1:10, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:300, 1:400 e 1:600), foram
adicionadas nos pogos com 90 pL do tampao fosfato que foram adicionados a
microplaca, todos em duplicata. Em todos os pogos, em seguida, foi adicionado 120
ML da solucdo de fluoresceina e 60 uL de AAPH (2,2’-azinobis (2amidinopropano)-
dihidrocloreto). A microplaca contendo as amostras e o tampao fosfato, foram
incubados por 3 horas a 37 °C no fluorimetro (SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate
Reader, Molecular Devices), onde também foi realizada a leitura.

O radical peroxil, gerado pela reagdo do com oxigénio atmosférico, reage com
o indicador fluorescente para formar um produto ndo fluorescente, que pode ser
medido por espectrofotometria com maxima emissao de fluorescéncia em 575nm e
578nm. A atividade antioxidante das substancias foi determinada através da diferenca
entre a area da amostra subtraida pela area do branco, medida pelo decaimento da
fluorescéncia com a adicao da substancia antioxidante no decorrer do tempo.

Usando-se Trolox de concentragdes conhecidas, uma curva padrao foi gerada
e a atividade ORAC da amostra foi calculada. Este ensaio expressa o resultado em
unidade de ORAC ou equivalentes de Trolox, o qual corresponde a quantidade de
Trolox em micro mols que tem a mesma atividade antioxidante de um litro da solugao

testada.

410 Cultura de células e protocolo de tratamento

As linhagens celulares PC-3 e DU-145 de adenocarcinoma de préstata foram
obtidas a partir do Instituto Nacional do Cancer (INCA). As linhagens de préstata foram
cultivadas em meio RPMI medium suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de penicilina, pH 7,4, sob atmosfera de 5% de CO2. As células quando em confluéncia

de 70-80%, sofriam processo de ftripsinizacdo, cerca de uma ou duas vezes por
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semana. Para cada experimento, as células foram plaqueadas (10* células/cm?) em
placas de 6 e 96 pocos, para analises de ciclo celular e proliferacdo celular,
respectivamente. Foi incluido um grupo controle para todas as amostras analisadas,
sendo tratadas somente com proprio meio de manutencdo da cultura, isento das

amostras. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.11 Ensaio de viabilidade e proliferagao celular (MTT)

A viabilidade celular foi determinada usando o ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio) (MOSMANN, 1983). As células foram
semeadas em microplacas de 96 pogos com 2,0 x 10* células/pocgo.

As células foram tratadas com oito concentragdes distintas das amostras que
variavam de 150 pcg/ml a 10.000 ycg/ml e, entdo incubadas por 24, 48 e 72h. Dez
microlitros de solu¢do de MTT (5 g/L) foram adicionados a cada pogo. Apos incubagao
por 4h, o meio de cultura foi removido e 50 puL de dimetil sulféxido (DMSO) foram
adicionados para solubilizar o formazan. As amostras foram lidas em um leitor de
ELISA (Bio-Rad iIMARK) a 570 nm. Apdés 15 minutos em estufa, a placa foi lida em
leitor de microplacas (POLARIS, CELER®) a 570nm. A taxa de inibi¢ao da proliferagao

celular (CPIR) foi calculada com base na formula:

valor médio do grupo experimental
CPIR =1— — x 100%
valor médio do grupo controle

4.12 Analise de ciclo celular

As células foram semeadas em microplacas de 6 pogos com 5,0 x 10%poco.
Células de cancer de prostata incubadas por 48 horas na presencga e na auséncia das
quatro amostras em diferentes concentragées (1.000 ug/ml e 5.000 pg/ml) foram
destacadas com solugao de tripsina a 25°C. A suspenséo celular foi analisada quanto
ao conteudo de DNA por um citémetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, EUA).
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O reagente de Vindlov foi usado para ler 30.000 células para cada réplica
(POZAROWSKI & DARZYNKIEWICZ, 2004). Células com menor conteudo de DNA
do que G1 na distribuicdo do ciclo celular foram consideradas células hipodiploides
(subG1). Proporgdes relativas de Go/G1 diploides (2n), S (>2n, mas <4n) e G2/M (4n)
indicativas do conteudo de DNA foram adquiridas usando o Cell Quest iPro. A
porcentagem da populagao celular em cada fase especifica foi estimada com o

software FlowJo v 10.0.6 e comparada com o controle.

413 Avaliacao da inducao de apoptose

A externalizacao da fosfatidilserina foi observada através do ensaio de Anexina-
V usando a técnica de citometria de fluxo (VAN ENGELAND et al., 1998) para indicar
a porcentagem de células que provavelmente eram viaveis, em apoptose ou morte
celular ndo apoptética. As células de adenocarcinoma da préstata foram incubadas
em uma microplaca de 6 pogos usando 5,0 x 10° células/pogo com os extratos por 48
h. As células foram destacadas usando uma solugdo de tripsina e, em seguida, os
marcadores de iodeto de propidio e anexina foram adicionados. A deteccao foi
realizada com um citémetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, Mountain View,
CA, EUA) usando o software CellQuest iPro, para contar 30.000 unidades de
células/repeticao.

As populagdes de células analisadas foram reconhecidas por suas
propriedades de disperséo direta (FSC)/dispersao lateral (SSC). A fluorescéncia verde
do isotiocianato de fluoresceina (FITC) foi medida a 530 £ 30nm (detector FL1) e a
fluorescéncia vermelha do iodeto de propidio foi medida a 585 * 42nm (FL2). A
porcentagem de células viaveis e aquelas células em apoptose precoce ou tardia ou

morte ndo apoptoética foi calculada usando o software FlowJo v 10.0.6.
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4.14 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + Desvio Padrao (DP) e as diferencas
estatisticas foram determinadas usando analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida por um teste post hoc de Tukey para comparagdes multiplas.

Para a andlise do ciclo celular e ensaios de apoptose, foram testados 99% e
99,9% de confianga também. O teste de Spearman foi utilizado para analise de
correlagcido para calculos entre o teor de cafeina, CGA e acido cafeico e os métodos
para atividade antioxidante. Valores com p< 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todas as analises foram realizadas usando GraphPad Prism (versao
5.04, GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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5.1

RESULTADOS

Medigcoes de parametros colorimétricos de extratos de café
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A analise colorimétrica (Tabela 3) mostrou que a coloragdo dos extratos foi

diferente conforme o grau de torra. Nos diagramas de cores CIE L* a* b*, o parametro

L* corresponde a luminosidade, portanto os valores podem variar de 0 (preto) a 100

(branco), a* seria a coordenada cromatica do vermelho (+) ao verde (-) e b*,

coordenada cromatica do amarelo (+) ao azul (-). O extrato com maior intensidade de

luz do branco foi o da amostra CV, evidenciado pelo maior valor de L* (42,86+0,17).

Tabela 3 - Andlise colorimétrica de amostras de fluido supercritico de café arabica por diferentes
graus de torra.

Cor
Variaveis colorimétricas
Amostras Digital Real
L* a* b* C* h*
cv 42.86+0.17 5.83+0.15 24.00+0.27 24.69+0.25 76.34+0.42
TC 34.10+0.05 14.31+0.18 13.11+£0.10 19.41+0.21 42.49+0.13
™ 31.56+0.16 15.71+0.08 10.47+0.28 18.89+0.09 33.69+0.84
TE 27.31£0.29 11.99+0.35 4.69+0.48 12.89+0.17 21.39+2.53

Legenda: os dados s&o expressos como média + DP. Médias com letras diferentes (a,b)

na mesma

coluna denotam diferengas significativas segundo o teste de Tukey ao nivel de 5%. Abreviaturas: CV:
café verde, TC: torra clara, TM: torra média, TE: torra escura. *L, leveza; a*, croma a; b*, Croma b;
C*, Croma c; h*, angulo Hue.
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Os valores cromaticos a* e b* foram positivos em todos os modos de preparo
nos diferentes perfis de torra, indicando, respectivamente, que as bebidas
apresentaram intensidade de cor vermelha (variando de +5,83 a +15,71) e amarela
(variando de +4,69 a +24,00). O Chroma c (C*) e o angulo Hue (h*) correspondem,
respectivamente, a intensidade e saturacdo da cor. Entre os extratos de café
analisados, os valores de C* eh* sao inversamente proporcionais ao grau de torra;
indicando, portanto, que as bebidas tornam-se, com a progressao da torra, com cores

mais opacas e saturadas (p<0,05).

5.2 Perfil fitoquimico e atividade antioxidante de extratos de café

Os teores de cafeina, acido cafeico e acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico)
dos extratos de café obtidos pelo fluido supercritico foram apresentados neste estudo
(Tabela 4).

O teor de acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) reduziu significativamente do extrato
de café verde para o de torra clara (16,76+0,81 para 0,85+0,12, p<0,05), com
redugdes posteriores com 0 aumento da temperatura de torra (Tabela 4).

Os teores de cafeina e acido clorogénico sdo maiores no café verde (80,0+2,20
e 19,37+1,25 mg/ml, respectivamente) (Tabela 4). Considerando os perfis de torra, o
teor de cafeina aumentou ligeiramente e atingiu o nivel mais alto na condi¢ao de torra
escura (69,0+4,30 mg/ml). Portanto, o efeito da torrefagdo no nivel de cafeina precisa
ser mais investigado para afirmar claramente a influéncia da torrefagédo no conteudo
desse composto bioativo.

O extrato de torra clara (TC) apresentou uma reducgéo de 25,7% em seu teor
de cafeina em relacéao ao café verde (CV), enquanto os extratos de torra média (TM)
e torra escura (TE) tiveram, respectivamente, uma perda de 28% e 13,7%. Essa
flutuacao no teor de cafeina pode ser explicada pela maior solubilidade da cafeina em
agua a medida que a temperatura de torrefacdo aumenta.

O teor de acido clorogénico, apds a torrefagéo, apresentou declinio (Tabela 4)
e atingiu o menor valor no café torrado escuro (0,28mg/ml). A temperatura de
torrefagao neste trabalho foi em torno de 200°C, sugerindo que a maior parte do acido

clorogénico neste experimento foi convertida em lactona de acido clorogénico.
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O perfil e a concentragdo de compostos biologicamente ativos nos graos de
café dependem principalmente do grau de torra, que, por sua vez, afeta a atividade
antioxidante e o carater quimiopreventivo do café.

Entre as amostras de extratos de café, em relagdo ao teor de compostos
fendlicos totais, o processo de torrefagao dos graos de café reduziu significativamente
o teor com o aumento da temperatura de torra (Tabela 4), com o menor valor
apresentado no extrato CV (17,42+1,13g GAE/100g; p<0,05) em relagdo ao extrato
TC (15,11+0,35g GAE/100g; p<0,05), seguido de uma nova reducdo apds o aumento
da torrefagcédo temperatura. Nao houve diferenga estatistica (p>0,05) entre os extratos
TM (10,9310,64g GAE/100g) e TE (11,680,279 GAE/100g).

Tabela 4 - Teor de cafeina e compostos fendlicos nos extratos de café arabica verde e em diferentes
niveis de torra.

Compostos fendlicos

Fendlicos totais

Extratos de Cafeina Acido cafeico Acido clorogénico (g GAE/100g)
café (mg/100g) (mg/mL) (mg/mL)
Ccv 80.0+2.2* 16.76+£0.81* 19.37+£1.25** 17.42+1.13*
TC 59.4+3.6 0.85+0.12 4.35+0.36* 15.11+0.35*
™ 57.6x1.5 2.23+1.20 0.72+0.15 10.93+0.64
TE 69.0+4.3 0.98+0.32 0.28+0.08 11.68+0.27

Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, CT: controle, *p <0,05, **p<0.001. Os resultados estao
expressos como média * desvio padrao. Asteriscos representam diferenga significativa. Os resultados
foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (p<0,05).

A atividade antioxidante do café verde e em diferentes torras foi avaliada pelos
métodos DPPH, FRAP, ABTS e ORAC (Figura 17). Ao comparar a capacidade
antioxidante do café em diferentes niveis de torra, pode-se observar a mesma
tendéncia nos resultados entre os métodos utilizados.

O extrato de café verde apresentou a maior atividade antioxidante em
comparagao com os extratos de café torrado; e dentre os extratos de café torrado,
destaca-se o TC com maior potencial antioxidante.

No ensaio de DPPH, observou-se reducdo estatisticamente significativa
(p<0,01) no potencial antioxidante do CV (18,94+0,52 mmol TE/g) para o TC
(13,52+0,53 mmol TE/g). Nao houve diferenca estatistica entre TC e TM (11,13£0,31
mmol TE/g), e TE (8,171£0,14 mmol TE/g) foi significativamente menor que TC e TM.
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De acordo com o método FRAP, a capacidade antioxidante aumentada
(p>0,01) foi observada no CV (61,22+21,31 umol FSE/g). Nao foi observada diferenga
significativa entre TC (27,81+9,08 pymol FSE/g), TM (17,35+0,83 umol FSE/g) e TE
(32,6618,24 pmol FSE/Qg).

No ensaio ABTS, nao houve diferenga estatisticamente significativa entre CV
(5,16+1,35 mmol TE/g) e TC (6,50£0,39 mol TE/g) e entre TM (1,03+0,20 mmol TE/qg)
e TE (1,570,116 mmol TE/g). Mas CV e TC tém potencial antioxidante
significativamente maior (p>0,05) do que TM e TE.

Conforme observado com o ensaio ORAC, a atividade antioxidante diminuiu
(p<0,01) do CV (43,50+3,06 mmol TE/g). Nao houve diferenga estatisticamente
significativa (p<0,01), de acordo com a progressao da torrefagao (TC, 27,86+2,04
mmol TE/g; TM, 31,23+3,54 mmol TE/g; e TE, 25,68+£1,97 mmol TE/Q).

Figura 17 - Capacidade antioxidante de extratos de café arabica em diferentes niveis de torra pelos
métodos ABTS(A), DPPH(B), FRAP (C) e ORAC (D).
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Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, CT: controle, *p <0,05, **p<0.001. Os resultados estao
expressos como meédia + desvio padrao. Asteriscos representam diferenca significativa. Os resultados
foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pds-teste de Tukey (p<0,05).
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5.3 Compostos bioativos de extratos de café promovem efeitos citostaticos

em células de cancer de prostata

Neste estudo, foi avaliado o efeito de extratos supercriticos de café nas células
PC-3 e DU-145. O efeito dos extratos supercriticos de café sobre o ciclo celular PC-3
e DU-145 apos 48 horas de incubacgao sao apresentados na Tabela 5.

Em PC-3, nao foi observada diferencga estatistica no numero de células quando
comparado ao controle no subG1. As amostras de CV induziram redug¢ao de células
logo no inicio do ciclo celular, em Go/G1, nas concentragdes de 5Smg/ml (40,57 %+5,58)
e 10mg/ml (58,83%+6,52), enquanto no TC induziram aumento de células (p<0,001)
na fase Go/Gi, nas concentragdes de 5mg/ml e 10mg/ml, com aumento da
porcentagem de células de 77,43%+1,96 e 77,37%+1,86, respectivamente. Na fase
S, apenas o TC a 5mg/ml (6,29%0,69) e 10mg/ml (5,60%%2,11) apresentou redugéo
significativa no percentual de células. E, no G2/M, o TC também foi a unica amostra
que apresentou reducdo significativa em 5mg/ml (5,7%%2,03) e 10mg/ml
(5,57%=1,34), quando comparado as células PC-3 néo tratadas.

Em DU-145, houve diferenca estatistica no numero de células em todas as
amostras no subG1 em comparagdo com o controle. No inicio do ciclo celular, em
Go/G1, a amostra de CV na concentragao de 5mg/ml ndo apresentou diferenga
estatistica em relacdo ao controle, mas a CV 10mg/ml (29,53 5,17) induziu reducéo
do numero de células. Da mesma forma, TC 5mg/ml ndo apresenta diferenga em
relagcdo ao controle e TC 10mg/ml foi capaz de reduzir o numero de células. Nas
ultimas fases do ciclo celular, S e G2/M, ambas concentragcdes de CV e TC
apresentaram aumento significativo no niumero de células.

Observa-se perfil bem distinto no ciclo celular entre as linhagens celulares
metastaticas de cancer de prostata, PC-3 e DU-145, apds 48 horas de incubagao com
extratos de CV e TC. Tanto em PC-3 quanto em DU-145, o CV 10mg/ml foi capaz de
parar o ciclo celular logo no inicio, em Go/G1, mas apenas em PC-3, os extratos de TC
em ambas as concentracdes reduziram o numero de células em S e G2/M, no meio e
final do ciclo celular, ou seja, apenas em PC-3, os extratos de TC foram capazes de

reduzir a replicagao celular.
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Tabela 5 - Efeito de extratos de café arabica na progressao do ciclo celular em células PC-3 e DU-
145, apos 48 horas de incubagao.

Amostras Concentragao SubG4 Go/G1 S Ga/M
PC-3

Controle - 1,45+ 0,43 60,63 + 1,93 9,25+ 1,33 8,59 + 0,30
cv 5mg/ml 0,04 £0,00 40,57 +5,58 * 10,93 £ 1,48 9,93 +0,38
cv 10mg/ml 0,04 £ 0,01 58,83 + 6,52* 10,94 £ 1,13 8,87 £ 0,29
TC 5mg/ml 0,35+0,16 77,43 + 1,96** 6,29 + 0,69* 5,70 £ 2,03*
TC 10mg/ml 0,19+0,05 77,37 +1,86* 560+211* 5,57 +1,34*

DU-145

Controle - 0,75+0,43 45,2 + 3,96 15,57 £ 2,38 11,92 £ 3,51
cv 5mg/ml 2,29 +0,18* 42,10 £ 6,83 23,90 +1,27* 16,63 £ 3,96*
cv 10mg/ml 1,31 +£0,53* 29,53+ 5,17* 21,73 £2,22* 24,40 £ 1,56**
TC 5mg/ml 3,07 £ 0,25* 53,43 £ 0,61 24,40 + 1,06* 12,60 £ 0,29
TC 10mg/ml 1,42 +0,39* 32,27 +0,90* 21,93 +0,62* 15,10 £ 0,29*

Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, CT: controle, *p <0,05, **p<0.001. Os resultados estao
expressos como média * desvio padrao. Asteriscos representam diferenca significativa. Os resultados
foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (p<0,05).

5.4 Compostos bioativos de extratos de café reduzem a viabilidade celular e

induzem apoptose em células de cancer de prostata

Os efeitos citotoxicos dos extratos supercriticos de café foram avaliados
através da metabolizacdo do sal do tetrazolio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio brometo) em formazan pelas enzimas mitocondriais das células
malignas PC-3.

Na Figura 18 sdo observados os resultados da viabilidade celular de PC-3. Na
incubacgéo de 24 horas, todas as concentragdes de CV, exceto 100ug/ml, mostraram
uma reducéo significativa na viabilidade celular em células PC-3. O CV apresentou
reducao significativa nas concentragbes 250, 500 e 1000ug/ml (p<0,05), e nas
concentragdes 2500, 5000 e 1000ug/ml uma redugédo com significancia estatistica de
p<0,001. Enquanto, em 48 horas, o CV apresentou redugao significativa apenas na
concentragcdo de 1000pg/ml (p<0,001) e redugdo estatisticamente significativa
(p<0,05) em 5000 e 10000ug/ml.

O extrato da TC, em 24 horas, induziu uma reducao na viabilidade celular das
células PC-3 em todas as concentragdes testadas. Houve significancia estatistica de
p<0,001 nas maiores concentragées (2500, 5000 e 10000ug/ml). Em 48 horas, o TC

foi capaz de reduzir a viabilidade celular das células PC-3 nas cinco maiores
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concentragdes testadas. Houve reducao estatisticamente significativa de p<0,001 nas

concentragdes 1000, 2500, 5000 e 10000ug/ml.

Figura 18 - A viabilidade celular em resposta a diferentes concentragées de amostras de extrato de
café verde (A e B) e torra clara foram testadas pelo ensaio MTT: PC-324 h(Ae C),PC-348h (Be

D).
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Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, CT: controle, *p <0,05, **p<0.001. Os resultados estéo
expressos como media = desvio padrdo. Asteriscos representam diferenca significativa. Os resultados
foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Proprio autor

Na Figura 19 sao observados os resultados da viabilidade celular de DU-145.
Na incubagdo de 24h, as concentragdes de CV 2500, 5000 e 10000upg/ml
apresentaram reducéo significativa (p<0,001) na viabilidade celular de DU-145. Ao
passo que em 48h, todas as concentragdes CV mostraram uma reducéo significativa
na viabilidade celular de DU-145, sendo p<0,001 nas concentragdes 2500, 5000 e
10000 pg/ml.

O extrato da TC, em 24 horas, induziu uma redug¢ao na viabilidade celular das
células DU-145 em quase todas as concentragbes testadas, exceto 100 e 250ug/ml.
Houve significancia estatistica de p<0,001 nas maiores concentragdes (5000 e
10000pg/ml). Em 48 horas, o TC foi capaz de reduzir a viabilidade celular das células
DU-145 em todas as concentracbes testadas. Houve reducgao estatisticamente

significativa de p<0,001 nas concentragdes 2500, 5000 e 10000ug/ml.
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Tanto CV quanto TC apresentaram resultados significativos nas concentragcbes
mais altas em ambos os tempos de incubacgao. Destaca-se que em ambos os extratos
a incubacdo de 48 horas apresentou resultados significativos em todas as

concentracdes e, p>0,001 nas trés maiores concentragdes testadas.

Figura 19 - A viabilidade celular em resposta a diferentes concentragées de amostras de extrato de
café verde (A e B) e torra clara foram testadas pelo ensaio MTT: DU-145,24 h (A e C), PC-348 h (B
e D).
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Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, CT: controle, *p <0,05, **p<0.001. Os resultados estéo
expressos como média + desvio padrao. Asteriscos representam diferenga significativa. Os resultados
foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Proprio autor

O efeito dos diferentes extratos de café sobre as linhagens celulares PC-3 e
DU-145 em apoptose sdao mostrados na Tabela 6. Em PC-3, houve uma reducéao
significativa no numero de células viaveis em relagdo ao controle, essa redugéo
ocorreu no CV 10mg/ml (89%z0,7) e TC 5mg/ml (82,48%0,66), € uma redugdo maior
foi observada no TC 10mg/ml (75,93%%2,58). Apenas, CV 10mg/ml mostrou um
aumento significativo no numero de células durante a apoptose precoce (5,6%=1,78).
Na apoptose tardia, foi demonstrado que houve um aumento significativo no numero
de células em TC 5mg/ml (10,64%+2,83), e um maior aumento de expressdo com
10mg/ml (23,18%=2,77). No processo de necrose, apenas o TC 5mg/ml apresentou

aumento significativo de células (6,48%+3,29).
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Em DU-145, também houve reducgao significativa no numero de células viaveis
em relagdo ao controle, apresentando significancia de p<0,001 na concentragao
10mg/ml em ambos os extratos testados. Foi observador aumento significativo
(p<0,001) na apoptose precoce e tardia em ambos os extratos, tanto em 5mg/ml
quanto em 10mg/ml. Nao houve aumento significativo de necrose para nenhuma
concentracao dos extratos testados. Os extratos de CV e TC foram mais eficazes em
induzir apoptose precoce e tardia na linhagem celular DU-145.

Tabela 6 - Efeito de extratos de café arabica na apoptose em células PC-3 e DU-145, apos 48 horas
de incubagao.

Amostras Concentragdo Células viaveis  Apoptose inicial Apoptose tardia Necrose
PC-3

Controle - 94,13+ 2,34 1,33+0,78 5,93 £ 3,13 0,40 £ 0,23
cv 5mg/ml 93,95+ 0,96 0,58 £ 0,23 4,96 + 0,37 0,52 £ 0,33
cv 10mg/ml 89,00 £ 0,70* 5,60 £ 1,78** 5,38 £ 1,18 0,03 £0,02
TC 5mg/ml 82,48 £ 0,66 0,39 £ 0,67 10,64 + 2,83* 6,48 + 3,29*
TC 10mg/ml 75,93 £ 2,58** 0,76 £ 0,74 23,18 £ 2,77** 0,13 +£0,07

DU-145

Controle - 96,72 £ 1,03 0,87 £ 0,28 1,67 £ 0,79 0,72+0,15
cv 5mg/ml 55,63+ 5,36* 18,37 £ 9,36** 25,35+ 1,37** 0,68 £ 0,35
cv 10mg/ml 24,03+ 2,23** 25,65 £ 2,77*** 49,93+ 1,16*** 0,43 £0,28
TC 5mg/ml 40,83 £4,57* 27,6 £ 4,89** 31,28 +1,78*** 0,29+ 0,13
TC 10mg/ml 31,63 £ 7,66** 52,5 £ 9,06*** 14,3 + 3,54** 1,57 £ 0,39

Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, CT: controle, *p <0,05, **p<0.001. Os resultados estao
expressos como média *+ desvio padréo. Asteriscos representam diferenga significativa. Os resultados
foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (p<0,05).

Na Figura 20, A é o controle, B e C séo as células PC-3 apos tratamento com
5 e 10 mg/ml de CV e D e E sao as células PC-3 apés tratamento com 5 e 10 mg/ml
da TC. Dentre os diferentes extratos de CV e TC testados, TC 10mg/ml foi capaz de
causar a maior redugdo na viabilidade celular (p<0,001). CV 10mg/ml foi a
concentragdo que mais induziu apoptose precoce (p<0,001), enquanto TC 10mg/ml,

apoptose tardia (p<0,001). E apenas TC 5mg/ml induziu necrose (p<0,05).
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Figura 20 - Indugdo de apoptose em 48h em células de cancer de préstata PC-3 por diferentes
extratos de café arabica verde e torra clara. (A) Células PC-3 de controle. (B e C) Células PC-3,
respectivamente, apds tratamento com 5mg/ml e 10mg/ml de extrato de café de torra clara.
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Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, CT: controle. Os resultados estdo expressos como média
desvio padrao. Asteriscos representam diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo
teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Proprio autor

Na Figura 21, A é o controle, B e C sao as células DU-145 apés tratamento com
5e 10 mg/ml de CV e D e E séo as células DU-145 apds tratamento com 5 e 10 mg/ml
da TC. Dentre os diferentes extratos de CV e TC testados, tanto CV quanto TC na
concentragdo 10mg/ml foram capazes de causar a maior redugdo na viabilidade
celular (p<0,001). As quatro amostras testadas foram capazes de induzir

significativamente a apoptose precoce e tardia em DU-145.
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Figura 21 - Indugéo de apoptose em 48h em células de cancer de prostata DU-145 por diferentes
extratos de café arabica verde e torra clara. (A) Células DU-145 de controle. (B e C) Células DU-145,
respectivamente, apds tratamento com 5mg/ml e 10mg/ml de extrato de café verde. (D e E) Células
DU-145, respectivamente, apos tratamento com 5mg/ml e 10mg/ml de extrato de café de torra clara.
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Legenda: CV: café verde, TC: torra clara, CT: controle. Os resultados estdo expressos como média
desvio padrao. Asteriscos representam diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo
teste One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey (p <0,05).

Fonte: Proprio autor

O aumento relativo da apoptose apds 48 horas de tratamento com extratos de
café arabica verde e torra clara é observado na Figura 22. Em (A), observamos que
apenas TC 10mg/ml provocou aumento relativo na apoptose de células PC-3
(p<0,0001). Ao passo que em (B), todos as amostras testadas nas células DU-145
induziram aumento relativo de apoptose com significancia de p<0,0001 em
comparagao com o controle. Sendo CV10 diferente de CV5 (p<0,001) e CV5 diferente
de TC10 (p<0,05). De forma geral, os extratos foram mais eficazes em induzir

apoptose nas células de cancer de prostata DU-145.




7

Figura 22 - Aumento da apoptose ap6és tratamento com extratos de café arabica verde e torra clara
apos 48 horas de incubacgao. (A) Aumento relativo na indugéo de apoptose por diferentes extratos de
café arabica verde e torra clara em células de cancer de prostata PC-3. (B) Aumento relativo na
inducao de apoptose por diferentes extratos de café arabica verde e torra clara em células de cancer
de prostata DU-145.
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Legenda: diferengas significativas entre células ndo tratadas (controle) e células tratadas com
extratos de café foram comparadas *p< 0,05; **p<0,0001.
Fonte: Proprio autor

5.5 Comparacao dos efeitos de extratos de café arabica obtidos por
diferentes métodos de extragdo apoés incubacdao com células de
cancer de préstata

A Tabela 7 apresenta uma comparacao dos efeitos da incubacao de extratos
de café (5mg/ml) obtidos por diferentes métodos de extragdo, em células PC-3. Ao
comparar as amostras de café arabica obtida por SFE com estudos prévios que
utilizaram a extragao assista por ultrassom (UAE) com posterior spray drying (SOUZA
et al., 2020) e extragao assista por micro-ondas (MAE) (MONTENEGRO et al., 2021)
observa-se diferengas significativas nas fases do ciclo celular, viabilidade celular e
inducdo da apoptose. E importante salientar que o estudo de Souza et al. (2020)
também utilizou o etanol como cossolvente, enquanto Montenegro et al. (2021) utilizou
a agua.

O CV obtido por SFE apresentou reducéo (|33,1%) semelhante no numero de
células em Go/G1 com CV obtido por MAE (]33,8%), em relagao aos seus respectivos
controles, mas superior a mesma concentracdao de CV por UAE (|21,7%). Na fase
G2/M apenas os extratos de CV obtidos por UAE (SOUZA et al., 2020) induziram
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reducdo no numero de células (}20,5%), porém sem diferenca estatistica (p>0,05) em
relacdo ao seu controle.

O extrato UAE de TC foi o unico que apresentou redugdo significativa no
numero de células em Go/G1 (|10%), enquanto, os extratos SFE de TC foram os
unicos capazes reduzir (p<0,05) o numero de células na fase S (|32%) e G2/M
(133,6%). No entanto, a técnica de UAE (SOUZA et al., 2020) foi a que apresentou
resultados mais significativos na redugao da viabilidade celular e indugéo de apoptose
em células PC-3 (Tabela 7). Apenas o extrato CV obtido por UAE de café arabica foi
capaz de reduzir (p<0,05) a viabilidade celular de PC-3 (|58,6%). Ao passo que, 0
extrato de TC obtido por UAE (|27,2%) e por SFE (}12,4%) foram capazes de reduzir
significativamente a viabilidade celular da linhagem PC-3.

Tabela 7 - Comparagéao do efeito de extratos de café arabica na concentragdo 5mg/ml obtidos por 3
diferentes métodos de extracdo em células PC-3.

Ensaio C. arabica obtido C. arabica obtido por MAE C. arabica obtido por
celular por SFE (MONTENEGRO et al., 2021) UAE (DE SOUZA et al.,
2020)
Ccv TC Cv TC Cv TC
Ciclo 133,1%*  127,7% 133,8%*** 110,5% 121,7%* 110%*
celular:
Go/G1
Ciclo 118,2% 132%* 1244%*** 16,9% 1838,2%* 1123,5%
celular: S
Ciclo 115,6%  |33,6%" 154,7%*** 15,6% 120,5% 153%*
celular:
G2/M
Viabilidade 10,2% 112,4%* 10,8% 11,9% 158,6%* 127,2%*
celular
Apoptose 156,4% 170,7% 119,6% 1191,8%*** 12137%* 1946%*
inicial
Apoptose 116,4%  179,4%* 156,4% 175,7%* 11507%* 11514%*
tardia
Necrose 130% 11520%* 157%** 183%*** 155,1% 180,9%*

Legenda: CV: café verde, TC: torra clara; SFE: extragdo com fluido supercritico; MAE: extracao
assistida por micro-ondas; UAE: extracao assistida por ultrassom; *p <0,05, **p<0.001, ***p<0,0001.

Em relacdo a indugao de apoptose em células PC-3, os extratos de CV e TC
obtidos por UAE provocaram aumento significativo no niumero de células em apoptose
inicial, 12137% e 1946%, respectivamente. Apenas o extrato obtido por MAE
(MONTENEGRO et al., 2021) de TC induziu aumento na apoptose inicial (1191,8%).
Semelhantemente, foi observado que ambos os extratos obtidos por UAE (CV:
11507% e TC: 1514%) induziram apoptose tardia (p<0,05), mas apenas os extratos
de TC obtido por MAE (175,7%) e por SFE (179,4%) provocaram este efeito. Assim,
sugere-se que os extrato obtidos por UAE (SOUZA et al., 2020) foram mais eficazes
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na reducéo da viabilidade celular e indugao de apoptose em células de cancer prostata
PC-3. Todavia, apenas os extratos aquosos de café obtidos por MAE
(MONTENEGRO et al., 2021) foram capazes de reduzir a morte celular por necrose.
Em DU-145, foram comparados os resultados obtidos apenas com o estudo
prévio de Montenegro et al. (2021) que também analisou esta linhagem celular de
cancer de proéstata. Os extratos aquosos de café arabica obtidos por MAE
(MONTENEGRO et al., 2021) de CV (|23,4%) apresentaram reduc¢ao significativa no
numero de células em Go/G1, ao passo que as amostras de café obtidas por SFE nao
(Tabela 8). A reducéo no numero de células em Go/G1 induzidas por CV (|34,7%) e
TC (]28,6%) obtidos por SFE foram observadas apenas na maior concentragao
testada (10mg/ml), que n&o foi avaliada pelo estudo de Montenegro et al. (2021).
Ambos os extratos de CV e TC obtidos por SFE e MAE (MONTENEGRO et al.,
2021) reduziram significativamente a viabilidade celular e aumentaram a apoptose
inicial de DU-145. Mas apenas os extratos obtidos por SFE foram capazes de induzir
apoptose inicial em DU-145. Outrossim, apenas o extrato de TC obtido por SFE foi

capaz de reduzir o numero de células em necrose.

Tabela 8 - Comparagéao do efeito de extratos de café arabica na concentragdo 5mg/ml obtidos por 2
métodos de extracdo em células DU-145.

Ensaio celular C. arabica obtido por SFE C. arabica obtido por MAE
(MONTENEGRO et al., 2021)
cv TC Ccv TC
Ciclo celular: Go/G1 17% 118,2% 123,4%*** 111,8%
Ciclo celular: S 153,5%* 156,7%* 157,6%*** 112%
Ciclo celular: G2/M 139,5%* 15,5% 19,5% 112,6%
Viabilidade celular 142,5%* 157,8%* 118,8%*** 130,7%***
Apoptose inicial 12011%** 13072%** 140,4% 123%
Apoptose tardia 1417%** 1M773%*** 1199,1%*** 1334,5%***
Necrose 15,6% 159,7% 1142,1% 1403%***

Legenda: CV: café verde, TC: torra clara; SFE: extragdo com fluido supercritico; MAE: extracao
assistida por micro-ondas; *p <0,05, **p<0.001, ***p<0,0001.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho estudou os efeitos antioxidantes e antiproliferativos dos
extratos supercriticos de café arabica verde e de diferentes tipos de torra em duas
linhagens celulares de cancer de préstata, PC-3 e DU-145. O café escolhido para este
estudo é a espécie mais consumida e comercializada mundialmente (ICO, 2021).

O perfil de torra nas amostras de café arabica seguiu a escala de Agtron
(RABELO et al., 2015) para obtengdo do padrdo de torra clara, média, escura e
italiana. A definicdo de cor envolve percepgéo e subjetividade de interpretagao, por
este motivo, foi utilizado o diagrama CieLab, uma vez que € amplamente usado em
pesquisas cientificas e pela industria para padronizar a avaliagcdo das cores
(GUIMARAES, 2018).

A quantificagdo colorimétrica € realizada em espectrofotbmetros ou
colorimetros, onde a luz refletida dos objetos € medida em cada comprimento de onda
ou em faixas especificas, quantificando os dados espectrais para determinar as
coordenadas de cor do objeto, no espago de cor L*a*b*, apresentando a informagao
em termos numeéricos. As caracteristicas universais de cores sdo baseadas em trés
aspectos principais, a luminosidade (L*) para dizer se a amostra é clara ou escura, e
as coordenadas a* e b* que se referem as cores primarias: -a*: verde, +a*: vermelho,
-b*: azul e +b*: amarelo e, os dados das amostras testadas sao colocados no grafico
de forma tridimensional (MANOJLOVIC et al., 2015).

A cor do café € um importante indicador para controlar e verificar a qualidade
do processo de torrefagao (SAKLAR et al., 2001). Como visto na Tabela 3, o extrato
de café verde teve o maior valor de L*, enquanto os extratos supercriticos de café
torrados apresentaram a menor luminosidade. As redugdes nos valores de L* com o
aumento do tempo e da temperatura de torrefacdo podem ser explicadas pela
formacao de pigmentos marrons em decorréncia da reagdo de escurecimento nao
enzimatico (Reagao de Maillard) e degradagéao de fosfolipidios, bem como a oxidagao
térmica de polifenéis (BUDRYN et al., 2009, PATRAS et al., 2010; BAUER et al,,
2018).

A saturacao da cor do café indica o processo de escurecimento e é geralmente
considerada uma medida indireta do conteudo de compostos de pigmento produzidos

a partir das reacdes de escurecimento. Dessa forma, a saturacao de cor no café pode
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ser relacionada aos produtos da reacao de Maillard, que sdo compostos de cor
marrom com aroma tipico e propriedades funcionais, incluindo potencial antioxidante.
Portanto, os dados sugerem que a torra leve pode ter a maior atividade antioxidante,
e que a progressao da torra promove a degradagdo de compostos relacionados ao
potencial antioxidante da bebida (MEHAYA & MOHAMMAD, 2020).

Apesar do café ja ter sido considerado cancerigeno pela International Agency
for Research on Cancer (IARC), devido a presenca de produtos da pirdlise do café no
processo de torra, como a acrilamida, hidroximetilfurfural, entre outros (IARC,1991),
duas décadas depois, foi observado que o consumo de café em geral ndo possui efeito
carcinogénico, visto que o café apresenta maior teor de substadncias com acéao
antioxidante que o efeito de espécies reativas de oxigénio (EROQO’s), que séo os
principais contribuintes para o estresse oxidativo (LOOMIS et al., 2016).

Na literatura, varios efeitos potencialmente quimiopreventivos e antioxidantes
do café tém sido discutidos nos ultimos anos, correlacionados principalmente ao
conteudo de compostos fendlicos totais, cafeina, acido cafeico e acido 5-
cafeoilquinico (5-CQA) (TVERDAL, 2015, BAUER et al., 2018; MONTENEGRO et al.,
2021; NIGRA et al., 2021). Neste contexto, estudos recentes que investigaram o efeito
da torra no teor de cafeina e compostos fendlicos no café verde mostraram que a
degradagao dos compostos fendlicos ocorreu com o processo de torrefacdo (SOUZA
et al., 2020; MONTENEGRO et al., 2021; LICZBINSKI & BUKOWSKA, 2022). Esses
resultados estdo de acordo com o que foi observados na Tabela 4.

No entanto, ao analisar o teor de cafeina do presente estudo, observou-se uma
flutuagéo no teor desse composto bioativo ao longo do processo de torrefagcao. O teor
de cafeina no extrato de café de torra escura aumentou cerca de 16% e 20%, quando
comparado ao extrato de torra clara e ao extrato de torra média, respectivamente
(Tabela 4). Essa flutuacdo no teor de cafeina pode ser explicada pela maior
solubilidade da cafeina em agua a medida que a temperatura de torrefagao aumenta.
Além disso, a redugao no teor de cafeina, ao comparar o CV com a TC, pode ser
atribuida a um arrasto pelo vapor de agua liberado da estrutura do grédo de café
durante a torrefagdo (BAGGENSTOSS et al., 2008). Portanto, o maior teor aparente
de cafeina nas torras mais escuras pode ser decorrente da diminuicdo do teor de

umidade conforme aumenta o tempo de torra (VIGNOLI et al., 2014).
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A cafeina é relatada na literatura como uma molécula termoestavel, com ponto
de fusdo de 238°C (MEHAYA & MOHAMMAD, 2020). Este fato foi observado por
Kitzberger et al. (2014) e Tsai & Jioe (2021), que descreveram a estabilidade da
cafeina durante o processo de torrefagdo em cultivares de café submetidos as
mesmas condigdes de manejo. Portanto, como ha perda de massa de compostos
termolabeis durante o processo de torra, a cafeina tende a se concentrar no gréo
(MEHAYA & MOHAMMAD, 2020).

No entanto, pesquisas realizadas tanto com café arabica quanto café robusta
observaram uma reducgao significativa no teor de cafeina dos graos de café durante o
processo de torrefacdo (KROL et al., 2020; BAUER et al., 2018; HECIMOVIC,
BELSCAK & HORZIC, 2011). Ao passo que outros autores mostraram que o teor de
cafeina ndo foi afetado pelo grau de torrefagdo (TFOUNI et al., 2012; JEON et al.,
2017; CLARKE et al., 2001; DEBONA et al., 2020). Assim, o efeito da torrefagéo no
nivel de cafeina precisa ser mais investigado para determinar claramente a influéncia
da torrefacédo no teor desse composto bioativo.

Além disso, foi observado que os niveis de acido cafeico diminuiram
significativamente com a progressao do processo de torrefagdo, assim como foi visto
em estudos anteriores (BAUER et al., 2018; MONTENEGRO et al., 2021) e por outros
autores (PERRONE, FARAH & DONANGELO, 2012). Portanto, a degradacao do
acido cafeico, que é o composto fendélico mais abundante no café verde, pode explicar
a reducgao da atividade antioxidante e do teor de compostos fendlicos com a torra e,
consequentemente, com o aumento da temperatura de torrefacéo do café (CASTRO
etal., 2018).

O processo de torrefacédo também é capaz de reduzir significativamente o teor
total de acidos clorogénicos dos graos de café (PERRONE, FARAH & DONANGELO,
2012; BAGCHI; MORIYAMA; SWAROOP, 2017). Moon & Shibamoto (2009) e
Nebesny & Budryn (2003) descreveram que mais de 60% dos acidos clorogénicos séo
perdidos durante o processo de torra. A medida que a torrefagdo progride, o acido
clorogénico é convertido em lactona de acido clorogénico (FARAH et. al., 2005).

O 5-CQA ¢ o principal composto de acido fendlico do café e apresenta funcbes
biolégicas de reducdo de lipidios no sangue, antioxidante e antibacteriana
(ASAMENEY et al., 2019). A degradacao térmica do 5-CQA durante a torrefacéo do

café leva a formacdo de compostos fendlicos amargos e compostos fendlicos
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aromaticos, ou seja, o 5-CQA participou da formacao da cor do café através de sua
incorporagao no esqueleto das melanoidinas, principal responsavel pela pigmentagao
e amargor do café (PERRONE, FARAH & DONANGELO, 2012; SAUD &
SALAMATULLAH, 2021).

No presente estudo, os extratos apresentaram declinio em suas concentragdes
de 5-CQA com o uso da temperatura, predominando as maiores concentragdes desse
composto fendlico no café verde (19,37mg/ml) e na torra clara (4,35mg/ml). Esse
comportamento esta de acordo com o relatado na literatura, que associa a redugao
dos acidos clorogénicos e aumento de seus produtos de degradacado durante a
torrefacao (PERRONE, FARAH & DONANGELO, 2012; MEHAYA & MOHAMMAD,
2020; LUDWIG et al., 2014; MOON & SHIBAMOTO, 2009; KROL et al., 2020;
DEBONA et al., 2020). O estudo de Dawidowicz & Typek (2017) investigou o acumulo
de lactona clorogénica em torno de 170-200°C e observou que o teor de lactona de
acido clorogénico diminui em temperaturas acima de 200°C. Assim, a condicao de
temperatura de torra no presente estudo, em torno de 200°C, pode ter contribuido
para que a maior parte do acido clorogénico nos extratos TC, TM e TE tenha sido
convertida em lactona de acido clorogénico.

Em relagcdo a atividade antioxidante, considerando que nenhum método
isoladamente pode refletir o exato "potencial antioxidante total" de uma matriz
alimentar devido a complexidade e diversidade de seus compostos bioativos, foram
realizados ensaios baseados em diferentes mecanismos de acao (HOU et al., 2004).

Conforme mencionado anteriormente, o extrato de café verde apresentou
atividade antioxidante superior aos extratos de graos de café torrado, em todos os
ensaios realizados, o que é consistente com seu maior teor de compostos fendlicos
totais. Além disso, o extrato de TC apresentou a maior atividade antioxidante dentre
as amostras que foram submetidas a torrefacdo, devido a menor degradacao de
compostos bioativos. Estudos prévios também observaram essa redugao na atividade
antioxidante de acordo com o grau de torra do café (BAUER et al., 2018; SILVA et al.,
2020; MONTENEGRO et al, 2021), além de outros trabalhos na literatura
(PERRONE, FARAH & DONANGELO, 2012; DIAZ, ORMANZA & ROJANO, 2018;
FARAH & LIMA, 2019; KROL et al., 2020). Essa redugdo na capacidade antioxidante
e no teor de compostos fendlicos pode ser explicada por uma possivel degradagéao do
acido 5-CQA (ABRAHAO et al., 2010; PERRONE, FARAH & DONANGELO, 2012;
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CASTRO et al., 2018), composto fendlico mais abundante no café verde (PERRONE,
FARAH & DONANGELO, 2012). Uma vez que o 5-CQA é mais termolabil do que seus
isdbmeros (3-CQA e 4-CQA) (KAMIYAMA et. al., 2015).

As analises dos extratos de café pelos métodos de captura de radicais ABTS e
DPPH mostraram maior potencial antioxidante quando comparado ao ensaio ORAC,
onde foi observado o menor potencial antioxidante. O ORAC é um método mais direto
que os demais, pois induz a formacédo de perdxido, que é instavel e se forma no
organismo, ao contrario de outros radicais livres (DPPH e ABTS), que sao sintéticos
e instaveis, sendo considerado por muitos autores, o ORAC, o método que seria mais
comparavel ao que ocorre no organismo (ALVES et al., 2010; SUCUPIRA et al., 2012;
YASHIN et al., 2013).

As amostras supercriticas de café arabica apresentaram maior atividade
antioxidante em comparagao com estudos prévios, valores superiores de FRAP e teor
de fendlicos totais que Souza et al. (2020), que utilizou extragdo assistida por
ultrassom (UAE) com posterior spray-drying e; superiores de DPPH, ORAC e fendlicos
totais que Montenegro et al. (2021), que realizou extragdo assistida por micro-ondas
(MAE). Ainda, como esperado, a atividade antioxidante observada em estudos com a
espécie Coffea canephora foi superior (umol de Trolox/g) aos encontrados neste
trabalho, em todos os métodos empregados (FRAP, DPPH, ORAC, ABTSY)
(PERRONE, FARAH & DONANGELO, 2012; BAUER et al., 2018).

Em tese, os resultados deste trabalho demonstram que o café verde e a torra
clara seriam mais eficazes na prevencgao e possivelmente no tratamento do cancer de
préstata, corroborando com estudos anteriores (MONTENEGRO et al., 2021; SOUZA
et al., 2020; BAUER et al, 2018), e que observaram reducgdo significativa da
viabilidade celular das linhagens PC-3 e DU-145, em 48 horas de incubagéo,
principalmente em amostras de café verde, mesmo em concentragcbes menores de
café arabica e robusta (SOUZA et al., 2020; BAUER et al., 2018), respectivamente.
Ainda, Choi, Jung & Ko (2018), em modelo animal, sugerem que o grau de torrefagéo
afeta os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios dos extratos de café. Por estas
razdes, o CV e a TC foram as amostras escolhidas para realizagao dos experimentos
com células de cancer de proéstata.

O céancer de prostata (CaP) € um dos tipos de canceres mais prevalentes em

todo o mundo, e o cancer € uma das doengas mais intensamente estudadas (BRASIL,
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2022; SIEGEL et al., 2023). Varias linhagens celulares de cancer foram desenvolvidas
e usadas para determinar os mecanismos subjacentes a tumorigénese do cancer e
identificar os marcadores de resposta terapéutica, visto que o uso de linhagens de
células cancerigenas tem varias vantagens, incluindo capacidade de proliferagcao
infinita e receptividade a triagem de drogas de alto rendimento (NAMEKAWA et al.,
2019; CUNNINGHAM & YOU, 2015).

O desenvolvimento inicial do cancer esta relacionado a disturbios na regulagao
do ciclo celular. Nas células normais, ha um ponto de verificacdo na fase S para
identificar a replicagdo do DNA e confirmar que nao ha areas de danos nao reparados
no DNA de estagios anteriores do ciclo celular. Os checkpoints também podem causar
o reparo do DNA e regular a progressao do cancer, além de induzir a parada do ciclo
celular (VISCONTI, DELLA MONICA & GRIECO, 2016). Ao passo que, a proliferagao
de células cancerosas acontece sem controle devido a perda da capacidade de
regular seu ciclo celular e sua taxa de proliferagcdao (SOUZA, 2011).

Neste contexto, os constituintes do café apresentam efeitos quimiopreventivos
que sdo capazes de induzir a apoptose e inibir a atividade angiogénica (NIGRA,
TEODORO & GIL, 2021; MONTENEGRO, SILVA & TEODORO, 2022). De acordo
com os resultados deste estudo. Portanto, as amostras podem ter promovido o reparo
ou, no caso de danos irreparaveis, estimulado a morte celular.

Murad (2013) sugere que os compostos intermediarios, produzidos através da
isomerizagao e/ou hidrdlise dos acidos clorogénicos sdo capazes de modular o ciclo
celular e consequentemente, induzir apoptose das células incubadas com extratos de
café verde e torra clara, onde os acidos clorogénicos estdo mais preservados. Neste
contexto, Sadegui et al. (2018) e Lodise et al. (2019) relataram que os acidos
clorogénicos e seus derivados causam uma reducgédo de células nas fases Go/G1 e
parada do ciclo celular na fase S em células de cancer de célon e, em células de
cancer de prostata, respectivamente. Portanto, os acidos clorogénicos séao
provavelmente os responsaveis pela maior parada do ciclo celular na fase Go/G1 no
tratamento de PC-3 com CV, em ambas as concentragdes testadas e, em DU-145 na
maior concentragao.

A parada da fase G2/M no ciclo celular induzido pela TC em ambas as linhagens
celulares, sendo que em PC-3 ocorreu nas duas concentragdes testadas da TC, pode

ter sido promovida pela trigonelina, conhecida por regular esse ciclo e, portanto,
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sugere-se ser a responsavel pelos resultados observados nessa fase (MOHAMADI et
al., 2018).

Ainda, a alteracao do ciclo celular induzida pelo café de torra clara pode ter sido
causada por outros compostos, visto que grande parte dos acidos clorogénicos e
trigonelina sdo degradados durante a torrefacdo (DAWIDOWICZ & TYPEK, 2017).
Segundo Debona et al. (2020), a trigonelina é degradada na temperatura de 180 a
230°C e para a torra clara foi realizado processamento térmico de 230°C por 12
minutos.

Vale lembrar que durante a torra do café, a condensagao da asparagina e dos
agucares redutores forma acrilamida, na reagao de Maillard (BERTUZZI et al., 2020;
SCHOUTEN, TAPPI & ROMANI, 2020). Um estudo realizado por Chen et al. (2013)
demonstrou que a acrilamida reduziu o numero de células na fase Go/G+ em astrocitos.
Outra substancia formada neste processo, € a melanoidina. Marco et al. (2011)
sugerem que as melanoidinhas possuem propriedade anticarcinogénica através da
inibicao de metaloproteases de matriz. Neste sentido, outros estudos relatam que as
melanoidinas sdo capazes de suprimir a proliferacédo celular de células cancerigenas
in vitro, provavelmente devido a inibicdo da cascata de proteina quinase ativada por
mitogénio (MARKO et al., 2002; MARKO et al., 2003). Portanto, as altera¢des do ciclo
celular causadas pelos extratos de TC nas linhagens PC-3 e DU-145, observadas no
presente estudo, podem ter sido causadas pelos efeitos da acrilamida e das
melanoidinas, que sao formadas durante a torrefagdo dos graos de café.

Em geral, os resultados foram mais expressivos com o tratamento dos extratos
no ciclo celular da linhagem PC-3, em comparacdo com DU-145. Vale destacar que
ambas as linhagens celulares de cancer de préstata tém moderado a alto potencial
metastatico, no entanto, PC-3 expressa um maior numero de genes relacionados a
inflamacao que foram regulados positivamente na hipéxia com uma resposta mais
completa e persistente em células mais agressivas (RAVENA et al., 2014; KWON et
al., 2018). Desta forma, os resultados indicam que o extrato de café atuou
efetivamente contra células com maior potencial metastatico, assim como foi
observado nos estudos anteriores (SOUZA et al., 2020; MONTENEGRO et al., 2021)
em células PC-3 e DU-145. Ainda, estes resultados corroboram com alguns estudos

epidemioldgicos que mostraram que o café foi mais eficaz em reduzir o risco de formas
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avancadas de CaP que formas localizadas e nao agressivas (LU et al.,, 2014;
SHAFIQUE et al., 2012; WILSON et al., 2013).

O café causou reducado mais rapida e acentuada na viabilidade celular de DU-
145 do que em PC-3, apos 48 horas de incubacdo. Embora, a mencéo anterior a
linhagem celular de cancer de préstata PC-3 ser mais agressiva (RAVENNA et al.,
2014; KWON et al., 2018), vale destacar que a linhagem celular de cancer de préstata
DU-145 pode ser equivalente a um estagio mais avangado do CaP por ser uma
linhagem de metastase cerebral (MONTENEGRO et al., 2021).

Ao comparar os resultados dos extratos supercriticos de café arabica no ciclo
celular de PC-3 e DU-145 com os estudos anteriores, que utilizaram extratos obtidos
por UAE (SOUZA et al., 2020) e por MAE (MONTENEGRO et al.,, 2021), foram
observadas algumas diferengas. Em PC-3, o CV 5mg/ml obtido por SFE apresentou
reducéo (]33,1%) semelhante no numero de células em Go/G1 com CV obtido por
MAE (]33,8%), em relagdo aos seus respectivos controles, mas superior a mesma
concentragédo de CV por UAE (]21,7%). Ja na concentragdo de CV 10mg/ml, os
extratos obtidos por UAE (SOUZA et al., 2020) foram os mais eficazes em reduzir o
namero de células em Go/G1(]40%), comparado com SFE que reduziu apenas 3%.
Na fase G2/M apenas os extratos de CV obtidos por UAE (SOUZA et al., 2020)
induziram reducéao significativa no numero de células, em ambas as concentragcbes
testadas (5 e 10mg/ml). Enquanto, os extratos SFE de TC foram os unicos capazes
reduzir o numero de células na fase S e G2/M, sendo a redugao inversamente
proporcional a concentracao testada (p<0,05).

Em DU-145, os extratos de café arabica obtidos por MAE (MONTENEGRO et
al., 2021) de CV 5mg/ml (|23,4%) apresentaram redugéao significativa no numero de
células em Go/G1 e TC 5mg/ml nas fases Go/G1 ((11,8%) e S (|12%), ao passo que
as amostras de café obtidas por SFE nao. A redugcédo no numero de células em Go/G+
induzidas por CV (134,7%) e TC (]28,6%) obtidos por SFE foram observadas apenas
na maior concentracdo testada, 10mg/ml, que nao foi avaliada pelo estudo de
Montenegro et al. (2021).

Os mecanismos de apoptose podem ser ativados por duas vias: extrinseca
(citoplasmatica) ou intrinseca (mitocondrial) (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).
De acordo com esses autores, a via intrinseca € ativada por estresse intracelular ou

extracelular, onde os resultados destes estimulos convergem para a mitocdndria,
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principal mediadora de processos apoptoticos, uma vez que permite a
permeabilizacdo com a consequente liberagdo de moléculas pro-apoptoéticas. A
presenca de compostos capazes de inibir a respiragcdo mitocondrial, podem
desencadear a producdo de ERO’s que promovem o desequilibrio de processos
metabdlicos da mitocdndria, levando a célula a apoptose (MARULLO et al., 2013).

Os antioxidantes presentes no café podem induzir efeitos antitumorais diretos,
mas também através da ativacdo de enzimas antioxidantes enddgenas, como a
superoéxido dismutase (SOD) e a gama-L-glutamil-L-cisteina sintetase (yGCS), sendo
possivel, em diferentes tipos de células, prevenir o dano mitocondrial pelo estresse
oxidativo, desempenhando um papel fundamental na apoptose, uma vez que o
processo inicial de apoptose esta associado a fragmentagao mitocondrial de proteinas
pro-apoptoéticas (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; NIGRA et al., 2021).

Alguns autores na literatura tém estudado os mecanismos que o café e seus
compostos bioativos induzem a apoptose em células de céancer de proéstata
(KOLBERG et al., 2016; IWAMOTO et al., 2018; NIGRA, TEODORO & GIL, 2021;
MONTENEGRO, SILVA & TEODORO, 2022). Neste contexto, Kolberg et al. (2016)
observaram que o café foi capaz de aumentar a apoptose e modular a expressao de
varios genes relacionados a inflamacdo em células PC-3 e em xenoenxertos de
cancer de prostata; os autores identificaram que o café foi capaz de inibir a atividade
de NF-kB induzida pela ligagdo do TNF-a ao DNA. Portanto, o extrato de café arabica
apresenta potencial terapéutico no cancer de prostata devido aos seus diversos
efeitos antioxidante, anti-inflamatorio, citotoxico e pro-apoptético, citados
anteriormente (SILVA et al., 2020; MONTENEGRO et al., 2021).

Geralmente, as células de linhagem tumoral tendem a ter uma resisténcia a
processos de apoptose (OKADA & MAK, 2004). No entanto, a cafeina, acido cafeico,
acidos clorogénicos, cafestol e caveol tém sido descritos como tendo propriedades
antimutagénicas, antioxidantes e capacidade de inibir a acdo de carcinégenos em
estudos que utilizaram modelos animais e culturas de células humanas, indicando que
podem ter um papel protetor contra o cancer colorretal, de mama e prostata (LUDWIG
et al., 2014; IWAMOTO et al., 2018; BULDAK et al., 2018; BAUER et al., 2018;
BARTOLOMEU et al., 2022; HU et al., 2019; MONTENEGRO et al., 2021; NIGRA et
al., 2021; SILVA et al.., 2020).
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A inducao da apoptose e a modulagao do ciclo celular podem ser alcangadas
pela obtencao da isomerizagao e hidrélise do 5-CQA (BAUER et al., 2018). Isso pode
explicar a maior indu¢ao de apoptose observada pelo extrato TC (Tabela 6). No colon,
por exemplo, o 5-CQA pode inativar as ERO’s da dieta e, como resultado, ajudar a
prevenir cancer de célon (LUDWIG et al., 2014).

Em linhagens metastaticas de prostata, a cafeina apresentou efeito inibitdrio na
adeséo, motilidade e proliferacdo de células DU-145 e PC-3 (POUNIS et al., 2017).
Iwamoto et al. (2018), observaram que o acetato de caveol e o cafestol, dois
diterpenos presentes no café, induziram a sintese de proteinas relacionados a
apoptose e inibiram sinergicamente a proliferacao e a migracao de células de cancer
de prostata de maneira dose-dependente. Ainda, He et al. (2003) sugerem que a via
envolvendo as caspases, bax e p53 sdo as possiveis vias pelas quais a atividade
biolégica mediada pelo café pode ser correlacionada com a regulagao do ciclo celular
e aumento da atividade pré-apoptotica.

De forma geral, os extratos supercriticos de café arabica foram mais eficazes
em induzir o aumento relativo de apoptose nas células de cancer de préostata DU-145
do que em PC-3, visto que ambos os extratos testados, CV e TC, nas concentragdes
de 5 e 10mg/ml induziram aumento significativo na apoptose de células DU-145;
enquanto no tratamento de PC-3 apenas com TC na concentragao de 10mg/ml. Estes
resultados estdo de acordo com estudo prévio de Montenegro et al. (2021) que
também observaram resultados mais satisfatérios em DU-145. Outro estudo prévio
utilizando extratos de café robusta também obteve resultados significativos, na
concentracdo de 5mg/ml de CV e TC, na inducédo da apoptose de células DU-145
(BAUER et al., 2018). Vale ressaltar, que o café robusta possui teor mais elevado de
cafeina e &cidos clorogénicos que o café arabica (DURAN et al., 2017), sendo
interessante estudos que avaliem os efeitos dos extratos supercriticos de café
também na espécie Coffea canephora.

Em comparacdo com outros métodos de extragao, os extratos supercriticos de
café arabica foram mais eficazes em reduzir a viabilidade celular (42,5% com CV5 e
175,2% com CV10) e induzir a apoptose (inicial e tardia) do que os extratos de café
arabica obtidos por MAE em DU-145 (MONTENEGRO et al., 2021). No entanto, a
técnica de UAE (SOUZA et al., 2020) foi a que apresentou resultados mais

significativos na reducgao da viabilidade celular e indugéao de apoptose em células PC-
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3, sendo interessante avaliar se os resultados também seriam superiores na linhagem
DU-145.

Apesar dos resultados superiores da UAE na viabilidade celular e apoptose de
PC-3, os extratos obtidos por SFE apresentaram maior teor de fendlicos totais. Vale
ressaltar que as duas técnicas utilizadas pelos estudos prévios (SOUZA et al., 2020;
MONTENEGRO et al., 2021) requerem menor custo de operacéo. Portanto, apesar
dos resultados satisfatorios dos extratos supercriticos do café arabica nas células de
cancer de prostata, a viabilidade econdmica desta técnica pode ser considerado um
fator limitante de sua aplicagéo, visto que a técnica de UAE (SOUZA et al., 2020)
requer uso de equipamento que ocupa menos espaco fisico e apresenta custo em
torno de 6 vezes menor que a SFE.

No que tange a dados epidemioldgicos, coortes elaborados por Kakizaki et al.
(2013), assim como Shafique et al. (2012), Lu et al. (2014) e as metanalises de Zhong
etal. (2014) e Huang et al. (2014) sugerem uma associagao protetora entre o consumo
de café e o risco de desenvolver cancer de prostata. Neste contexto, a revisao
elaborada por Buldak et al., (2018) apontou que o consumo habitual de café reduz a
concentracao plasmatica de uma série marcadores de inflamatérios (interleucina-18,
selectina-E, proteina C-reativa, adipocinas e IFN-Y). E a revisao de Montenegro, Silva
& Teodoro (2022), elucidou alguns dos mecanismos moleculares pela qual o café, os
acidos clorogénicos e os diterpenos, caveol e cafestol, protegem o organismo humano
contra danos ao DNA (ativagcdo da via Nrf2/ARE) e pode modular os fatores de
transcricao envolvidos na proliferagao celular e na angiogénese (inibicao da via PI3K/
Akt e da via MAPK).

Embora muitos compostos bioativos do café arabica sejam amplamente
conhecidos, ainda existem outros pouco estudados, além de estudos que avaliem o
efeito sinérgico destes compostos nos extratos de café. Mais estudos sdo necessarios
para elucidar o papel do café verde e do café de torra clara, e seus compostos
fitoquimicos, no cancer préstata; em especial, estudos de seguimento a esse, em
modelo animal, estudos epidemioldgicos e ensaios clinicos controlados em humanos

para avaliar se os efeitos observados serdao mantidos em modelos in vivo.
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7 CONCLUSOES

A saturacdo de cor no café pode ser relacionada aos produtos da reagao de
Maillard, que sado compostos de cor marrom com aroma tipico e propriedades
funcionais, incluindo potencial antioxidante.

O café arabica possui elevada capacidade antioxidante, mas como esperado,
foi observada redugao no teor de acido cafeico e acidos clorogénicos durante o
processo de torrefacdo dos graos.

Os extratos de café verde e de torra clara apresentaram maior atividade
antioxidante em relacdo aos extratos de café de torra média e escura, visto que a
progressao da torra promove a degradagao de compostos relacionados ao potencial
antioxidante da bebida.

No ciclo celular, as amostras podem ter promovido o reparo ou, no caso de
danos irreparaveis, estimulado a morte celular. O café verde induziu a parada do ciclo
celular na fase Go/G1, ao passo que o extrato de torra clara foi capaz de reduzir o
numero de células nas fases S e G2/M, em PC-3. Em DU-145, ambos os extratos
supercriticos de café so6 induziram parada do ciclo em Go/G1 nas maiores
concentracgdes testadas.

Os extratos supercriticos de café causaram reducéo significativa da viabilidade
celular e aumento da apoptose nas células PC-3 e DU-145, com destaque para o café
de torra clara. Os antioxidantes presentes no café podem induzir efeitos antitumorais
diretos, mas também indiretos, através da ativagdo de enzimas antioxidantes
enddgenas. Sugere-se que a maior concentragao de acidos clorogénicos nos extratos
causaria uma maior indugéo na apoptose.

Ao comparar as linhagens metastaticas de prostata, os extratos foram mais
eficazes na redugado da viabilidade celular e de induzir a apoptose em DU-145 do que
em PC-3. Este fato pode estar relacionado aos efeitos diretos e indiretos dos
compostos bioativos degradados e formados no café durante o processo de
torrefacdo, que podem atuar em diferentes vias de sinalizagdo celular destas
linhagens.

A técnica de extragao utilizada produziu extratos de café arabica com teor de
fendlicos totais mais elevado e resultados significativos das amostras de torra clara

no ciclo celular de PC-3 e DU-145, em comparagdo com outras técnicas
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instrumentalizadas. Apesar dos resultados satisfatérios na viabilidade celular e
apoptose, os resultados observados em PC-3 foram inferiores aos obtidos por UAE,
técnica de extragdo de menor custo testada em estudo prévio. Portanto, a viabilidade
econdmica desta técnica pode ser considerado um fator limitante de sua aplicagéo.
Conclui-se que essas amostras supercriticas de café arabica podem ser
eficazes na prevencéo e tratamento do cancer de préstata, porém, mais experimentos
com células sdo necessarios para confirmar essa eficacia e avaliar os mecanismos
moleculares envolvidos. Além disso, experimentos em modelo animal e ensaios
clinicos séo necessarios para avaliar se os efeitos se mantém nos modelos in vivo e
para determinar doses de recomendacdo para formulagdes nutracéuticas na

prevencao e tratamento do cancer de proéstata.
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RESUMO

O café é amplamente consumido e possui compostos com efeitos benéficos para a
saude. Porém, o processo de torrefagao afeta o conteudo dos compostos bioativos e
compostos indesejados podem ser formados. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar
a atividade antioxidante e conteudo de bioativos em diferentes niveis de torrefacdo de
café. Os graos verdes de Coffea arabica foram processados em torra clara, média,
escura e italiana, sendo os compostos extraidos por fluido supercritico. A capacidade
antioxidante dessas amostras foi avaliada pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP e
ORAC. O teor total de compostos fendlicos totais foi analisado pelo método de Folin-
Ciocalteu. A quantidade de cafeina e acido clorogénico (5-CQA) foram determinados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os extratos de café verde e torra clara
apresentaram maior capacidade antioxidante. Os teores de compostos fendlicos e
acido clorogénico foram reduzidos significativamente pela agao do calor. O café verde
e a torra clara apresentaram maior potencial bioativo sendo formas mais
potencialmente benéficas para a saude de utilizagao do café.

Palavras chave: café arabica, torrefagédo, antioxidante.

ABSTRACT

Coffee is widely consumed and has compounds with beneficial health effects.
However, the roasting process affects the content of bioactive compounds and
unwanted compounds can be formed. Therefore, the aim of the study was evaluating
the antioxidant activity and bioactive content at different levels of roasted coffee. The
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green beans of Coffea arabica were processed in light, medium, dark and italian roasts
and the bioactive compounds were extracted by supercritical fluid. The antioxidant
capacity of these samples was evaluated using the DPPH, ABTS, FRAP and ORAC
methods. Total phenolic compounds were analyzed by Folin-Ciocalteu. Caffeine and
chlorogenic acid were measured by HPLC. The extracts of green coffee and light roast
showed the highest antioxidant activity. The content of phenolic compounds and
chlorogenic acid was degraded due to temperature. Therefore, green coffee and light
roast showed greater bioactive potential and are more potentially beneficial to the
health of coffee use.

Key Words: arabic coffee, roasting, antioxidant.

INTRODUGAO

O café é a terceira bebida mais popular do mundo depois da agua e do cha,
sendo a segunda commodity mais negociada depois do petréleo. O café arabica é o
café mais consumido no mundo, por seu sabor e aroma agradaveis (FARAH, 2012).
O Brasil é o maior produtor e exportador de café e segundo maior consumidor da
bebida no mundo (CONAB, 2018).

A composicado quimica do café cru é influenciada pela variedade genética,
condi¢bes ambientais como altitude, temperatura e umidade, e pelo processamento
pos-colheita (DURAN, 2017). O gréo do café (café verde) & composto principalmente
de agua, carboidratos e fibras, proteinas e aminoacidos livres, lipidios, minerais,
acidos organicos, acidos clorogénicos, trigonelina e cafeina (FARAH, 2012). O café
contém também &cidos clorogénicos, responsaveis por grande parte da atividade
antioxidante da bebida, com potencial atividade antibacteriana, antiviral e anti-
hipertensiva (NAVEED et al, 2018).

Porém, a infusdo do café € um processo que produz alteragao na composi¢cao
quimica, principalmente apos sua torrefagdo, onde compostos originais do grdo sao
degradados e novos compostos sao formados garantindo suas caracteristicas de
sabor e aroma (JUNG, 2017). Contudo, os teores de acidos clorogénicos e de cafeina
podem variar dependendo do processo de torrefacdo aplicado (DIAS; ORMAZA;
ROJANO, 2017). O grao do café pode ser processado a diferentes niveis de
torrefacao, formando cafés de torra clara até cafés de torras mais escuras (FARAH,
2012).

As altas temperaturas observadas na torrefacdo levam a formagao de material
polimérico, ligando covalentemente os acidos clorogénicos e outros componentes do
café, como é o caso dos polissacarideos e proteinas, podendo levar a formacgao de
compostos castanhos de alto peso molecular denominados melanoidinas (NUNES;
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COIMBRA, 2001). As melanoidinas possuem atividade antioxidante, antimicrobiana e
anti-hipertensiva (JIMENEZ-ZAMORA; PASTORIZA; RUFIAN-HENAREZ, 2015) A
acrilamida é subproduto da reagdo de Maillard, e € uma substancia potencialmente
prejudicial a saude, visto que tem sido considerada neurotdxica e carcinogénica
(PORTO et al., 2015).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar a capacidade antioxidante e
o teor de compostos bioativos (compostos fendlicos, acido clorogénico e cafeina) no

café verde e em diferentes niveis de torra.

MATERIAL E METODOS

Matéria prima

Os graos de Coffea arabica (café Arabica) foram adquiridos de regides
produtoras dos estados do Rio de Janeiro. Tais amostras foram transportadas e
armazenadas no Laboratério de Diagnostico Molecular e Micologia da EMBRAPA
Agroindustria de Alimentos, RJ.

As amostras de cafés foram processadas nas torras clara (12 minutos a 230°C);
média (14 minutos a 240°C), escura (15 minutos a 245°C), e italiana (23 minutos a
250°C), realizadas no torrador Gene café®. Estes niveis de torra sdo classificados de
acordo com a Escala Agtron (RABELO, 2015).

Obtencao dos extratos de café por CO2 supercritico

Apos a obtencdo das amostras de café moido nas torras clara, média, escura
e italiana, os extratos de café foram produzidos por método de extragdo por CO:2
supercritico, no Conjunto de Extracdo Supercritica (modelo BRO0O3F, Fornecedor:
MAQNAGUA) no Servigco Nacional de Aprendizagem Industrial (SENAI) e foram
padronizados para os experimentos de atividade biologica. Foram realizadas trés
repeticoes para os tratamentos descritos, os quais serdo submetidas a todas as
analises propostas.

Conforme metodologia descrita por Zetzl, Brunner e Meireles (2003), o vaso do
reator, com volume interno de 1L, foi preenchido com 40g de amostra de café arabica
verde e café arabica submetido previamente a diferentes processos de torra. Em
seguida, foram introduzidos no reator 200 mL de etanol. Posteriormente, o vaso foi

aquecido até a temperatura de trabalho de 60°C e, apds a estabilizagdo das condi¢coes
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do sistema, pressurizado com COz2 até a pressao de trabalho de 100 bar, com auxilio
de bomba hidropneumatica. A partir de entao, foi esperado o tempo da estabilizagao
das condigdes do sistema e 2 horas para contagem do tempo de residéncia do
material no reator. Apds o tempo estipulado, a presséo do sistema foi reduzida, o COz2
foi pressurizado para retornar ao tanque de armazenamento e o extrato foi coletado

via valvula agulha para um recipiente fechado, e armazenado a -8°C em camara fria.

Determinagao de compostos fendlicos totais

A analise de fendlicos totais foi realizada de acordo com o ensaio de Folin-
Ciocalteu, (SINGLETON et al., 1965). As aliquotas dos extratos supercriticos de café
(250, 500 e 1000 L) foram pipetadas e repousaram ao abrigo da luz por duas horas
e apos esse periodo, foi realizado a leitura em espectrofotdmetro na absorbancia de
750nm. Os resultados foram comparados com a reagado do padrao acido galico e

expresso em mg de acido galico (GAE)/100g de amostra.

Caracterizagao quimica dos extratos de café por HPLC

As extracdes da cafeina foram realizadas com agua quente e clarificadas com
solugdes de Carrez (TRUGO; MACRAE, 1984). A determinacao foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com Farah et al. (2006).

Os acidos clorogénicos foram extraidos com metanol aquoso (40%) e
clarificados com as solugdes de Carrez. Em seguida os extratos foram analisados por
CLAE de acordo com o método descrito por Farah et al. (2005). Para a determinacéao
de cafeina o método usado foi baseado na extracdo das metilxantinas por ultrassom
e fase movel, posterior separagado cromatografica por CLAE com coluna C18 e fase
movel acetonitrila/acido acético, utilizando detector PDA com extracdo a 280nm e
método de padronizagao externa (PERRONE; DONANGELO; FARAH, 2008).

Avaliagao da atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams & Berset (1995). Para avaliagao da
atividade antioxidante, as amostras em trés concentragbes em triplicata foram
adicionadas para reacdo com o radical estavel DPPH em uma solugao de metanol. A

reducao do radical do DPPH foi medida através da leitura da absorbancia a 515 nm
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em 30 min de reacgao. Foi utilizado padrao de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-acido carboxilico) e a atividade antioxidante foi expressa em pmol de trolox por

grama de amostra.

Analise determinagao da atividade antioxidante total pelo método de reducgao do
Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante pelo método de FRAP foi determinada de acordo com
Rufino et al. (2006). Este método baseia-se na quantificagdo da capacidade de
reducao do complexo Fe(lll)-TPTZ (cor azul clara) para o complexo Fe(ll)-TPTZ (cor
azul escura) em meio acido, reacado esta que € desencadeada pelo antioxidante
presente na amostra. O método consiste em adicionar a 100 yL da amostra e
quantificar, em 2,7 mL de reagente FRAP somado a 270uL de agua destilada. Apds
30 minutos em banho-maria foi efetuada a leitura de absorbéancia a 595 nm. A curva
padrdao foi produzida com uma solugdo de sulfato ferroso com quatro diluicbes
diferentes. Os resultados foram expressos em uM de sulfato ferroso por grama de

amostra.

Analise de atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS+

O método ABTS (acido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi
utilizado como descrito por Rufino et al. (2007), O radical ABTS™* &€ formado por uma
reacao quimica com persulfato de potassio. Entdo, o radical ABTS™ é diluido em
etanol até obter uma medida de absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a um comprimento de
onda de 734 nm. Aliquotas com trés diferentes volumes em ftriplicata das amostras
reagiram com o radical ABTS"* por 6 min. Uma curva padrdo com solugdes de Trolox
e a atividade antioxidante foi expressa em umol equivalente de trolox por grama de

amostra.

Ensaio ORAC

Este método, mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais
peroxil que foram gerados por uma fonte radicalar, AAPH (2,2 -azobis(2-
amidinopropano) dihidroclorado), a 37°C. O radical peroxil, gerado pela reagao do com
oxigénio atmosférico, reage com a fluoresceina para formar um produto né&o

fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria com maxima emisséo de
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fluorescéncia em 575 nm e 578 nm. Concentracbes conhecidas de trolox foram
usadas para gerar uma curva padrao. A atividade antioxidante das substancias foi
determinada através da diferenga entre a area abaixo da curva (AUC) da amostra
subtraida pela AUC do branco, medida pelo decaimento da fluorescéncia com a
adicdo da substancia antioxidante no decorrer do tempo. Este ensaio expressa o

resultado em pmol de trolox equivalentes.

ANALISE ESTATISTICA
A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada em excel e no Programa
Graph Pad Prism 5.0. Foi feito o teste de variancia (ANOVA) com poés-teste de Tukey

para comparagao de médias, ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo é um dos processos mais utilizados para obtencdo de compostos
bioativos, onde um solvente age na estrutura celular do vegetal, retirando o composto
de interesse. Entre os métodos mais comuns de extragdo, estdo a maceragao e
percolagao (extracdo convencional) e as metodologias consideradas como néo-
convencionais, como a assistida por ultrassom (US), liquido pressurizado (PLE) e
fluido supercritico (SFE). A técnica de extragcdo utilizada foi a extragado por fluido
supercritico por apresentar vantagens em relagdo as técnicas de extragcéo
convencionais, como menor degradacao dos compostos e n&o gerar residuos toxicos.

A figura 1 representa os extratos finais obtidos dos diferentes niveis de torra.
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Figura 1. Amostras de café arabica extraidas por fluido supercritico. Legenda: CV:
café verde, TC: torra clara, TM: torra média, TE: torra escura e TI: torra italiana.

Existem diversos ensaios para avaliar a atividade antioxidante de substancias
biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com substratos lipidicos a
ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas instrumentais. Estes
testes tém se tornado ferramentas usuais e extremamente necessarias na selegao
inicial de substancias que possam ser utilizadas como substancias bioativas (CID; DE
PENA, 2016). Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes
formas de atuacdo nos organismos vivos, dificimente existira um método simples e
universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e
quantitativamente, sendo assim, a atividade antioxidante foi avaliada por diferentes
métodos, entre eles DPPH, ABTS, FRAP e ORAC (Figura 2).

As analises dos extratos de café pelos métodos da captura do radical ABTS e
DPPH apresentaram maior potencial antioxidante quando comparado ao ensaio
ORAC, onde foi observado o menor potencial antioxidante. Esse € um método mais
direto do que os outros métodos, pois ocorre indugcao da formacao de peroxido, que é
instavel e é formado no organismo, ao contrario dos outros radicais livres (DPPH e
ABTS), que séo sintéticos e instaveis, sendo considerado por muitos autores, o
método que seria mais comparavel ao que ocorre no organismo.

Ao comparar a capacidade antioxidante do café nos diferentes niveis de torra,
pode-se observar uma mesma tendéncia dos resultados entre os métodos utilizados

(Figura 2). No geral, a atividade antioxidante do extrato de café verde foi maior quando
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comparada aos demais niveis de torra, com diminuigdo de acordo com 0 maior grau
de torrefacdo. No método de captura do radical ABTS* nao foi observada diferenca
estatistica (p>0,05) entre os extratos de café verde e torra clara. Essa redugdo da
atividade antioxidante observada de acordo com o grau de torrefagédo esta de acordo
com os resultados descritos em outros trabalhos que observaram o mesmo efeito
(DEL CASTILLO; AMES; GORDON, 2002; DUARTE et al., 2005; HECIMOVIC et al.,
2011; LIANG et al., 2016).
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Figura 2. Capacidade antioxidante de extratos de café arabica em diferentes niveis
de torra pelos métodos ABTS(A), DPPH(B), FRAP (C) e ORAD (D). Legenda: CV: café
verde, TC: torra clara, TM: torra média, TE: torra escura e TI: torra italiana. Os
resultados estdo expressos como média + desvio padrao. Asteriscos representam
diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA,
com poés-teste de Tukey (p <0,05).

O processo de torrefagao dos graos de café reduziu significativamente o teor
de compostos fendlicos totais (Figura 3), com reducao significativa (p<0,05) do extrato
de café verde em comparagao a torra clara, seguida de nova redugéo apos o aumento
da temperatura de torrefagao (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre
os extratos de café das torras média, escura e italiana.

Os dados Tabela 1 indicam que o teor de acido 5-cafeoilquinico (5-CQA)
reduziu significativamente (p<0,05) do extrato café verde para a torra clara, com
seguidas redugdes com aumento da temperatura de torrefacdo. Esse resultado esta
em concordancia com a literatura, pois ja foi observado que o 5-CQA é mais termolabil
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do que os seus isébmeros (3-CQA e 4-CQA) (KAMIYAMA et al., 2015). A degradacéao
do 5-CQA, que é o composto fendlico em maior abundancia no café verde, pode
explicar a redugdo da atividade antioxidante observada e a redugédo no teor de

compostos fendlicos.

200001

*k

15000

10000

mg/100g(acido galico)

5000+

u T T T
cv TC ™ TE T

Figura 3. Teor de compostos fendlicos totais dos extratos de café arabica em
diferentes niveis de torra extraidos por fluido supercritico. Legenda: CV: café verde,
TC: torra clara, TM: torra média, TE: torra escura e TI: torra italiana. Os resultados
estdo expressos como média + desvio padrao. Os resultados foram comparados pelo
teste One-way ANOVA, com pds-teste de Tukey (*p <0,05, ** p<0,01).

Tabela 1. Teores de cafeina e 5-CQA nos extratos de café arabica em diferentes
niveis de torra

Extratos Cafeina 5-CQA
mg/ml mg/mL
Café verde 80 19,37
Torra clara 59,4 4,35
Torra média 57,4 0,72
Torra escura 69 0,28

Existem diversos compostos nitrogenados nao proteicos no gréo de café cru,
tais como cafeina, teofilina, teobromina e trigonelina. De todos eles, 0 mais estudado
é a cafeina (DURAN, 2017). O café possui de 1 a 2,5 % de cafeina, que é o
componente mais conhecido por seus efeitos estimulantes sobre o sistema nervoso
central, e geralmente é associada a uma melhora no estado de alerta, na capacidade
de aprendizado e resisténcia ao esforgo fisico (GROSSO et al., 2017). O teor de
cafeina nao foi tdo afetado pela torra quanto o de acido clorogénico (Tabela 1).
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CONCLUSAO

Os extratos de café analisados apresentaram elevada capacidade
antioxidante, independentemente do nivel de torrefagdo, no entanto, os extratos de
café verde e da torra clara apresentaram maior atividade antioxidante em comparacao
com as torras média, escura e italiana. O acido clorogénico e os compostos fendlicos
totais foram degradados durante o processo de torrefagdo. Os dados aqui
apresentados sugerem o uso potencial do extrato aquoso de café verde e de torra

clara como potencialmente benéficos a saude.
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Bioactive compounds from roasted and green coffee obtained by
supercritical fluid extraction decrease survival and induce apoptosis in
prostate cancer cells
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ABSTRACT

Prostate cancer is the most frequent and lethal neoplastic disease among men worldwide.
There is growing interest in the biologically active compounds in coffee for their potential
chemopreventive. The present study aimed to analyze the content of bioactive
compounds, the antioxidant and antiproliferative activity of green arabica coffee and
different reasts extracted by supercritical flusd. The concentration of caffeine, chlorogenic
acid and caffeic acid were evaluated. Additionally, the colorimetric profile, antioxidant
capacity, effiect on cell viability, cell eyele and apoptosis of the extracts. Caffeine, caffeic
acid and chlorogenic acid content were higher in green coffee extract than in roasted
coffee (B0.0mg/100g. 16.76 and 19.37mg'mL, respectively). The green coffee extract
showed higher antioxidant activity and total phenolic content compared to the other
coffiee extracts by all methods tested; and among the roasted coffee extracts, light roast
coffiee stands out with the highest antioxidant capacity. After 48 hours of treatment, coffee
extracts caused a reduction in the viability of PC-3 cells, with light roast coffee being
more effective. Green and light roast coffee extracts induced a cell cycle arrest in the 8
phase and increased apoptosis. The present results strongly suggest that coffee extracts
have an antiproliferative effect on prostate adenocarcinoma cells.

keywords: coffer. Cancer, prostate.
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BIOACTIVE COMPOUNDS FROM ROASTED AND GREEN COFFEE OBTAINED
BY SUPERCRITICAL FLUID EXTRACTION DECREASE SURVIVAL AND INDUCE
APOPTOSIS IN PROSTATE CANCER.

1. INTRODUCTION

Coffee remains the most valuable commodity globally and one of the most
consumed beverages (ICO, 2020). Until 2017, 160 million bags of coffee were
exported, of which 63.3% were Arabica (Coffea arabica) and 36.7% Robusta (Coffea
canephora). It is estimated that the coffee industry has a worldwide turnover of more
than 100 billion dollars, with up to 20 billion dollars involved in exports alone (Janda et
al., 2020). Brazil is the largest producer and exporter of coffee and the second largest
consumer of the beverage in the world (CONAB, 2018; FAO, 2020).

Coffee is also known to have bioactive properties that are mainly related to its
antioxidant capacity (Wachamo, 2017; Naveed et al., 2018). Several studies suggest
that coffee consumption helps reduce the risk of several health problems, including
Alzheimer's disease, Parkinson's, heart disease, type 2 diabetes mellitus and
metabolic syndrome (Butdak et al., 2018; Sarria et al., 2018). Regarding the protective
effect on the risk of developing prostate cancer, the third leading cause of cancer death
in men worldwide, there is evidence that coffee modulates te transcription of cancer-
related genes and inflammation due to its phytochemical compounds (Chen et al.,
2021). However, despite epidemiological evidence, prostate cancer and its correlation
with coffee and the mechanisms by which this protection occurs are still not well
understood (Tverdal, 2015; Montenegro et al., 2022).

Several studies have shown that among the substances present in coffee that
affect the human body, polyphenols are highlighted, including caffeine, caffeic acid,
trigonelline, chlorogenic acid and diterpenes such as cafestol and kahweol (Butdak et
al.,, 2018; Hu et al., 2019). However, the content of bioactive compounds in coffee
depends on many conditions, such as the genetic variety, environment and
management, as well as on the modifications induced during post-harvest processing,
such as fermentation and degree of roasting (Duran et al., 2017; Jung et al., 2017).
Among the steps in the coffee production chain, the roasting process is crucial, as it

degrades or forms new compounds, mainly through Maillard reactions, as well as may
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be linked to the reduction of bioactive compounds and, possibly, the protective effects
(Diaz et al., 2018).

Coffee is consumed worldwide as a beverage, which is usually obtained by
percolation and/or infusion methods. The supercritical fluid technique (SFE) emerges
as an alternative methodology for coffee extraction, being a process that uses carbon
dioxide as an extractor, in which it is neither flammable nor toxic, which means that it
does not produce contaminants for the environment. In addition, it can penetrate solid
matrices more efficiently when compared to liquid solvents, a technique that has
advantages over conventional extraction techniques (Nasti et al., 2021).

To clarify possible associations between coffee consumption and prostate
cancer, the present study aimed to evaluate the phytochemical composition and
antioxidant properties of arabica coffee extracts, obtained by supercritical fluid, from
green coffee and different degrees of roasting, and antiproliferative effects on PC-3

metastatic cell line progression.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1Plant material

The Coffea arabica (Arabica coffee) beans were purchased from producing
regions in the states of Rio de Janeiro. Such samples were transported and stored at
the Laboratory of Molecular Diagnostics and Mycology at EMBRAPA Agroindustria de
Alimentos, RJ.

The coffee samples were processed in light roasts (12 minutes at 230°C);
medium (14 minutes at 240°C) and dark (15 minutes at 245°C), carried out in the Gene
café® roaster (Bauer et al., 2018; Montenegro et al., 2021; De Souza et al., 2020)

These roasting levels are classified according to the Agtron Scale (Rabelo et al., 2015).

2.20btaining coffee extracts by supercritical CO:2
After obtaining the light, medium and dark coffee samples, the coffee extracts
were produced using the supercritical CO2 generation method, in the Supercritical
Extraction Set (model BROO3F, supplier MAQNAGUA) at the National Learning
Service Industrial (SENAI) and were impressive for biological activity experiments.
According to the methodology described by Zetzl et al. (2003), the reactor

vessel, with an internal volume of 1L, was filled with 40g of arabica green coffee sample
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and arabica coffee previously submitted to different roasting processes. Then, 200 mL
of ethanol were introduced into the reactor. Subsequently, the vessel was heated to a
working temperature of 60°C and, after stabilizing the system conditions, pressurized
with CO2 to a working pressure of 100 bar, with the aid of a hydropneumatic pump.
From then on, the time for stabilization of the system conditions was expected and 2
hours for counting the residence time of the material in the reactor. After the stipulated
time, the system pressure was reduced, the CO2 was pressurized to return to the
storage tank and the extract was collected via a needle valve into a closed container

and stored at -8°C in a cold chamber.

2.3 Total Phenolic Content and Antioxidant activity

The total phenolic concentration was determined according to the Folin-
Ciocalteu method using gallic acid as the standard. Antioxidant activity was analyzed
by various methods, including DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-
azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate)), FRAP (ferric reducing antioxidant
potential), and ORAC (oxygen radical absorption capacity) assays. Experiments were

performed using three concentrations of each coffee extract in triplicate.

2.4Phytochemical composition

Contents were measured using high-performance liquid chromatography
(HPLC) in a Waters-Alliance 2695 chromatograph, with photodiode array detector
(PDA) 2996 and Empower® software (Waters, Massachusetts, USA).

For determination of caffeine content, a BDS Hypersil C18 column (5 cm x 4.6
mm and 2,6 ym - Thermo Scientific, Massachusetts, USA) was used, using the
technique of Perrone et al. (2008). The determination of chlorogenic acid (5-CQA) was
performed using a BDS Hypersil C18 column (5 cm x 4.6 mm and 2.6 ym — Thermo
Scientific, Massachusetts, USA), using the technique of Trugo & Macrae (1984). For
caffeic acid content, samples were extracted, with the mobile phase for 10 min in
ultrasound and filtered (FHUP 0.45 um) and injected into the HPLC, using the
technique of (Rivelli et al., 2007).

2.5 Cell assays
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Prostate adenocarcinoma cell lines PC-3 were kindly provided by the Brazilian
National Cancer Institute (INCA). The prostate cell lines were cultured in RPMI medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin/ streptomycin and 1%
amphotericin, pH 7.4, under 5% CO2 atmosphere and 37 -C temperature. Controls

used in cell assays were the cell lines in the same medium without any extract.

2.5.1 MTT cell viability assay

Cell viability was determined using the MTT (3- [4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] -2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide) assay (Mosmann, 1983). The cells were plated in 96-
well microplates with 2.0 x 104 cells/ well. Cells were treated with eight distinct
concentrations of the samples and then incubated for 24, 48 and 72 h. Ten microliters
of MTT solution (5 g/L) were added to each well. After incubation for 4 h, the culture
medium was removed and 50 uL of dimethyl sulfoxide (DMSO) were added to
solubilize the formazan. Samples were read in an ELISA reader (Bio-Rad iMARK) at

570 nm. Cell viability was calculated in comparison with the control (100%).

2.5.2 Cell cycle analysis

Cells were plated in 6-well microplates with 5.0 x 105/well. Prostate cancer
cells incubated for 48 h in the presence and in absence of the four samples at different
concentrations (1,000 ug/mL and 5,000 pg/mL) were detached using trypsin solution
at 25 -C. The cell suspension was analyzed for DNA content by a FACSCalibur flow
cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). Vindlov’s reagent was used,
to read 30,000 cells for each replicate (Pozarowski & Darzynkiewicz, 2004). Cells with
lower DNA content than G1 in the cell cycle distribution were considered hypodiploid
cells (subG1). Relative proportions of diploid GO/G1 (2n), S (>2n, but <4n), and G2/M
(4n) indicative of DNA content were acquired using Cell Quest iPro. The percentage of
cell population in each specific phase was estimated with the FlowJo v 10.0.6 software

and compared to the control.

2.5.3 Apoptosis assays
Phosphatidylserine externalization was observed through the Annexin-V
assay using the flow cytometry technique (Van Engeland et al., 1998) to indicate the

percentage of cells that were probably viable, in apoptosis or non-apoptotic cell death.
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Prostate adenocarcinoma cells were incubated in a 6-well microplate using 5.0 x 105
cells/well with the extracts for 48 h. The cells were detached using a trypsin solution,
and then the propidium iodide and annexin markers were added. Detection was carried
out with a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA)
using the CellQuest iPro software, to count 30,000 cells units/ replicate. The cell
populations analyzed were recognized by their forward scatter (FSC)/side scatter
(SSC) properties. Fluorescein isothiocyanate (FITC) green fluorescence was
measured at 530 £ 30 nm (FL1 detector) and propidium iodide red fluorescence was
measured at 585 £ 42 nm (FL2). The percentage of viable cells, and those cells in early
or late apoptosis or non-apoptotic death was calculated using the FlowJo v 10.0.6

software.

2.6 Statistical analysis

Data were expressed as mean + Standard Deviation (SD) and statistical
differences were determined using one-way analysis of variance (ANOVA), followed
by a post hoc Tukey's test for multiple comparisons. For the analysis of cell cycle and
apoptosis assays, were tested 99% and 99.9% of confidence as well. Spearman test
were used for correlation analysis for calculations between the content of caffeine,
CGA and caffeic acid and the methods for antioxidant activity. Values with p <0.05
were considered statistically significant. All analyses were performed using GraphPad
Prism (version 5.04, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. RESULTS

3.1 Measurements of colorimetric parameters of coffee extracts

The colorimetric analysis (Table 1) showed that the color of the extracts was
different according to the degree of roasting. In the CIE L* a* b* color diagrams, the
parameter L* corresponds to the luminosity, so the values can range from 0 (black) to
100 (white), a* would be the chromatic coordinate of red (+) to green (-) and b*,
chromatic coordinate from yellow (+) to blue (-). The extract with the highest light
intensity from white was from the GC sample, evidenced by the highest L* value
(42,86+0,17).
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The a* and b* chromatic values were positive in all preparation methods in the
different roasting profiles, indicating, respectively, that the drinks had the color intensity
red (ranging from +5.83 to +15.71) and yellow (ranging from +4.69 to +24.00). The
Chroma c (C*) and the Hue angle (h*) correspond, respectively, to the intensity and
saturation of the color. Among the analyzed coffee beverages, the values of C* and h*
are inversely proportional to the degree of roasting; indicating, therefore, that the drinks
become, with the progression of roasting, with more opaque and saturated colors
(p<0.05).

Table 1. Colorimetric analysis of Arabica coffee supercritical fluid samples by different roasting

degree.
Sample Colorimetric variables Digital Real
s L* a* b* c* h* color color
GC 42.86+0.17 5.8310.15 24.00+0.27 24.69+0.25 76.34+0.42
LRC 34.10+0.05 14.31+£0.18 13.11£0.10 19.41+0.21 42.49+0.13
MRC 31.56+£0.16 15.71+0.08 10.47+0.28 18.89+0.09 33.69+0.84
DRC 27.31£0.29 11.99+0.35 4.69+0.48 12.89+0.17 21.39+2.53

Data are expressed as mean + SD. Means with different letters (a,b) in the same column denote
significant differences according Tukey's test at the 5% level.. Abbreviations: GC — green coffee; LRC
— light roasted coffee; MRC — medium roasted coffee; DRC — dark roasted coffee.*L, lightness; a*,
Chroma a; b*, Chroma b; C*, Chroma c; h*, Hue angle.

3.2 Phytochemical profile and antioxidant activity of coffee extracts
The caffeine, caffeic acid and chlorogenic acid content (5-caffeoylquinic acid)

of coffee extracts obtained by supercritical fluid were presented in this study (Table 2).
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The 5-caffeoylquinic acid (5-CQA) content reduced significantly from the green
coffee extract to the light roast (16.76£0.81 to 0.85+0.12, p<0.05), with subsequent

reductions with increase in roasting temperature (Table 2).

The caffeine and chlorogenic acid content are higher in green coffee
(80.0+2.20 and 19.37+£1.25 mg/mL, respectively). Considering the roasting profiles, the
caffeine content increased slightly and reached the highest level in the dark roasting
condition (69.0+4.30 mg/mL). Therefore, the effect of roasting on the caffeine level
needs to be further investigated to clearly state the influence of roasting on the content

of this bioactive compound.

In this research, the light roast extract (LRC) showed a 25.7% reduction in its
caffeine level compared to the green bean (GC), while the MRC and DRC extracts had,
respectively, a loss of 28% and 13.7%. This fluctuation in caffeine content can be
explained by the higher solubility of caffeine in water as the roasting temperature

increases.

The chlorogenic acid content, after roasting, showed a decline (Table 2) and
reached the lowest level in dark roasted coffee (0.28 mg/mL). The roasting
temperature in this work was around 200 -C, suggesting that most of the chlorogenic

acid in this experiment was converted to chlorogenic acid lactone.

The profile and concentration of biologically active compounds in coffee beans
depend mainly on the degree of roasting, which, in turn, affects the antioxidant activity

and chemopreventive character of coffee.

Among the samples of coffee extracts, in relation to the content of total
phenolic compounds, the roasting process of coffee beans significantly reduced the
content as the roasting temperature increased (Table 2), with the lowest value shown
on the GC extract (17.42+1.13g GAE/100g; p<0.05) compared to LRC extract
(15.111£0.35g GAE/100g; p<0.05), followed by a further reduction after increasing the
roasting temperature. There was no statistical difference (p>0.05) between MRC
(10.931£0.64g GAE/100g) and DRC (11.68+0.27g GAE/100g) extracts.

Antioxidant activity of green coffee and in different roasts were evaluated by
DPPH, FRAP, ABTS and ORAC methods (Table 2). When comparing the antioxidant
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capacity of coffee at different levels of roasting, one can observe the same trend in the
results between the methods used.

Green coffee extract showed the highest antioxidant activity compared to
roasted coffee extracts; and among roasted coffee extracts, TC stands out with the
highest antioxidant potential.

In DPPH assay, a statistically significant reduction (p<0.01) in the potential
antioxidant of GC (18.94+0.52 mmol TE/g) for LRC (13.52+0.53 mmol TE/g) was
observed. There was no statistical difference between LRC and MRC (11.13+0.31
mmol TE/g), and DRC (8.17£0.14 mmol TE/g) was significantly lower than LRC and
MRC.

According to the FRAP method, antioxidant capacity increased (p>0.01) was
observed in GC (61.22+21.31 ymol FSE/g). No significant difference was observed
between LRC (27.81+9.08 umol FSE/g), MRC (17.35+0.83 umol FSE/g) and DRC
(32.6618.24 pmol FSE/Q).

In the ABTS assay, there was no statistically significant difference between
GC (5.16+£1.35 mmol TE/g) and LRC (6.50+0.39 mol TE/g) and between MRC
(1.03+£0.20 mmol TE/g) and DRC (1.57£0.16 mmol TE/g). But GC and LRC have
significantly higher antioxidant potential (p>0.05) than MRC and DRC.

As observed with the ORAC assay, antioxidant activity decreased (p<0.01)
from GC (43.50+3.06 mmol TE/g). There was no statistically significant difference
(p<0.01), according to the progression of the roasting process (LRC, 27.86+2.04 mmol
TE/g; MRC, 31.23+3.54 mmol TE/g; and DRC, 25.68+1.97 mmol TE/g).

Table 2. Antioxidant capacity, caffeine content and phenolic compounds of green arabica
coffee extracts and at different levels of roasting.

Phenolic oo .
Compounds Total Antioxidant analysis
Caffein phenolic
Coffe e Caff_e|c Cr_ﬂoro_g content DPPH FRAP ABTS ORAC
e conten acid enic acid (] (mmol (mcmol (mmol  (mcmol
extra t content content GAE/100 TE/g) Fe2S04/m TE/g) TE/mL)
cts (mg/H10 (mg/mL) (mg/mL) a) 9 L) 9
0g)
GC 80.0+2. 16.76+0. 19.37+1. 17.42+1. 18.94+0. 61.22+21. 5.16x1. 43.50%3.
2* 81* 25** 13** 52 31 35* 06™*
LRC 59.4+3. 0.85+0.1 4.35+0.3 15.11+0. 13.52+0. 27.81+9.0 6.50+0. 27.86+2.
6 2 6* 35* 53 8* 39~ 04
MRC 57.6+1. 2.23+1.2 0.72+0.1 10.93+0. 11.13%0. 17.35+¢0.8 1.03+0. 31.23%3.
5 0 5 64 31 3 20 54
DRC 69.0+4. 0.98+0.3 0.28+0.0 11.68+0. 8.17+0.1 32.66+8.2 1.57+0. 25.68%1.

3 2 8 27 4* 4 16 97
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Results are expressed as mean tstandard deviation; Values were compared using the One-way ANOVA
test, with Tukey's post-test (*p<0.05; **p<0.001). Same letters mean significantly different.
Abbreviations: GC — green coffee; LRC — light roasted coffee; MRC — medium roasted coffee; DRC —
dark roasted coffee.

3.3 Bioactive compounds from coffee extracts promote cytostatic effects on
prostate cancer cells

In this study, we evaluated the effect of supercritical coffee extracts on PC-3
cells. The effect of supercritical coffee extracts on the PC-3 cell cycle after 48 hours of
incubation are presented in Table 3. No statistical difference was observed in the
number of cells when compared to the control in subG1. The GC samples induced a
reduction of cells right at the beginning of the cell cycle, in GO/G1, at concentrations of
5mg/ml (40.57%+5.58) and 10mg/ml (58.83%+6.52), while in the LRC they induced an
increase in cells (p<0.001) in the GO/G1 phase, at concentrations of 5mg/ml and
10mg/ml, with an increase in the percentage of cells of 77.43%+1.96 and
77.37%%1.86, respectively. In phase S, only LRC at 5mg/ml (6.29%+0.69) and
10mg/ml (5.60%2.11) showed a significant reduction in the percentage of cells. And,
in G2/M, the LRC was also the only sample that showed a significant reduction in
5mg/ml (5.7%+2.03) and 10mg/ml (5.57%+1.34), when compared to the untreated PC-

3 cells.

Table lll. Effect of coffee arabic extracts on cell cycle progression and on apoptosis in PC-3
cells after 48 hours.

Samples Concentration SubG1 G0/G1 S G2/M

Control - 1.45+0.43 60.63 + 1.93 9.25+1.33 8.59 £ 0.30
GC 5mg/ml 0.04 £0.00 40.57+558* 10.93+1.48 9.93+0.38
GC 10mg/ml 0.04 £+ 0.01 58.83+6.52* 10.94+1.13 8.87+0.29
LRC 5mg/ml 0.35+0.16  77.43+1.96* 6.29+0.69* 5.70+2.03*
LRC 10mg/ml 0.19+0.05 77.37+1.86* 5.60+2.11* 557+1.34*

Results are expressed as a percentage of total cells. Significant differences between untreated cells
(Control) and cells treated with coffee extracts were compared (*p < 0.05; ** p < 0.001). Abbreviations:
GC - green coffee; LRC — light roasted coffee; MRC — medium roasted coffee; DRC — dark roasted
coffee.

3.4 Bioactive compounds from coffee extracts reduce viability and induce

apoptosis on prostate cancer cells



136

The cytotoxic effects of supercritical coffee extracts were evaluated through
the metabolization of the MTT salt (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) into formazan by the mitochondrial enzymes of PC malignant cells -3.

In Figure 1 presents observed in 24 hours, all GC concentrations, exception of
100ug/ml, showed a significant reduction in cell viability in PC-3 cells. GC showed a
significant reduction at concentrations 250, 500 and 1000ug/ml (p<0.05), and, at
concentrations 2500, 5000 and 1000ug/ml a reduction with statistical significance of
p<0.001. While, in 48 hours, GC showed a significant reduction only at the 1000pg/ml
concentration (p<0.001) and a statistically significant reduction at p<0.05 at 5000 and
10000ug/ml.

Figure 1: Viability of PC-3 cells treated with different concentrations of extracts of green (GC)
and light roast (LRC) arabica coffee extracts was tested by the MTT assay. Significant differences
between untreated cells (control) and cells treated with coffee extracts were compared *p < 0.05;
** p<0.001.
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The LRC extract, in 24 hours, induced a reduction in the cell viability of PC-3
cells in all tested concentrations. There was a statistical significance of p<0.001 at the
highest concentrations (2500,5000 and 10000ug/ml). In 48 hours, LRC was able to
reduce the cell viability of PC-3 cells at the five highest concentrations tested. There
was a statistically significant reduction of p<0.001 at concentrations 1000, 2500,5000
and 10000pg/ml.

The effects of the different coffee extracts on the PC-3 cell line undergoing

apoptosis are shown in Table 4. There was a significant reduction in the number of
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viable cells when compared to the control, this reduction occurred in GC 10mg/ml
(89%+0.7) and LRC 5mg/ml (82.48%+0.66), and a greater reduction was observed at
LRC 10mg/ml (75.93%+2.58). Only, GC 10mg/ml showed a significant increase in cell
number during early apoptosis (5.6%+1.78). In late apoptosis, it was shown that there
was a significant increase in the number of cells in LRC 5mg/ml (10.64%+2.83), and a
more expression increase with 10mg/ml (23.18%+2.77). In the necrosis process, only

LRC 5mg/ml showed a significant increase in cells (6.48%3.29).

Table 4. Effect of coffee arabic extracts on apoptosis in PC-3 cells after 48 hours.

Early Late
Samples  Concentration Viable cells . . Necrosis
apoptosis apoptosis

Control - 94.13+2.34 1.33+£0.78 5.93+3.13 0.40 £0.23
GC 5mg/ml 93.95+0.96 0.58 £ 0.23 4.96 + 0.37 0.52 £0.33
GC 10mg/ml 89.00 + 0.70* 5.60 £ 1.78* 5.38+1.18 0.03 £0.02
LRC 5mg/ml 82.48 + 0.66* 0.39 £ 0.67 10.64 £ 2.83*  6.48 + 3.29*
LRC 10mg/ml 75.93 + 2.58™* 0.76 £ 0.74 2318277  0.13+0.07

Results are expressed as a percentage of total cells. Significant differences between untreated cells
(Control) and cells treated with coffee extracts were compared (*p < 0.05; ** p < 0.001). Abbreviations:
GC - green coffee; LRC - light roasted coffee; MRC — medium roasted coffee; DRC — dark roasted
coffee.

In Figure 2, A is the control, B and C are the PC-3 cells after treatment with 5
and 10 mg/ml of GC, and, D and E are the PC-3 cells after treatment with 5 and 10
mg/ml of LRC. Among the different extracts of GC and LRC tested, LRC 10mg/ml was
able to cause the greatest reduction in cell viability (p<0.001). GC 10mg/ml was the
concentration that most induced early apoptosis (p<0.001), while LRC 10mg/ml, late

apoptosis (p<0.001). And only LRC 5mg/ml induced necrosis (p<0.05).
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Figure 2: Induction of apoptosis within 48h in PC-3 prostate cancer cells by different extracts of
green and light roast arabica coffee. (A) Control PC-3 cells. (B and C) PC-3 cells, respectively,
after treatment with 5.000 and 10.000 pg/mL green coffee extract. (D and E) PC-3 cells,
respectively, after treatment with 5.000 and 10.000 pg/mL light roast coffee extract.
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The relative fold increase in apoptosis after treatment with green and light roast
arabica coffee extracts is observed in Figure 3. In (A), microscopic images of control
PC-3 cells (CT), treated with 5mg/ml of extract of green coffee (GC5), 10mg/ml of
green coffee extract (GC10), 5mg/ml of light roast coffee (LRC5) and 10mg/ml light
roast coffee extract (LRC10). In the images, it is possible observe the reduction in the
number of PC-3 cells in GC10, LRC5 and LRC10, confirming with the graph presented
in (B), which indicates the increase in significant relative fold apoptosis in GC10 and
LRC 5 (p<0.05) and with statistical significance of p<0.001 in LRC10.
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Figure 3: Increase in apoptosis after treatment with green and light roast arabica coffee extracts.
(A) Microscope images showing PC3 prostate cancer cells of Control [CT], treated with 5000
Hg/mL green coffee extract [GC5], treated with 10.000 ug/mL green coffee extract [GC10], treated
with 5.000 ug/mL light roast coffee extract [LRC5] and treated with 10.000 pg/mL light roast coffee
extract [LRC10]. (B) Relative increase in apoptosis induction by different green and light roast
arabica coffee extracts in PC-3 prostate cancer cells. Significant differences between untreated

cells (control) and cells treated with coffee extracts were compared *p < 0.05; ** p<0.001.
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4. DISCUSSION

Color of coffee is an important indicator for controlling and ascertaining the
quality of the coffee roasting process (Saklar et al., 2001). Reductions in L* values with
increasing roasting time and temperature may be due to the formation of brown
pigments through non-enzymatic browning (Maillard reaction) and degradation of
phospholipids, as well as thermal oxidation of polyphenols (Budryn et al., 2009, Patras
etal., 2010).

Coffee color saturation indicates the browning process and is generally
considered an indirect measure of the content of pigment compounds produced from
browning reactions. In this way, color saturation can be related in coffee to the products
of the Maillard reaction, which are brown colored compounds with a typical aroma and
functional properties, including antioxidant potential. Therefore, the data suggest that
light roasting may have the highest antioxidant activity, and that the progression of
roasting promotes the degradation of compounds related to the beverage's antioxidant
potential (Mehaya & Mohammad, 2020).
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Several potentially chemopreventive and antioxidant effects of coffee have been
discussed in the literature, correlated mainly to the content of total phenolic
compounds, caffeine, caffeic acid and 5-caffeoylquinic acids (Tverdal, 2015, (Bauer et
al., 2018; Montenegro et al., 2021; Nigra et al., 2021).

Recent studies that investigated the effect of roasting on the caffeine content
and phenolic compounds in green coffee showed that degradation of phenolic
compounds occurred with the roasting process (de Souza et al., 2020; Liczbinski &

Bukowska, 2022). These results are in line with what was observed in this study.

However, when analyzing the caffeine data from the present study, a
fluctuation in the content of this bioactive compound was observed throughout the
roasting process. Since the caffeine content in the dark roast coffee extract increased
by about 16% and 20%, respectively, when compared to the light roast and medium
roast extract (Table 2). This fluctuation in caffeine content can be explained by the
greater solubility of caffeine in water as the roasting temperature increases.
Furthermore, the reduction in caffeine content can be attributed to a drag by water
vapor released from the coffee bean structure during roasting (Baggenstoss et al.,
2008). Therefore, the higher apparent caffeine content in darker roasts (Table 2) may
be due to the decrease in moisture content as the roasting time increases (Vignoli et
al., 2014)

Caffeine is reported in the literature as a thermostable molecule, with a melting
point of 238 °C (Mehaya & Mohammad, 2020). This fact was observed by Kitzberger
et al. (2014) and Tsai & Jioe (2021), who described the stability of caffeine during the
roasting process in coffee cultivars subjected to the same management conditions.
Therefore, as there is a mass loss of thermolabile compounds during the roasting
process, caffeine tends to concentrate in the grain (Mehaya & Mohammad, 2020).
However, research has observed a significant reduction in the caffeine content of
coffee beans during the roasting process (Krdl et al., 2020). Thus, the effect of roasting
on caffeine level needs to be further investigated to clearly state the influence of

roasting on the content of this bioactive compound.

Also in our study, it was observed that caffeic acid levels decreased significantly
with the roasting process and its progression (Table 2), in line with previous studies
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(Bauer et al., 2018; Montenegro et al., 2021). Therefore, the degradation of caffeic
acid, which is the most abundant phenolic compound in green coffee, may explain the
reduction in antioxidant activity and the content of phenolic compounds with roasting
and, consequently, with the increase in coffee roasting temperature (Castro et al.,
2018).

Research indicates that, as roasting progresses, chlorogenic acid is converted
to chlorogenic acid lactone (Farah et. al., 2005). In our study, the extracts showed a
decline in their chlorogenic acid concentrations with the use of temperature,
predominating the highest concentrations of this phenolic compound in the green bean
(19.37 mg/mL) and in the light roasted (4.35 mg/mL). This behavior is consistent with
what has been reported in the literature, which associates the consumption of
chlorogenic acids and their degradation products during roasting (Mehaya &
Mohammad, 2020; Ludwig et al., 2014; Moon & Shibamoto, 2009). A study by
Dawidowicz & Typek (2017) investigated the accumulation of chlorogenic lactone
around 170-200°C and observed that the chlorogenic lactone content decreases at
temperatures above 200°C. Thus, the roasting temperature condition in the present
study, around 200°C, may have contributed to the fact that most of the chlorogenic

acid in the LRC, MRC and DRC extracts was converted into chlorogenic acid lactone.

Regarding antioxidant activity, considering that no single method can reflect the
exact "total antioxidant potential" of a food matrix due to the complexity and diversity
of its bioactive compounds, we used assays based on different mechanisms of action
(Hou et al., 2004). As mentioned, the green coffee extract showed superior antioxidant
activity than the roasted coffee bean extracts, in all methods tested, which is consistent
with its higher caffeine content and phenolic compounds. In addition, the LRC extract
showed the highest antioxidant activity among the samples that were submitted to
roasting, due to the degradation of bioactive compounds. Previous studies (Bauer et
al., 2018; Silva et al., 2020; Montenegro et al., 2021) and other authors (Diaz et al.,
2018; Farah & Lima, 2019) also observed this reduction in antioxidant activity

according to the degree of coffee roasting.

Furthermore, this reduction in antioxidant capacity and content of phenolic
compounds can be explained by a possible degradation of 5-CQA acid (Abrahao et al.,

2010; Castro et al., 2018), the most abundant phenolic compound in green coffee.
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Since, 5-CQA is more thermolabile than its isomers (3-CQA and 4-CQA) (Kamiyama
et. al.; 2015).

Analyzes of coffee extracts by radical capture ABTS and DPPH methods
showed higher antioxidant potential when compared to the ORAC assay, where the
lowest antioxidant potential was observed. ORAC is a more direct method than the
others, as it induces the formation of peroxide, which is unstable and is formed in the
body, unlike other free radicals (DPPH and ABTS), which are synthetic and unstable,
being considered by many authors, the method that would be most comparable to what

occurs in the organism (Alves et al., 2010; Sucupira et al., 2012; Yashin et al., 2013).

In general, the antioxidant activity of the light roast was slightly higher than the
green bean sample and then the antioxidant activity decreased with the highest degree
of roasting, corroborating with results described in other works in the literature (Del
Castilho et al., 2002; Duarte et al.; 2005; Hecimovic et al., 2011; Bauer et al., 2018;
Liang et al., 2016; Mehaya & Mohammad, 2020; De Souza et al., 2020).

These results demonstrate that green coffee and light roasting would be more
effective in preventing and possibly treating prostate cancer and are in line with
previous studies (Montenegro et al., 2021; De Souza et al., 2020; Bauer et al., 2018),
who observed a significant reduction in the viability of the PC-3 strain in 48 hours,
mainly in green coffee samples, even at lower concentrations (De Souza et al., 2020;
Bauer et al., 2018).

During to Maillard Reation, the condensation of asparagine and reducing sugars
forms acrylamide during coffee roasting (Bertuzzi et al., 2020; Schouten, Tappi &
Romani, 2020). The cell cycle alterations caused by GC and LRC extracts in the PC-3
cell line, observed in the present study, may have been caused by the effects of
acrylamide. Still, the arrest of the G2 phase in the cell cycle can be promoted by
trigonelline, which is also known to regulate this cycle, therefore, this substance may

have been responsible for the results observed in this phase (Mohamadi et al., 2018).

The early development of cancer is related to disturbances in cell cycle
regulation, as there is a checkpoint in the S phase to identify DNA replication and it
confirms that there are no areas of unrepaired DNA damage from earlier stages of cell
cycle. Thus, that DNA damage checkpoint for cells in the S phase, depending on the

phase of the cell cycle in which the damage occurred. Checkpoints can also cause
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DNA repair and regulate cancer progression, in addition to inducing cell cycle arrest
(Visconti, Della Monica & Grieco, 2016). Our supercritical coffee extract induced an S-
phase cell cycle arrest by GC and LRC, therefore our samples may have promoted

repair or, in the case of irreparable damage, stimulated cell death.

The PC-3 prostate cancer cell line has moderate to high metastatic potential
and has a greater number of genes related to inflammation (Ravenna et al., 2014;
Kwon et al., 2018). Our results indicate that the coffee extract acted effectively against
cells with greater metastatic potential, corroborating previous studies that used spray-
drying extraction (Silva et al., 2020) and microwave-assisted extraction (Montenegro
et al., 2021) arabica coffee in PC-3 and DU-145 cells.

The antioxidants present in coffee can induce direct antitumor effects, but also
through the activation of endogenous antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase and gamma-glutamylcysteine synthetase. It is possible, in different cell
types, to prevent mitochondrial damage by protecting against oxidative stress, which
in turn plays a fundamental role in apoptosis, since the initial process of apoptosis is
associated with the mitochondrial fragmentation of pro-apoptotic proteins (Nigra et al.,
2021).

However, the induction of apoptosis and cell cycle modulation can be achieved
by obtaining the isomerization and hydrolysis of 5-CQA (Bauer et al., 2018). This may
explain the greater induction of apoptosis observed with the LRC extract. Some
authors in the literature have studied the mechanisms that coffee and its bioactive
compounds induce apoptosis in prostate cancer cells. Kolberg et al. (2016) observed
that coffee increased apoptosis and modulated the expression of several genes related
to inflammation in prostate cancer PC-3 cells and xenografts, the authors identified
that coffee was able to inhibit the activity of NF- kB, induced by TNF-a and DNA binding
in PC-3 cells. Still, Iwamoto et al. (2018), observed that kahweol acetate and cafestol,
two diterpenes present in coffee, synergistically inhibited the proliferation and migration

of prostate cancer cells in a dose-dependent manner.

Caffeine, caffeic acid, chlorogenic acids and kahweol have been described as
having antimutagenic properties, antioxidants and the ability to inhibit the action of

carcinogens in studies that used animal models and human cell cultures, indicating
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that they may have a protective role against colorectal cancer, from breast and prostate
(Buldak et al., 2018; Bauer et al., 2018; Bartolomeu et al., 2022; Hu et al., 2019;
Montenegro et al., 2021; Nigra et al., 2021; Silva et al., 2020). Pounis et al. (2017)
suggested the inhibitory effect of caffeine on adhesion, motility and proliferation of DU-

145 and PC-3 prostate cancer cells.

Cohort data elaborated by Kakizaki et al. (2013), as well as Shafique et al.
(2012), Lu et al. (2014), Huang et al. (2014) and the meta-analysis of Zhong et al.
(2014) suggest a protective association between coffee consumption and the risk of

developing prostate cancer.

According to the literature, coffee extract has therapeutic potential in prostate
cancer due to its various effects, antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic and
apoptotic, previously mentioned (Bauer et al., 2018; Silva et al., 2020; Montenegro et
al., 2021). The possible pathways by which coffee-mediated biological activity can be
correlated with the promotion of programmed cell death (apoptosis), cell cycle
regulation and increased pro-apoptotic activity through the pathway involving

caspases, bax and p53 (He et al., 2003).

Although many bioactive compounds in arabica coffee are widely known, there
are still others that are poorly studied. Thus, further studies are needed to elucidate
the role of chemical compounds in coffee in cancer in experimental studies with
animals and clinical trials in humans to assess whether the observed effects are

maintained in vivo models.

5. FINAL CONSIDERATIONS

Arabica coffee has a high antioxidant capacity, the extraction technique used
obtained similar results with other techniques tested in studies, with green and light
roast coffee extracts having greater antioxidant activity compared to medium and dark
roast coffee extracts. Green and light roasted coffee also caused a greater reduction
in cell viability and apoptosis in PC-3 cells, with emphasis on light roasted coffee.

Therefore, these samples would probably be effective in the prevention and
treatment of prostate cancer, however, more experiments with cells are needed to
confirm this effectiveness and evaluate molecular mechanisms, in addition to toxicity

studies, since the method used is not conventional and does not correspond to the
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domestically produced coffee. In addition, in vivo and clinical tests would be needed to
allow the recommendation of consumption of these types of coffee for the prevention
of prostate cancer.

Thus, the antioxidants present in coffee can induce direct antitumor effects, but
also through the activation of endogenous antioxidant enzymes. It was estimated that
the higher concentration of chlorogenic acids in the extracts would cause a greater

change in apoptosis.
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Background: Breast cancer is the most common type of cancer in women in Brazil.
Several studies have found that bioactive compounds have an anticancer and/or
immunamodulatory effect on breast cancer. Among them, studies with coffee indicate
several beneficial effects of bicactive compounds in coffee on human health, including
cancer prevention.

Objective: The aim of this study is to review the antiozidant and anticarcinogenic
effects of coffee and its bioactive components on breast cancer in the literature.
Methods: A systematic review following the PRISMA methodology was designed to
identify original articles that analyzed the effects of coffee beverages and extracts of
coffee or coffee bioactive compounds in the prevention and treatment of breast cancer,
from 2017 to 2022 through PubMed, Scienca Direct. Lilacs, and Scielo. To control bias.
we examined Cochrane Handbook recommendations.

Results: Epidemiological studies have shown controversial results regarding the
relationship between coffes consumption and breast cancer risk in premenopadsal
women, howewver, an Inverse relationship has been observed between coffee
consumption dose-dependent and breast cancer risk in postmencpausal women.
Factors such as postmenopausal hormone replacement and nutriional status may
influence the chemopreventive effects of coffee. Meanwhile, experimental studies have
shown strong evidence for the antiproliferative and proapoptotic effects of green and
light roast coffee extracts and their isolated compounds in breast cancer cells and
different cancer cell lines.

Condusions: Through this review, it was possible to identify the molecular pathways by
which bioactive compounds in coffee reduce breast tumor growth and the risk of
metastasis and increase apoptosis.



