UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICAE INORGANICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

GERLAN OLIVEIRADO NASCIMENTO

EXTRATOS DAS FOLHAS DE CAFE E DE SEUS PRINCIPAIS COMPOSTOS
BIOATIVOS: AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

FORTALEZA
2022



GERLAN OLIVEIRA DO NASCIMENTO

EXTRATOS DAS FOLHAS DE CAFE E DE SEUS PRINCIPAIS COMPOSTOS
BIOATIVOS: AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial a
obtenc&o do titulo de doutor em Quimica. Area
de concentracdo: Quimica.

Orientadora: Prof. Dra. Maria Teresa Salles
Trevisan.

FORTALEZA
2022



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

N195e Nascimento, Gerlan Oliveira do.
Extratos das folhas de café e de seus principais compostos bioativos: avaliacdo do estresse oxidativo /
Gerlan Oliveira do Nascimento. — 2022.
159 f. : il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias, Programa de Pds-Graduagio em
Bioquimica , Fortaleza, 2022.
Orientacdo: Profa. Dra. Maria Teresa Salles Trevisan.

1. Alfa-glicosidase. 2. Lipase pancreatica. 3. Zebrafish. 4. ICP-OES. 5. AGEs. L. Titulo.
CDD 572




GERLAN OLIVEIRA DO NASCIMENTO

EXTRATOS DAS FOLHAS DE CAFE E DE SEUS PRINCIPAIS COMPOSTOS
BIOATIVOS: AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial a
obtenc&o do titulo de doutor em Quimica. Area
de concentragdo: Quimica.

Aprovada em: 28/11/2022.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria Teresa Salles Trevisan (orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Gisele Simone Lopes
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Maria Elenir Nobre Pinho Ribeiro
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Nagila Maria Pontes Silva Ricardo
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Samuel Pedro Dantas Marques
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara (IFCE)



A minha esposa, Maria Helena Viana, e ao meu
filho, Pierre Viana, que tornam minha vida

incrivel todos os dias!



AGRADECIMENTOS

A minha amada esposa, Maria Helena de Oliveira Viana, pelo amor, incentivo,
muita compreensao e por todas as palavras de carinho e conforto sempre que precisei durante
toda essa jornada. Sem vocé nada disso teria dado certo. Ao meu filho, Pierre Viana Oliveira
do Nascimento, por toda diversdo e novo significado que trouxe para minha vida. Sua
presenca, durante horas na frente do computador comigo, foi muito divertida.

A minha orientadora Profa. Dra. Maria Teresa Salles Trevisan pela oportunidade,
ensinamentos, compreensdo, parceria, paciéncia e grande contribuicdo na realizacdo deste
trabalho. Agradeco pela orientacéo e oportunidade de aprendizado. Ao professor Robert Owen
pela paciéncia e por toda ajuda nas analises de dados. Ao Geraldinho (in memoriam) pelo

fornecimento das folhas de café da cultivar Mundo Novo.

A Universidade Federal do Ceara (UFC), ao Programa de Pds-Graduagio em
Quimica (PGQUIM), aos Departamentos de Quimica Orgénica e Inorganica (DQOI) e de
Quimica Analitica e Fisico-Quimica (DQAFQ) pela possibilidade da realizacdo deste
doutorado, bem como a todos os docentes que contribuiram na minha formacao
compartilhando seus conhecimentos. A Epamig pelo fornecimento das diversas cultivares de

folhas de café arabica.

Aos meus colegas de laboratério Anderson, Ana Maria, Felipe, Jodo Felipe, Lucas,
Lordo e Samuel por todo suporte, apoio, palavras de incentivo, momentos divertidos e pela
troca de ensinamentos e contribui¢Oes para a realizacdo deste trabalho.

Ao Luan Fonseca e as professoras Wladiana Matos e Gisele Lopes pela curadoria
e validacdo de dados nas analises quimiométrica, além de todo suporte fornecido pelo
Laboratério de Estudos em Quimica Aplicada (LEQA).

Ao professor Hélcio e sua aluna Emanuela da Rede Nordeste de Biotecnologia

(RENORBIO) pelas analises em modelo zebrafish com os extratos das folhas de café.

A Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) pela possibilidade da
realizacdo de analises de bioacessibilidade e atividades antioxidantes. E a todas as outras
pessoas que, embora ndo citadas, contribuiram indiretamente para a consolidacdo deste
trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento 001.



“Em algum lugar, alguma coisa incrivel esta

esperando para ser descoberta.” (Carl Sagan)



RESUMO

As folhas de café sdo uma fonte significativa de compostos polifendlicos que podem ser Uteis
na reducdo da hiperglicemia e dislipidemia. O presente estudo se concentrou em investigar as
atividades antioxidantes, antiglicantes, a inibicdo de enzimas digestivas, a bioacessibilidade e
o efeito hipoglicemiante. Também foi investigado o teor de biocompostos apds diferentes
formas de secagem das folhas além da busca de vestigios metalicos, pois estes podem estar
relacionados a defesa da planta contra a doenca do cafeeiro (ferrugem). A identificacdo e
quantificacdo dos principais metabdlitos dos extratos foi feita por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia. O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado na determinacdo do Teor de
Fendlicos Totais (TFT) e as atividades antioxidantes pela captura dos radicais DPPHe, Oa¢,
ROO- e das moléculas H202 e HOC(. A extragcdo dos metais Af, Cu, Mg, Mn, Ni, Sn e Zn
para posterior quantificagdo por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-OES) foi realizada usando uma mistura acida em bloco digestor. Os
extratos foram analisados quanto a inibi¢do da a-glicosidase e lipase pancreética, a atividade
antiglicante pela técnica de espectrofluorescéncia, a bioacessibilidade pela digestdo in vitro e
a hiperglicemia pelo modelo zebrafish. A analise por cromatografia elucidou um perfil
quimico caracterizado por trés classes de polifendis (xantona, &cido clorogénico e flavonoide)
e cafeina. A capacidade antioxidante dos extratos foi maior do que os controles positivos e 0
TFT foi 608,70 + 0,02 mg de EAG g*. As folhas de café demonstraram forte inibicdo da a-
glicosidase (1Cso = 40,30 pg mL™1) maior que os metabdlitos isolados e acarbose, além de
inibir a lipase pancreéatica (ICso = 56,43 pg mL™) possuindo ainda, efeito hipoglicemiante em
zebrafish semelhante a acarbose e metformina. Além disso, foi observado a reducdo da
fluorescéncia implicando efeito antiglicante. Com excecdo da rutina, todos 0s biocompostos
foram detectados em todas as etapas da digestdo. A relacdo entre metais e 0s biocompostos
permitiu discriminar cafeeiros resistentes de suscetiveis. Por fim, os resultados sugerem que
os extratos das folhas de C. arabica possuem propriedades antidiabética e antiobesidade que

podem ser atribuidas aos principais metabdlitos e a acdo sinérgica entre eles.

Palavras-chave: a-glicosidase; lipase pancreatica; zebrafish; icp-oes; ages.



ABSTRACT

Coffee leaves are a significant source of polyphenolic compounds that may be useful in
reducing hyperglycemia and dyslipidemia. The present study focused on investigating the
antioxidant, antiglycemic activities, digestive enzyme inhibition, bioaccessibility and
hypoglycemic effect. The content of biocompounds after different ways of drying the leaves
was also investigated in addition to the search for metallic traces, as these may be related to
the plant's defense against the coffee tree disease (rust). The identification and quantification
of the main metabolites of the extracts was done by High Performance Liquid
Chromatography. The Folin-Ciocalteu method was used to determine the Total Phenolic
Content and the antioxidant activities by capturing the DPPHe, O2¢", ROO- radicals and the
H202 and HOC{ molecules. The extraction of the metals A, Cu, Mg, Mn, Ni, Sn and Zn for
further quantification by Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectroscopy (ICP-
OES) was performed using an acid mixture in a digester block. The extracts were analyzed for
inhibition of a-glucosidase and pancreatic lipase, antiglycating activity by spectrofluorescence
technique, bioaccessibility by in vitro digestion and hyperglycemia by zebrafish model.
Chromatographic analysis elucidated a chemical profile characterized by three classes of
polyphenols (xanthone, chlorogenic acid and flavonoids) and caffeine. The antioxidant
capacity of the extracts was higher than the positive controls and the TPC was 608.70 £ 0.02
mg GAE g . Coffee leaves showed strong inhibition of a-glucosidase (ICso = 40.30 ug mL 1)
greater than the isolated metabolites and acarbose, and inhibited pancreatic lipase (ICso =
56.43 ng mL™) possessing also, hypoglycemic effect in zebrafish similar to acarbose and
metformin. In addition, fluorescence reduction was observed implying antiglycemic effect.
With the exception of rutin, all biocompounds were detected in all digestion steps. The
relationship between metals and biocomposites allowed us to discriminate resistant from
susceptible coffee trees. Finally, the results suggest that C. arabica leaf extracts possess
antidiabetic and anti-obesity properties that can be attributed to the main metabolites and the

synergistic action between them.

Keywords: a-glucosidase; pancreatic lipase; zebrafish; icp-oes; ages.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € definida como um disturbio metabdlico correspondente ao excesso
de gordura corporal e atualmente € uma epidemia global (OTTERBACH et al.,, 2021)
caracterizada por ma alimentacdo, ingestdo excessiva de gorduras saturadas, consumo
inadequado de fibras alimentares, falta de atividades fisicas e, também, fatores genéticos
(MSOPA; MWANAKASALE, 2019). Essa enfermidade, por sua vez, prejudica a qualidade de
vida das pessoas afetadas, podendo reduzir sua expectativa de vida devido ao
desenvolvimento de outras doencas, como é o caso da diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que
geralmente estd associada a hiperglicemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina
(HAUNER, 2016; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION 2021; KORAC et al., 2021).

Uma consequéncia da hiperglicemia é a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que, por sua vez, causam peroxidagdo lipidica, resultando no acimulo de biomoléculas
glicadas conhecidas como produtos finais de glicacdo avancada (AGEs, do inglés, advanced
glycation end-products) (SWAIN et al., 2020; KORAC et al., 2021). A inibicdo de hidrolases
lipidicas e glicosidicas, bem como a inibicdo da glicacdo ndo enzimatica podem atuar na
diminuig&o da hiperglicemia, hiperlipidemia e formagéo de AGEs, podendo, ainda, auxiliar no
tratamento da obesidade e diabetes (FRANCO et al., 2020a).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas é uma pratica tdo antiga
guanto a civilizacdo humana. Os povos antigos utilizavam vegetais para o tratamento e
prevencdo de doencas, bem como a promocdo da boa salde com base no método de tentativa
e erro (NUNEZA; RODRIGUEZ; NASIAD, 2021). Compostos polifenélicos, como 0s
flavonoides encontrados em plantas medicinais, sdo fontes de componentes biologicamente
ativos atuando como agentes antioxidantes, hipoglicemiantes e hipolipidémicos (DINDA et al.,
2020; ABDULMALEK; FESSAL; EL-SAYED, 2021) capazes de reduzir a glicacdo de
proteinas e inibir enzimas digestivas como por exemplo, a a-glicosidase e a lipase pancreatica
(LIMA JUNIOR et al., 2021; FRANCO et al., 2020b).

A utilizacdo de plantas, despertou o interesse em pesquisadores, desde o século
passado, pois a partir de suas propriedades farmacoldgicas, alguns principios ativos foram
isolados e sdo utilizados como farmacos atualmente para o tratamento de varias doencas
(MAJUMDAR; SOMANI, 2018, DUTTA et al.,, 2019), como por exemplo a morfina
(Papaver somniferum L.) e codeina (Papaver somniferum L.) usadas como potentes

analgésicos, a quinina, importante farmaco antimalarico, isolada das cascas Cinchona
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calisaya Wedd. e das cascas do salgueiro (Salix alba) é extraida a salicina que serviu como
modelo para sintetizar a aspirina (AZIZULLAH; TAIMUR; HADER, 2021).

O cafeeiro e todas as suas partes ja sdo utilizados como planta medicinal em
diversos paises, como por exemplo no Brasil para influenza, no Haiti para anemia, edema,
astenia e raiva, no México para tratar a febre, no Peru é usado como antitussigenos na gripe e
doencas pulmonares, na Tailandia é indicado como cardiotdnico e neurotdnico para asma na
india Ocidental (PATAY et al., 2016). O consumo de gréos de café pode ajudar na reducéo da
pressdo arterial, o que pode ser atribuido a presenca de polifendis e &cidos clorogénicos
(LOADER et al., 2017), além de afetar positivamente a resposta psicoativa (como alerta e
alteracbes de humor) e doencas metabdlicas (como diabetes, colelitiase e cirrose hepética).
Vérias pesquisas sugerem que as mulheres que bebem café sdo menos propensas a
desenvolver colelitiase sintoméatica (ALASMARI; ZEID; ALATTAR, 2020).

As folhas de café da espécie Coffea arabica tém sido amplamente negligenciadas
e consideradas de pouco ou nenhuma serventia para os agricultores devido ao alto valor
atribuido aos gréos de café (NGAMSUK; HUANG; HSU, 2019), porém essas folhas sdo uma
fonte significativa de compostos polifendlicos que exibem muitos efeitos bioldgicos positivos
(PATAY et al., 2016). Estudos comprovam que 0s compostos extraidos das folhas de C.
arabica possuem propriedades antioxidantes (de ALMEIDA et al., 2019; MONTEIRO et al.,
2019; de ABREU PINHEIRO et al., 2021), antidiabéticas (BOONPHANG et al., 2021) e
antidislipidémicas (ONTAWONG et al., 2019) principalmente pela presenca de compostos
polifendlicos, em especial o acido 5-O-cafeoilquinico e a mangiferina, que sdo 0s mais
abundantes (de ALMEIDA et al., 2019). Essas propriedades podem auxiliar na perda de peso,
bem como reduzir a hiperinsulinemia (SHOKOUH et al., 2019).

Dessa forma, o presente trabalho se propfe a identificar e a quantificar os
principais compostos bioativos das folhas de café arabica de diferentes cultivares por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-
DAD) e também avaliar a preservacdo desses biocompostos apds diferentes tecnicas de
secagem das folhas. Adicionalmente, investigar a possivel relacdo entre os compostos
polifendlicos e os elementos inorganicos como resposta a resisténcia do cafeeiro ao fungo
Hemileia vastatrix, causador da ferrugem alaranjada. Por fim, estimar a bioacessibilidade dos
metabolitos majoritarios através da digestdo in vitro e, também, analisar as propriedades
antioxidantes, antiglicantes, os efeitos inibitorios sobre as enzimas digestivas: a-glicosidase e
lipase pancreética, bem como o efeito hipoglicemiante e o estresse oxidativo dos extratos

aquosos em peixe-zebra adulto e realizar o estudo de docagem molecular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a concentracdo e a bioacessibilidade dos compostos bioativos de extratos

das folhas de C. arabica de diferentes cultivares e seus efeitos quanto as atividades

.....

reducdo do estresse oxidativo, além de investigar a resisténcia da ferrugem do cafeeiro, a

preservacdo dos biocompostos a partir de diferentes técnicas de secagem e o estudo in silico.

2.2 Objetivos especificos

Preparar extratos aquosos e metandlicos das folhas de Coffea arabica;

= Identificar e quantificar os compostos bioativos;

= Extrair e quantificar os elementos inorganicos;

» Analisar a relagdo dos compostos polifendlicos e os elementos inorganicos;
= Investigar o teor dos biocompostos apés diferentes métodos de secagem;

= Determinar o teor de fenolicos totais e avaliar a atividade antioxidante;

»= Avaliar a atividade inibitéria das enzimas a-glicosidase e lipase pancredtica dos

extratos aquosos e, também, dos compostos bioativos isolados;

» Investigar a atividade inibitdria dos extratos no combate dos produtos finais de

glicacdo avangada;
= Estimar a bioacessibilidade dos compostos bioativos a partir da digestéo in vitro;
= Avaliar o efeito hipoglicemiante e o estresse oxidativo in vivo;

= Realizar estudo de docagem molecular.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cafeeiro e metabdlitos secundarios

O cafeeiro (Coffea sp.), inicialmente descoberto no continente africano e,
eventualmente, disseminadas por paises de todo o mundo, é uma planta de porte arbustivo ou
arbéreo, de caule lenhoso pertencente a familia Rubiaceae e compreende os géneros Coffea L.
e Psilanthus Hook, embora este Gltimo esteja em processo de transferéncia para o género
Coffea conforme as novas alteracbes na taxonomia do café (FERREIRA et al., 2019).
Atualmente, estdo catalogadas mais de 100 espécies dentro do género Coffea e apesar de
muitas delas terem sido testadas para exploracdo comercial, apenas trés apresentaram
caracteristicas favordveis ao cultivo: Coffea arabica L., Coffea canephora Pierre e Coffea
liberica Bull (ALVES et al., 2021).

Das trés espécies citadas, apenas as duas primeiras tém importancia econémica
em escala mundial, pois as plantacdes de C. liberica foram dizimadas por uma epidemia de
tragueomicose, causada pelo fungo Fusarium xylarioides, entre as décadas de 1940 e 1950
(KASAHEN, 2019; FERREIRA et al., 2019). As demais espécies do género Coffea e
Psilanthus compdem um magnifico acervo de genes e alelos Uteis ao melhoramento genético
das plantas cultivadas (GUYOT et al., 2020).

Embora a bebida obtida a partir dos gréos torrados seja a principal forma de
consumo no mundo, as folhas de café também merecem atencdo, pois, apesar de consideradas
como residuos florestais, sdo uma importante fonte de compostos bioativos com alto potencial
farmacolégico (ABALO, 2021; FERREIRA-SANTOS et al.,, 2020). Estudos anteriores,
identificaram 16 metabdlitos secundarios, sendo seis pertencentes a classe dos acidos
clorogénicos (acido neoclorogénico, acido clorogénico, acido criptoclorogénico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, é&cido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico), cafeina,
mangiferina, isomangiferina e os flavonoides: rutina, quercetina-3-O-glicosideo, rutina
glicosideo, quercetina-3-O-diglicosideo, campferol-3-O-diglicosideo ramnosideo, quercetina-
3-O-ramnogalactosideo e campferol-3-O-ramnoglicosideo. Desses 16, apenas quatro s&o
majoritarios, acido clorogénico, cafeina, mangiferina e rutina (de ALMEIDA et al., 2019)
Ccujas caracteristicas serdo apresentadas a seguir.

O éacido clorogénico (Figura 1A), também chamado de &cido 5-cafeoilquinico, é
formado pelos acidos cafeico e quinico e € obtido nas plantas pela via do acido chiquimico
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durante a respiracio aerdbica (ALCAZAR MAGANA et al., 2021). Essa substancia apresenta
propriedades antioxidantes (NAVEED et al., 2018), anti-inflamatorias (GIRSANG et al.,
2021), hipoglicémicas (YAN et al., 2020), hipolipidémicas e, também, apresenta atividade na
inibicdo de enzimas associadas ao metabolismo de glicose e lipidios (HE et al., 2021). Outros
trabalhos demonstraram que essa substancia inibiu a enzima a-amilase apresentando efeito
semelhante ao da acarbose e inibiu, também, a atividade da a-glicosidase, embora com efeito
muito mais fraco do que o farmaco citado (YAN et al., 2020). Também ja foi relatado pela
literatura que o acido clorogénico reduziu significativamente os teores de colesterol,
triglicerideos, acidos graxos livres, lipoproteinas de alta, baixa e muita baixa densidade e de
lipidios no figado e nos rins (SANTANA-GALVEZ; CISNEROS-ZEVALLOS; JACOBO-
VELAZQUEZ, 2017). Extratos de grio de café verde, contendo acido clorogénico, reduziram
a resisténcia a insulina de maneira dose-dependente em camundongos obesos (SELIEM et al.,
2022).

Figura 1 - Principais compostos bioativos identificados nas folhas de café da espécie C.

arabica.

As estruturas representam (A) acido clorogénico, (B) cafeina, (C) mangiferina e (D) rutina.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina, Fig. 1B) é um alcaloide, provenientes de bases
paricas conhecidas como xantinas, que possui uma variedade de efeitos bioldgicos potenciais

incluindo reducgéo da gordura corporal e 0 aumento da sensibilidade a insulina (ROSHAN et
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al., 2018; SARRIA et al., 2018; FARIAS-PEREIRA; PARK; PARK, 2019). A ingestio diaria
de café (174,4 mg de &cido clorogénico e 175,2 mg de cafeina) reduziu os niveis de glicose
pos-prandial nos individuos que metabolizaram a cafeina lentamente, mas aumentou 0s niveis
de glicose pds-prandial naqueles que metabolizaram a cafeina rapidamente durante um estudo
realizado por 12 semanas (ROBERTSON et al., 2018). Uma revisdo sistematica de ensaios
clinicos discutiu resultados inconsistentes de diferentes tipos de café no metabolismo da
glicose e sugeriu que o acido clorogénico e outros compostos além da cafeina contribuem
positivamente na saide humana (REIS; DOREA; COSTA, 2019). Embora a cafeina tenha
efeitos benéficos potenciais contra a DM2 sua ingestdo deve ser moderada, devido ao
aumento da pressao arterial (GROSSO et al., 2017).

A mangiferina (1,3,6,7-tetra-hidroxixantona-C2-p-D-glicosideo, Fig. 1C) € uma
xantona C-glicosilada altamente resistente a hidrélise e é encontrada em uma ampla variedade
de plantas distribuidas em todo o mundo, incluindo Mangifera indica Linn (BARRETO et al.,
2008), Coffea arabica (CAMPA et al., 2012) entre outras. E um antioxidante promissor (RAO
etal., 2012; FERREIRA et al., 2013; ) que exerce multiplos beneficios a satde (SOUZA et al.,
2009; SOUZA et al., 2013; SAMPAIO et al., 2015; IMRAN et al., 2017), como efeitos
antivirais (ZENDRINI RECHENCHOSKI et al., 2018), anticancerigenos (MOROZKINA et
al., 2021), antidiabéticos (SEKAR et al., 2018; BEZERRA et al., 2019), gastroprotetor
(CARVALHO et al., 2007), cardioprotetor (JIANG et al.,, 2020), anti-inflamatorios
(BULUGONDA et al., 2017), analgésicos (DU et al., 2018), acdo antinociceptiva (LOPES et
al.,, 2013) dentre outros. Seu mecanismo de acdo € provavelmente atribuido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias que permitem a mangiferina neutralizar a
resisténcia a insulina causada por ERO e a inflamacdo resultante do acimulo excessivo de
lipidios (FOMENKO; CHI, 2016). Em relacdo a inibicdo de enzimas digestivas, estudos
mostraram que a mangiferina apresentou inibigdo da a-glicosidase tdo significativa quanto a
acarbose (SHI et al., 2017; BEZERRA et al., 2019). Segundo LIU et al. (2013), moléculas que
tem como base a estrutura das xantonas, como a mangiferina e o noratiriol por exemplo, séo
potentes inibidores da enzima a-glicosidase.

A rutina (3,3',4',5,7-penta-hidroxiflavona-3-ramnoglicosideo, Fig. 1D) é uma das
substancias da classe dos flavonoides glicosilados (flavonois) mais abundantes de vegetais
folhosos, possuindo uma ampla diversidade de efeitos nutracéutico e farmacologicos
comprovados em estudos experimentais in vitro, in vivo e clinicos (DING et al., 2022; HUO et
al., 2022; MENG et al, 2022; SACHETTO et al., 2022). Quimicamente, a rutina é composta
pela porcdo fenolica bésica ligada a molécula de agUcar, o que reduz sua atividade bioldgica,
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mas torna a molécula mais hidrossoltvel (PATEL; PATEL, 2019). Por outro lado, essa por¢éo
glicosidica garante a resisténcia a hidrolise &cida do estbmago que por sua vez, atinge o
intestino delgado apresentando, portanto, efeito inibitorio de enzimas digestivas (ALPHONSE;
KOUBALA; NEGI, 2022). Além disso, a rutina é um antioxidante que atua na inibicdo da
enzima a-glicosidase com atividade semelhante a acarbose, sendo assim eficaz na redugéo da
hiperglicemia pos-prandial (LIMANTO et al., 2019).

3.2 Secagem das amostras vegetais

A secagem de plantas medicinais consiste numa etapa muito importante no
processamento da matéria prima tendo em vista a limitar a perda dos componentes bioativos
contidos nas plantas. Essa fase consiste na remocdo da agua ou qualquer outro liquido de um
material vegetal para a sua forma gasosa através de um algum mecanismo de vaporizacao
térmica em temperatura inferior a de ebulicdo do liquido em questdo. Alguns estudos,
principalmente aqueles que utilizam plantas utilizadas na etnomedicina, preparam extratos de
tecidos frescos, no entanto, as plantas secas sdo usadas com maior frequéncia devido a
conservacdo o conteudo fitoquimico, pois na auséncia de agua o crescimento microbiano é
inibido e as atividades enzimaticas de degradacdo da amostra sdo cessados (MURZAINI et al.,
2020; KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al., 2022).

No entanto, dependendo do tipo composto desejado, secagens em altas
temperaturas podem degradar ou levar a perda do conteddo de compostos volateis como os
6leos essenciais (THAMKAEW; SJOHOLM; GALINDO, 2021). Se a amostra vegetal for
fontes de compostos fendlicos, altas temperaturas (entre 100 e 180 °C) podem ser aplicadas
(ROSHANAK; RAHIMMALEK; GOLI, 2016).

Dependendo do mecanismo de transferéncia de calor, a secagem pode ser
classificada como convectiva, condutiva e radiativa (AQUINO; POESIO, 2021). Na primeira,
o calor necessario é conduzido ao material vegetal por uma corrente de ar quente. A energia é
transferida para a superficie da amostra por conveccao e depois para seu interior, aumentando
a temperatura do vegetal e, consequentemente, ocorrendo a evaporacdo da dgua (CASTRO;
MAYORGA; MORENO, 2018). Na secagem por conducdo, a transmissdo de energia € feita
de uma molécula para outra indo sempre da molécula mais energéticas para a menos
energéticas por contato direto. E, finalmente, na secagem por radiacdo a emissdo de energia
ocorre na forma de ondas eletromagnéticas entre duas superficies e na auséncia de um meio
(KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al., 2022).
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Na secagem por forno, a transferéncia de calor ocorre por convecgdo, onde o ar e
as paredes do equipamento sdo aquecidos por uma fonte energética e, por sua vez, conduzem
o calor ao material vegetal, com consequente evaporacdo da agua. Esse processo nao é tdo
demorado e a temperatura é controlada (KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al., 2022).

O micro-ondas é um aparelho doméstico com o objetivo de aquecer
rapidamente os alimentos. Esse método permite a remocao rapida de dgua do material vegetal
com contato limitado com o oxigénio. Essa secagem envolve a penetracdo de um campo
eletromagnético de alta frequéncia (300 MHz — 30 GHz), em todo o volume da amostra, para
o interior do material vegetal fazendo com que a 4gua presente na amostra evapore em curto
tempo (KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al., 2022).

Outro método é a secagem por Air Fryer, outro aparelho doméstico que tem
como premissa fritar e secar os alimentos sem 06leo a partir de uma corrente de ar quente. Esse
equipamento dispde de um ventilador de ar embutido que permite uma rpida circulagdo de ar,
combinando altas taxas de convecgdo com a transferéncia de calor por radiacdo. O ar quente é
distribuido de forma uniforme devido a sua cadmara cilindrica. Esse método é mais eficiente
em termos do curto tempo de trabalho (MURZAINI et al., 2020).

A secagem natural € menos agressiva, do ponto de vista térmico, dentre 0s
métodos testados, porém é o mais demorado levando varios dias até a secagem total (podendo
levar até meses dependendo da parte da planta, como as sementes por exemplo). Outra
desvantagem do método € que como as folhas sdo deixadas em um local sombreado e arejado
a temperatura ambiente, pode ocorrer, durante a secagem, contaminacdo das amostras além da
exposicao a condicdes de temperatura instaveis (KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al., 2022).

A preparacdo correta do material vegetal é uma etapa tdo importante quanto a
selecdo do método de extracdo, tendo em vista que a secagem do material tem como objetivo
eliminar toda a agua da superficie e interior da amostra mantendo suas caracteristicas fisicas e
quimicas por mais tempo. Essa etapa da andlise é responsavel por cessar as alteracGes
quimicas dos tecidos vegetais evitando possiveis degradacdes, bem como o desenvolvimento
de fungos e bactérias, durante o seu armazenamento (KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al.,
2022).

Cada método de secagem apresenta caracteristicas proprias que podem afetar o
conteddo final de metabolitos secundarios em plantas medicinais. Outros fatores também
podem contribuir para essa alteracdo, tais como condi¢cOes de coleta, estabilizacdo e
estocagem da amostra vegetal e, consequentemente, podem ter grande influéncia em seu valor

terapéutico. Durante a secagem da matéria-prima, seus componentes podem sofrer alteracdes
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quimicas irreversiveis, como oxidagdo, hidrélise ou condensacdo de componentes, ou seja, a
preparacdo adequada é crucial para obter uma alta eficiéncia de isolamento de compostos
biologicamente ativos (RENARD; WATRELOT; LE BOURVELLEC, 2017).

3.3 Ferrugem do cafeeiro

O fungo chamado Hemileia vastatrix € um parasita especifico das plantacdes de
café que causa uma doenca muito destrutiva conhecida como ferrugem do cafeeiro,
provocando a queda precoce das folhas e seca dos ramos afetando a producdo de frutos.
Alguns cafeeiros apresentam uma resisténcia natural a esse fungo que esta principalmente
ligada a um gene e a resposta de resisténcia especifica do hospedeiro (LU et al., 2022). Os
primeiros sintomas da ferrugem do cafeeiro sdo pequenas manchas amarelo-palidas, que
aumentam gradativamente de tamanho. Durante uma infecgdo severa, as folhas ficam cobertas
de pustulas, induzindo-as a cair prematuramente, o que reduz a area fotossintética da planta.
Infeccbes repetidas debilitam a planta causando a morte dos ramos (SERA et al., 2022).

Os compostos polifendlicos ndo apenas contribuem para o sabor, cor, odor,
adstringéncia, estabilidade oxidativa e amargura de diferentes partes da planta, mas também
desempenham um papel critico como defesa quimica da planta (SINGH; KAUR; KARIYAT,
2021). Por exemplo, as polifenoloxidases s&o normalmente encontradas com teores elevados
em tecidos infectados ou com algum tipo de dano, pois elas estdo relacionadas com o0s
mecanismos de defesa e/ou senescéncia das plantas (BLASCHEK; PESQUET, 2021). As
polifenoloxidases, que contém o elemento cobre em suas estruturas, sdo um conjunto de
metaloenzimas responsaveis pela hidroxilacdo de monofendis em o-difendis e pela oxidacéo
destes a o-diquinonas, sendo amplamente distribuidas em plantas superiores (BOECKX et al.,
2017; BLASCHEK; PESQUET, 2021).

O acido 5-cafeoilquinico (&cido clorogénico), presente nas folhas de café, é
considerado o melhor composto polifendlico como substrato da polifenoloxidase (CLIFFORD;
KERIMI; WILLIAMSON, 2020). Os niveis desse composto sdo maiores em extratos de
folhas do que em grdos de café da espécie Coffea arabica (de ALMEIDA et al., 2018).
Atualmente, as funcBes mais provaveis das polifenoloxidases sdo seus envolvimentos na
resisténcia das plantas a doencas (RAHAMAN; ZWART; THOMPSON, 2020; KAUR et al.,
2020), como por exemplo sua taxa elevada devido a resisténcia do cafeeiro ao nematoide
Meloidogyne incognita (RUDNICK et al., 2020).
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Um aumento na producdo de compostos polifenolicos pode estar relacionado a
resisténcia a doencas fungicas, sendo o0s niveis e 0s tipos dessas substancias uma resposta
fisioldgica precoce a infeccdo por ferrugem (de OLIVEIRA FASSIO et al., 2016). TONIUTTI
et al. (2017) observou em seus estudos um aumento no teor de mangiferina e acido
clorogénico numa cultivar suscetivel durante a inoculacéo, porém essa planta, submetida em
alta intensidade luminosa e baixa adubagéo nitrogenada (ou seja, estado de estresse), foi
altamente impactada pela ferrugem. Embora esse resultado fosse esperado, podemos concluir
que, de fato, ocorre um aumento na concentracdo de compostos fenolicos durante o ataque da
H. vastatrix.

Pode haver também uma forte correlacdo entre varios fatores que tornam as
plantas de Coffea arabica suscetiveis a infec¢do por ferrugem. Por exemplo, a concentracdo
de metais (cofatores essenciais na funcdo de enzimas importantes na desativacdo de ERO),
enzimas oxidativas (como as peroxidases, lipoxigenase e superdxido dismutase), e, também,
na concentracdo dos principais compostos polifenélicos (GHUFRON ROSYADY et al., 2020;
SILVA et al., 2022).

Finalmente, alguns autores relataram uma relacdo entre 0S minerais, como
aluminio, cobre, magnésio, manganés, niquel, estanho e zinco, e 0os metabdlitos secundarios,
como uma interacdo associada ao mecanismo de defesa das plantas a condi¢des de estresse
ocasionados tanto por fatores biéticos, quanto abi6ticos (MUSZYNSKA; LABUDDA, 2019).
A avaliacdo destes elementos inorganicos pode ser usada como critério para estudos genéticos
e de melhoramento do metabolismo secundario, especialmente no que diz respeito as
condigdes de estresse ocasionados por microorganismos, como por exemplo a H. vastatrix
(CETINKAYA; KOC; KULAK, 2016; FARZADFAR; ZARINKAMAR; HOJATI, 2017,
WULANJARI et al., 2020).

3.4 Quimiometria

A quimiometria € uma ciéncia que pode ser compreendida como uma ferramenta
da Quimica que utiliza métodos matematicos e estatisticos para o tratamento de dados, de
forma a extrair maior quantidade de informacGes e melhores resultados analiticos. A aplicagdo
de métodos quimiométricos surgiu da necessidade da interpretacdo quantitativa de dados que
antes seriam impossiveis de serem analisados em meio a avalanche de resultados produzidos
por equipamentos sofisticados, como as analises realizadas na regido do infravermelho
préximo (FERREIRA, 2015).
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O planejamento de experimentos, o reconhecimento de padrfes (métodos de
andlise exploratoria e classificacdo) e a calibracdo multivariada sdo as principais subareas
dentro da quimiometria (BIANCOLILLO et al., 2020). Dentro dessa divisao, a principal linha
de pesquisa aplicada a Quimica Analitica tem sido a construcdo de modelos de regresséo a
partir de dados de primeira ordem, ou seja, dados que podem ser representados através de um
vetor para cada amostra, sendo a construgdo desses modelos denominada de calibragédo
multivariada (MONTEIRO; FEITAL; PINTO, 2021).

Devido a todas essas caracteristicas, a quimiometria tem demonstrado muitas
aplicacbes na determinacdo quantitativa e qualitativa de pardmetros quimicos para avaliar
inimeros produtos alimenticios (BAJOUB et al., 2018; MILANI et al., 2020). Para esse fim,
existem uma diversidade de ferramentas inseridas nas subareas mencionadas e sua escolha vai
depender das caracteristicas dos conjuntos de dados em analise e do objetivo do experimento.
Estas técnicas sdo responsaveis por identificar as semelhancas e diferencas entre as amostras,
a partir do grau de similaridade entre suas propriedades fisicas e quimicas, comparando-as
entre si. As técnicas quimiomeétricas de reconhecimento de padrdes, promovem agrupamentos
dos objetos, possibilitando, inclusive, a identificacdo de amostras anémalas (ZHANG; TANG;
LI, 2018). Essas técnicas podem ser classificadas como ndo supervisionadas, por exemplo a
Anélise por Componentes Principais (PCA, do inglés: Principal Component Analysis) e as
supervisionadas, como a Analise Discriminante pelos Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA,
do inglés Partial Least Squares - Discriminant Analysis).

A PCA consiste no principal método de reconhecimento de padrdes nao
supervisionado e esta ferramenta tem como objetivo reduzir a dimensionalidade de um
conjunto de dados, de modo a preservar as informacgdes analiticas importantes contidas nos
dados originais e facilitar a sua interpretacio (GUNASEKARAN; KASIRAJAN, 2017,
NOBRE; NEVES 2019).

Para isso, a mesma baseia-se na transformacdo das variaveis originais
possivelmente correlacionadas em um novo conjunto de varidveis ndo correlacionadas,
conhecidas como Componentes Principais (PCs). Essas por sua vez, sdo ordenadas de forma
gue a variancia presente nas variaveis originais diminui a medida que a ordem da componente
principal diminui. Dessa forma, isso significa que a PC1 possui a maior parte da variabilidade,
e, portanto, da informacao, dos dados originais, e assim sucessivamente (NOBRE; NEVES
2019).

Um modelo PCA pode ser entendido como sendo resultado da combinacdo linear

das variaveis de uma matriz multivariada de dados Xnxm, seja esta original ou pré-processada,
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onde os n objetos (amostras) encontram-se nas linhas e as m variaveis nas colunas (BRO;
SMILDE, 2014). A matriz X é decomposta em dois subespacos o de scores e o de loadings,
permitindo a escolha de duas ou trés componentes principais, para a obtencdo de graficos
bidimensionais ou tridimensionais, para uma melhor avaliagdo dos conjuntos de dados. O
grafico dos scores ilustra as coordenadas das amostras dadas pelas PCs, possibilitando a
identificacdo de grupos de amostras com comportamento semelhante ou diferenciacdo das
mesmas, engquanto nos graficos de loadings, visualiza-se quais as variaveis sdo responsaveis
pelo agrupamento detectado nas amostras a partir do grafico de scores (ALESSIO;
CANNISTRACI, 2016).

A PLS-DA é um método de reconhecimento de padrdes supervisionado para
construcdo de modelos preditivos que buscam relacionar as respostas instrumentais (X) com
as propriedades de interesse, ou variaveis de resposta (y), utilizando os rotulos das classes
como um vetor dependente y (PONTES et al., 2011; ALMEIDA et al., 2013).

Devido & grande multiplicidade e correlacdo das varidveis, existe um risco
substancial de sobreajuste, isto é, a inclusdo de excesso de informacdo no modelo. Nesse
sentido, deve-se aplicar um teste para verificar a significancia de cada variavel latente. O
método de validacdo cruzada € empregado para indicar 0 nimero de variaveis latentes a ser
escolhido. Baseia-se em um procedimento de reamostragem (PEREIRA, 2013) e aponta o
modelo de menor erro de classificagdo de validagédo cruzada (Cross-Validation Classification
Error) (PEREIRA et al., 2010; MOBARAKI; HEMMATEENEJAD, 2011), em que nao se
incluem variaveis latentes néo significativas (WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001).

3.5 Estresse oxidativo

O desequilibrio entre compostos pro-oxidantes e antioxidantes, a favor da geracao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou em detrimento da velocidade de remocéo
das mesmas é chamado de estrese oxidativo (EO). Essa perturbacdo no equilibrio oxidativo,
de carater transitorio ou permanente, gera consequéncias fisiologicas dentro das células,
dependendo do alvo especifico e das concentracfes de EROs (MERAHBANI et al., 2020).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs) sdo moléculas,
atomos ou ions cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou
nitrogénio, 0 que 0s torna extremamente reativos e instaveis, atuando como receptores ou
doadores em reacgdes redox com moléculas vizinhas. Quando produzidas na célula durante o

metabolismo celular normal podem reagir quimicamente com biomoléculas celulares, como
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acidos nucléicos, proteinas e lipidios, causando modificagdes oxidativas, que levam a
alteracbes em suas composicOes e possiveis danos as atividades celulares. A autoxidacdo da
glicose, por exemplo, gera os radicais hidroxil (OH¢) e o aumento do metabolismo da glicose
resulta na producdo dos radicais superoxido (O2) (BIGAGLI; LODOVICI, 2019; NANDI et
al., 2019).

A producdo excessiva de EROs e ERNs seja por fatores enddgenos, como
deficiéncia nos sistemas antioxidantes, ou por fatores exdgenos, como radiagéo solar, radiacdo
eletromagnética, luz artificial, tabagismo, poluicdo, agrotdxicos e ma alimentacao, instala-se o
EO (BELENGUER-VAREA, 2019). No entanto, é importante ressaltar que a homeostase
entre as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, juntamente com os sistemas antioxidantes
do organismo sdo fundamentais em diversas reacGes no metabolicas, como no sistema
imunolodgico e em células epiteliais e endoteliais onde atuam como mensageiros intracelulares
(NANDI et al., 2019; MEHRABAN! et al., 2020).

ERO € um termo amplo que contempla espécies radicalares, como a hidroxila
(HOe), superoxido (O27) e a peroxila (ROO-) e as ndo radicalares, como o peroxido de
hidrogénio (H20.), &cido hipocloroso (HCtO) e o oxigénio singleto (MEHRABANI et al.,
2020). O radical HO- € considerado o mais nocivo de todos pois, além de ser extremamente
reativo e instavel, causa danos ao DNA, proteinas e, também lipoperoxidacdo lipidica e o
organismo humano ndo apresenta antioxidantes enddgenos capaz de neutraliza-lo
(MARTEMUCCI et al., 2022).

Quanto as ERN podemos destacar o radical oxido nitrico (NOe) que atua em
diferentes reacdes metabdlicas como neurotransmissor, vasodilatador na regulacéo da pressao
arterial e participa do sistema imunolégico (ABRAHAMS et al., 2019). No entanto, em
excesso, reage com o anion superoxido, formando peroxinitritos que sdo potentes iniciadores
da reacdo de lipoperoxidacdo em membranas celulares (MARTEMUCCI et al., 2022).

Diferentes estudos apontam que o estresse oxidativo esta envolvido em varios
distdrbios metabolicos e neuroldgicos degenerativos (TABASSUM; JEONG e JUNG, 2020).
Doencas degenerativas, em que a funcéo e a estrutura de um tecido ou 6érgaos se deterioram
com o tempo, como na doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson, diabetes, catarata, cancer e
doenca cardiovascular, foram atribuidas a condi¢des de estresse oxidativo e ao processo de
envelhecimento natural. Assim, o estresse oxidativo, o envelhecimento e as doencas
degenerativas estdo interligados (RANI et al., 2016; TAN; NORHAIZAN e LIEW, 2018;
KOPP, 2019; MENDONCA et al., 2020).

O combate contra o EO é feito com os antioxidantes que podem ser enddgenos,
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produzidos pelo préprio organismo, ou exdgenos (SHARIFI-RAD et al., 2020). No primeiro
caso, temos como exemplo as enzimas ascorbato peroxidase, catalase, glutationa redutase,
peroxidase e superoxido dismutase (SARKER; OBA, 2018; SHARIFI-RAD et al., 2020). Os
antioxidantes exdgenos, de origem sintética ou natural, sdo obtidos a partir da alimentacéo
e/ou suplementacdo. Os sintéticos sdo amplamente utilizados na inddstria alimenticia,
farmacéutica e cosmética, como por exemplo o hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), galato de propila (PG) e a terc-butilidroquinona (TBHQ). Entretanto, muitos
estudos associam o uso desses antioxidantes a efeitos carcinogénicos e toxicos para o figado e
pancreas (XU et al., 2021). J& os antioxidantes naturais podem ser categorizados em vitaminas
(C e E), polifendis (flavonoides, &cidos fendlicos, estilbenos, lignanas) e grupos terpenoides
(ABEYRATHNE et al., 2022). O acido p-cumarico, por exemplo, apresenta potente atividade
antioxidante além de efeito hepatoprotetor capaz de inibir a geracdo de ERO em meio
intracelular (SHEN et al., 2019). Os compostos fendlicos sdo conhecidos pela capacidade de
reduzir a formacgdo, bem como, eliminar os radicais livies (GONCALVES et al., 2022) e,
também, atuarem como agentes antidiabéticos (TATIPAMULA; KUKAVICA, 2021).

3.6 Diabetes

O termo diabetes corresponde a um grupo de distdrbios metabdlicos
caracterizados pelo elevado nivel de glicose no sangue (hiperglicemia) e insuficiéncia na
producdo ou acdo da insulina produzida pelo péncreas. Individuos com diabetes sofrem,
também, um risco acrescido de outras enfermidades, incluindo doencas cardiacas, arteriais
periféricas e cerebrovasculares, obesidade, cataratas, disfuncdo eréctil e doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica. Estdo também em risco acrescido de algumas doencas infecciosas,
tais como a tuberculose (WHO, 2019). Além disso, o risco de internacdo por COVID-19 é
cerca de 3,6 vezes maior, em comparacdo com aqueles individuos sem diabetes (IDF, 2021). A
prevaléncia de diabetes esta aumentando rapidamente em todo o mundo e de acordo com a
IDF Diabetes Atlas (2021) estima-se que, aproximadamente, 6,7 milhGes de adultos (entre 20
e 79 anos) morreram como resultado de diabetes ou suas complica¢fes em 2021.

De acordo com as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2019-2020), a
diabetes, resumidamente, é classificada como tipo 1 (dependente de insulina) que é definida
como uma doenga autoimune, poligénica, decorrente de destruigdo das células B pancreaticas,
ocasionando deficiéncia completa. A tipo 2 (ndo dependente de insulina) é causada pela

diminuicdo da sensibilidade dos tecidos a insulina, que também € denominada de resisténcia a
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insulina. Esta ultima, corresponde de 90 a 95% de todos os casos de diabetes, sendo a sua
etiologia complexa e multifatorial, envolvendo componentes genético e, também, ambiental.

A hiperglicemia induz a formacdo de radicais livres que contribui para as
complicacdes desta doenca. Além disso, o baixo controle glicémico pode levar ao aumento do
estresse oxidativo (EO), da inflamacdo, bem como, a diminui¢do da atividade antioxidante. O
EO ¢ definido como o excesso de formacdo de radicais livres ou a remocao insuficiente dessas
especies. Os radicais livres, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio, sdo denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN). A autoxidacdo da glicose, por exemplo, gera os radicais hidroxil
(OH") e 0 aumento do metabolismo da glicose resulta na producdo dos radicais superoxido
(O27) (BIGAGLI; LODOVICI, 2019).

O combate contra o EO é feito com os antioxidantes que podem ser enddgenos,
produzidos pelo préprio organismo, ou exdgenos (SHARIFI-RAD et al., 2020). No primeiro
caso, temos como exemplo as enzimas ascorbato peroxidase, catalase, glutationa redutase,
peroxidase e superoxido dismutase (SARKER; OBA, 2018; SHARIFI-RAD et al., 2020). Os
antioxidantes exdgenos, de origem sintética ou natural, sdo obtidos a partir da alimentacéo
e/ou suplementacdo. Os sintéticos sdo amplamente utilizados na inddstria alimenticia,
farmacéutica e cosmética, como por exemplo o hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), galato de propila (PG) e a terc-butilidroquinona (TBHQ). Entretanto, muitos
estudos associam 0 uso desses antioxidantes a efeitos carcinogénicos e toxicos para o figado e
pancreas (XU et al., 2021). Ja os antioxidantes naturais podem ser categorizados em vitaminas
(C e E), polifenois (flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos, lignanas) e grupos terpendides
(ABEYRATHNE et al., 2022). O &cido p-cumarico, por exemplo, apresenta potente atividade
antioxidante além de efeito hepatoprotetor capaz de inibir a geracdo de ERO em meio
intracelular (SHEN et al., 2019). Os compostos fendlicos sdo conhecidos pela capacidade de
reduzir a formacdo, bem como, eliminar os radicais livres (GONCALVES et al., 2022) e,
também, atuarem como agentes antidiabéticos (TATIPAMULA; KUKAVICA, 2021).

Diversos farmacos sdo utilizados para o tratamento da DM2, sendo alguns desses
obtidos a partir de plantas ou de microorganismos. A metformina, por exemplo, € um derivado
sintético da galegina que ¢ isolada da Galega officinalis L. (Fabaceae) (RENA; HARDIE;
PEARSON, 2017) e os farmacos acarbose, miglitol e voglibose sdo obtidos a partir de
bactérias (KUMAR, Y.; GOYAL, R. K.; THAKUR, 2018). O estudo de plantas medicinais
torna-se interessante devido suas propriedades farmacoldgicas que podem auxiliar no controle

e tratamento da diabetes bem como no combate ao estresse oxidativo.
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3.7 Obesidade

A obesidade é uma doenca cronica, complexa, de cardter multifatorial
caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal. E uma condicdo emergente e tem
importante participacdo no desenvolvimento de varias outras doengas como DM2,
dislipidemia, hipertensdo, cancer dentre outras. A obesidade visceral € um dos maiores fatores
de risco para o desenvolvimento de resisténcia a insulina, isto &, a redugdo da sensibilidade a
acao da insulina e, consequentemente, o desenvolvimento da DM2 (GUNTURIZ; FORERO;
CHAPARRO, 2018; CAMARGO ET AL., 2021; LIN, X.; LI, 2021).

A‘ingestdo de uma dieta hipercalorica resulta num estado pés-prandial de elevados
niveis de glicose, triglicérides e &cidos graxos livres na circulagcdo sanguinea, gerando um
estado de EO (WAGMACKER et al., 2020). O aumento nos niveis de glicose e &cidos graxos
livres nos tecidos e na circulacdo também relaciona a obesidade a producdo aumentada de
ERO. Acidos graxos livres sdo conhecidos como ativadores da producdo de superdxido
dependente de NADPH oxidases em vérias celulas, inclusive as fagociticas (ZHOU; LI; XIA,
2021). Quando o estresse oxidativo é induzido por elevadas concentragdes de glicose e &cidos
graxos livres, caracteristicos da obesidade, acarreta no desenvolvimento da resisténcia a
insulina e na disfuncéo das células  pancreaticas (EGUCHI et al., 2021).

Assim como nos casos de diabetes, a pandemia da COVID-19 apresenta um
grande risco também para pessoas com obesidade. Dos 383 pacientes hospitalizados com
coronavirus entre janeiro e fevereiro de 2020 e acompanhados até de mar¢o do mesmo ano foi
identificado o risco de 1,84 e 3,40 vezes maior de desenvolvimento da COVID-19 grave em
pacientes com sobrepeso e obesos, respectivamente, quando comparados aos pacientes com
peso normal (CAl et al., 2020). Em suma, a obesidade é uma patologia que provoca prejuizo
ao sistema imune e amplifica as respostas inflamatérias. Além disso, os adipdcitos podem
servir como reservatorio viral (RYAN; CAPLICE, 2020).

O tratamento farmacoldgico com a sibutramina e orlistat, medicamentos
aprovados no tratamento contra obesidade, sdo eficazes contra a perda de peso, desde que
associados a uma mudanca no estilo de vida (ANAGNOSTIS ET AL., 2012; MARCON;
SANCHES; VIRTUOSO, 2022). Tendo em vista os efeitos adversos que a sibutramina pode
oferecer ao paciente, esse medicamento é contraindicado para pacientes que possuem doengas
cardiovasculares devido ao risco, significativamente, aumentado de infarto do miocardio nédo
fatal e acidente vascular cerebral (SHAH et al., 2022). Em relagéo ao Orlistat, os principais

efeitos colaterais incluem diarreia, diminuicdo da absorcdo de vitaminas lipossollveis, dores
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abdominais, flatuléncia, incontinéncia (NICOLAI; LUPIANI; WOLF, 2018).

Compostos fendlicos presente em cascas, sementes, bagacos e outros subprodutos
da agroindustria tém diferentes efeitos sobre a obesidade, inibindo as enzimas relacionadas ao
metabolismo de lipidios ou glicose e modulando biomarcadores, genes e microbiota intestinal
em modelos animais (ZUNIGA-MARTINEZ et al., 2022). Encontrar medidas alternativas,
acessiveis, de baixo custo e, principalmente, eficazes a fim de auxiliar no processo de perda
de peso &, portanto, de extrema relevancia. Nesse contexto, 0os produtos naturais através da
utilizacdo de chas, aliado a realizacdo de atividades fisicas e reeducacao alimentar, podem ser

aliados importantes no processo de emagrecimento.

3.8 Compostos fenolicos e a capacidade antioxidante

Os compostos fenodlicos sdo metabdlitos secundarios amplamente distribuidos no
reino vegetal e desempenham um papel muito importante no crescimento, na reproducéo e na
defesa das plantas. Apresentam uma correlagdo direta com a atividade antioxidante, de modo
gue quanto maior a concentragdo desses compostos, maior a capacidade na captura de radicais
livres (GRANATO et al, 2018; COSME et al., 2020). Por esta razdo sdo responsaveis por
exercer importantes efeitos farmacoldgicos e seu consumo esta relacionado a varios efeitos
benéficos em questdes relacionadas a satde (COSME et al., 2020).

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos &tomos
de oxigénio ou nitrogénio formando, respectivamente, ERO e ERN sdo produzidos a partir da
oxidacdo do metabolismo celular. Essas espécies estdo envolvidas na producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, imunidade e defesa das células e sintese de
substancias bioldgicas, entretanto, a produgdo excessiva destes radicais pode culminar em
processo de morte celular por necrose ou apoptose, por meio da interacdo com lipideos,
proteinas e com o acido desoxirribonucleico (DNA).

O estado pro-oxidante esta relacionado com diversas doencas, incluindo diabetes,
obesidade, aterosclerose, diabetes, mal de Alzheimer e Parkinson, carcinogénese e progressao
do céncer (MARTEMUCCI et al., 2022). Além dos fatores de risco classicos dessas
enfermidades, diversos biomarcadores tém sido relacionados ao EO, entre eles estdo o0s
biomarcadores de ativacdo imuno-inflamatoria especifica, com C-proteina reativa (PCR),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sendo os mais comumente
avaliados (ALEKSANDROVA; KOELMAN; RODRIGUES, 2021).
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A peroxidacéo lipidica tem sido comumente usada como um indicador de dano
mediado por acdo de EROS as membranas celulares (KATERJI; FILIPPOVA; DUERKSEN-
HUGHES, 2019). Estudos anteriores, concluiram que a peroxidacéo lipidica esta relacionada
com altos niveis de glicose sanguinea em jejum e com 0 aumento na glicacdo da
hemoglobina, além disso, pode ser atribuida também a reducdo do consumo de nutrientes
antioxidantes, reducdo da atividade das enzimas antioxidantes e baixas concentragfes
plasmaticas e eritrocitarias de minerais, como o zinco e selénio (de SOUZA BASTOS et al.,
2016; SHENENI VD, ODIBA VA, IDIH, 2018; ITO; SONO; ITO, 2019).

Os compostos fendlicos estdo entre os antioxidantes naturais mais importantes e
podem ser classificados em diferentes subgrupos com base em suas propriedades estruturais.
Além dos compostos de baixo peso molecular, como os &cidos fendlicos, existem varios
representantes mais complexos, incluindo o grupo dos flavonoides (PLATZER et al., 2021). A
forca do efeito antioxidante desses compostos tem sido descrita em inimeras publicacdes
(KIOKIAS; OREOPOULOU, 2021) e essa caracteristica depende de suas propriedades
estruturais, como 0s critérios descritos por BORS et al. (1990) conforme pode ser observado

na Figura 2.

Figura 2 - Relacéo entre estrutura e atividade antioxidante de compostos fenolicos com base

nos critérios de Bors.

Fonte: Adaptado de PLATZER (2021).

O primeiro critério (Bors 1) é a presenca de um grupo catecol no anel B que
aumenta a estabilidade do radical antioxidante. O segundo (Bors 2) é a presenca de uma
ligagdo dupla em C-2 e C-3 combinada com uma carbonila em C-4 no anel C, o que facilita a
deslocalizacdo de elétrons. E o terceiro critério € a presenca de grupos hidroxilas nas posicdes

C-3 e C-5 que em combinag¢do com o grupo 4-oxo permite a deslocalizagdo de elétrons por
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meio de ligacGes de hidrogénio (PLATZER et al., 2021). Esses critérios foram propostos por

BORS et al. (1990) para explicar o efeito antioxidante dos compostos fendlicos.

3.9 Enzimas digestivas: a-glicosidase e lipase pancreatica

A oa-glicosidase, considerada a enzima mais importante da digestdo, se encontra
ligada a borda da membrana intestinal e é responsavel pela hidrdlise de polissacarideos,
oligossacarideos e dissacarideos em glicose e outros monossacarideos, sendo posteriormente
absorvida pelo intestino delgado (ABBAS; AL-HARRASI; HUSSAIN, 2017). O metabolismo
dos carboidratos apresenta estreita relacdo com doencas, como a DM2. A inibicdo desta
enzima é uma estratégia interessante para controlar o nivel de glicose no sangue pds-prandial
(FENG et al., 2022).

O primeiro inibidor de a-glicosidase, aprovado na Europa e nos Estados Unidos
para o tratamento da DM2, foi a acarbose (Figura 3A). Essa molécula é um pseudo-
oligossacarideo produzido, naturalmente, pela bactéria Actinoplanes sp. e é clinicamente
usada para reduzir os niveis de agucar pos-prandial, visto que apresenta atividade inibidora

sobre dissacaridases intestinais ou, simplesmente, glicosidases (TSUNODA et al., 2022).

Figura 3 - Estruturas das moléculas (A) acarbose e (B) orlistat.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As glicosidases séo divididas em duas classes: a e . As a-glicosidases hidrolisam
a ligacao a-glicosidica dos dissacarideos conectados por ligagdes do tipo a. As principais
representantes desta classe sdo as enzimas amilases, sacarase e maltase, sendo as duas Ultimas
as mais estudadas como possiveis alvos terapéuticos da diabetes, por hidrolisar,

respectivamente, a maltose, liberando duas unidades de glicose, e a sacarose, liberando
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frutose e glicose (NAVARRO; ABELILLA; STEIN, 2019; GARCIA-GONZALEZ et al.,
2020). Quanto as B-glicosidases, a principal representante é a B-galactosidase (ou lactase) que
hidrolisa a ligagdao B da lactose, liberando unidades de glicose e galactose (ZHANG et al.,
2018). A acarbose atua como um adjuvante no tratamento da diabetes, pois ele inibe as
enzimas maltase e sacarase impedindo, assim, a quebra dos dissacarideos e, consequente,
transporte da glicose para a circulagdo sanguinea (PYNER; NYAMBE-SILAVWE;
WILLIAMSON, 2017). Restringir as acOes apenas das a-glicosidades apresenta-se como uma
terapia de interesse, pois ndo induz uma intolerancia a lactose no paciente, por néo inibir a
lactase (NIVETHA; MOHANASRINIVASAN, 2017; NAVARRO; ABELILLA; STEIN,
2019).

Metabolitos secundarios, como flavonoides agliconas e glicosilados, acidos
fenolicos e proantocianidinas, atuam como inibidores das enzimas a-glicosidases (DI
STEFANO; OLIVIERO; UDENIGWE, 2018; JUSTINO et al., 2018). O cafeeiro € uma fonte
potencial de compostos polifendlicos que podem reduzir os niveis de glicose no sangue pos-
prandial, atuando como substitutos praticos para inibidores farmacologicos de a-glicosidases
para controle glicémico (TESSEMA et al., 2022).

A mangiferina apresenta atividade inibitoria da enzima a-glicosidase tanto por
abordagem in silico, quanto in vitro (BEZERRA et al., 2019; SEKAR et al. 2018). Moléculas
agliconas formadas pela hidrélise da rutina e acido clorogénico também podem suprimir
fortemente a atividade da o-glicosidase (BLJAJIC et al., 2021).

As lipases pancreaticas sdo enzimas que atuam no intestino delgado digerindo
lipidios da dieta, como os triacilglicerdis, produzindo monoacilglicerdis e &cidos graxos para
serem absorvidos pelos enterdcitos. Sendo, portanto, uma enzima fundamental para a digestdo
e absorcao de gorduras alimentares. Ap6s a absor¢do, 0s acidos graxos penetram nas células
onde sdo reesterificados em triacilglicerdis, armazenando-se, principalmente, nos tecidos
adiposos (KO et al., 2020). No entanto, complicacdes decorrentes do metabolismo lipidico,
como as dislipidemias, podem ocasionar doencas cardiovasculares, DM2 e outros disturbios
que caracterizam a sindrome metabdlica (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al.,, 2019).
Inibidores de lipase tém atraido muita atencdo para reduzir a absorcdo de lipidios por suas
atividades antiobesidade e proteger o pancreas permitindo que as células p pancreéaticas
produzam niveis normais de insulina (LIU et al., 2020).

O orlistat (Fig. 3B), também conhecido como tetra-hidrolipstatina, € um inibidor
potente, especifico e irreversivel das lipases pancreaticas, sendo um derivado quimicamente

sintetizado da lipstatina, cuja producdo ocorre naturalmente pela bactéria Streptomyces
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toxytricini. Seu mecanismo de acdo impede a hidrélise da gordura dietética (na forma de
triglicerideos) em acidos graxos livres absorviveis e monoglicerois. A inibicdo da lipase
induzida pelo orlistat diminui a absorcdo sistémica da gordura dietética, contribuindo assim
para o déficit calérico (LIU et al., 2020). Embora seja um agente farmacoldgico
clinicamente seguro e aprovado como inibidor de lipase pancreatica, a aplicacdo desta droga
sintética est4 associada a uma variedade de indesejaveis efeitos colaterais, tais como colicas
abdominais, flatuléncia, urgéncia para evacuar (MARTINEZ INSFRAN, L. A., ALCONCHEL
GAGO, F,, & PARRILLA PARICIO, 2019).

Uma variedade de compostos bioativos naturais, presentes em plantas, apresenta
propriedades antiobesidade. Foi demonstrado, por estudos in vitro, que muitos extratos ricos
em polifendis sdo inibidores eficazes da lipase pancreadtica (PATEL; KUMAR, 2020) e,
também, apresentaram atividade antiobesidade in vivo (KIM et al, 2020).

O café é considerado uma das fontes mais ricas de polifendis na dieta ocidental e
tem as propriedades farmacoldgicas na prevencdo de doenca hiperlipidémica, DM2, doencas
hepéaticas e obesidade (SALVOZA et al., 2022). Em estudos anteriores, foi demonstrado
atividade de inibicdo da lipase pancreatica com &cidos clorogénicos isolado in silico (SINGH
et al., 2021) e combinado em extratos com rutina e outros fendlicos in vivo (RAHMAN et al.,
2017). Quanto a cafeina, de origem natural e sintética, seus efeitos, in vivo, promoveram
reducdo do acumulo de gordura corporal em animais alimentados com uma dieta rica em
gordura e sacarose, estando de acordo com os resultados das andlises in silico e in vitro
(ZAPATAA et al., 2020). Extratos de folhas de manga (Mangifera indica e Mangifera foetida),
ricos em mangiferina, se mostraram eficazes na inibicdo de lipase pancreatica, embora
extratos brutos sejam ricos em diversos compostos e a¢ao esperada pode estar relacionada a
efeitos sinérgicos dos mesmos (ITOH et al., 2016; AJl; HUDAYA; PUTRI, 2021).

3.10 Produtos finais de glicacao avancada

A glicacdo de proteinas & uma reagdo ndo enzimatica que se da no meio
bioldgico ou em alimentos e foi descrita pela primeira vez em 1912, pelo bioquimico francés
Louis-Camille Maillard em seus estudos sobre 0 mecanismo de escurecimento dos alimentos
aquecidos. Neste processo, conhecido como reacdo de Maillard, sdo formados os produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs), compostos altamente lesivo a salde, cuja reacdo ocorre
entre agucares redutores e proteinas (ou aminoacidos), lipidios ou acidos nucleicos (PRASAD
etal., 2017).
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O mecanismo da reacdo de glicacéo foi estudado pelo italiano Mario Amadori em
1920. Inicialmente, ocorre uma reacdo de condensacao cujos grupamentos carbonilicos de
acucares redutores ou compostos carbonilados sofrem um ataque nuclefilico do par de
elétrons ndo-ligante de grupos amino, de origem proteica (e/ou residuos de aminoacidos),
produzindo uma carbinolamina intermedidria que apds sofrer desidratacdo, origina um
composto instdvel chamado de bases de Schiff. Posteriormente, a Base de Schiff sofre
rearranjos moleculares que levam a formacdo de uma cetoamina, um produto mais estavel,
denominado de produto de Amadori. Dependendo do pH reacional, a base de Schiff e o
produto de Amadori podem entrar em equilibrio tautomérico, formando enamina e cetoamina,
ou podem reagir com outros residuos de aminoacidos e proteinas por meio de crosslinking
(ligagbes cruzadas) irreversiveis. O resultado da glicacdo € uma classe de compostos
modificados denominados de AGEs como por exemplo a pentosidina e a carboximetilisina,
conforme pode ser observado na Figura 4 (FOURNET; BONTE; DESMOULIERE; 2018;
MARQUES et al., 2018;: NAKANO et al., 2020).

Figura 4 - Representacdo esquematica da reacdo de Maillard.
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Além da glicacdo ndo enzimética na formagdo de AGEs, existe outra via de
formacdo, conhecida como via do estresse carbonilico, cujo processo de lipoperoxidacdo de
lipideos gera compostos dicarbonilicos intermediarios, como o glioxal, que ao se ligarem a
proteinas ddo origem aos produtos de glicoxidacdo ou lipoxidacdo avancada, chamados de
ALEs (do inglés, advanced lipoxidation end products) (MOLDOGAZIEVA et al., 2019).

Os AGEs apresentam capacidade de modificar tanto as propriedades quimicas,
quanto funcionais de varias estruturas biologicas devido a geracdo de ERO, formacdo de
ligacGes cruzadas com proteinas ou de interacbes com receptores celulares (THOMA et al.,
2020). O receptor RAGE (acrobnimo em inglés para Receptor for Advanced Glycation End-
products) pertence a superfamilia das imonuglobulinas (proteinas ligadas a membrana celular)
e sdo responsaveis pela ativacdo do fator nuclear-x-B que € responsavel pela resposta
inflamatdria. A interacdo AGE-RAGE, juntamente com o estresse oxidativo, estdo associadas
a diversas disfunces fisioldgicas como aterosclerose, osteoporose, asma, artrite, sarcopenia,
doenca de Alzheimer, cancer e complicacfes diabéticas (TWARDA-CLAPA et al., 2022).

Os compostos fendlicos tém sido relatados como substancias benéficas para a
salde humana devido as suas caracteristicas, como por exemplo as conhecidas propriedades
antioxidantes e, também, as funcbes antiglicante (SPAGNUOLO et al., 2021). Uma revisao
publicada recentemente relata os efeitos inibitorios de polifendis e extratos de plantas na
formagéo de AGEs (KHAN et al., 2019).

A interacdo entre os acidos clorogénicos e seus derivados (isbmeros e quinonas)
com cadeias laterais de residuos de aminoacidos reduz, significativamente, a formacdo de
AGEs, possuindo, portanto, acdo antiglicante e, também, promovendo a geragdo de estruturas
antioxidantes (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2018). De maneira geral, a acdo antiglicante
pode ser entendida como compostos que atuam como competidores nucleofilico limitando a
primeira etapa da reacdo de glicacdo, ou seja, a ligacdo dos grupamentos carbonilas dos
acucares redutores aos grupos aminas de aminoécidos e proteinas (DIL et al., 2019;
EXYMOL 2020) Em muitos casos, a inibicdo dos produtos finais de glicacdo avancada
promovida pelos acidos clorogénicos é mais forte do que a aminoguanidina, um agente
antiglicante muito conhecido (STAROWICZ; ZIELINSKI, 2019).

A atividade antiglicante da aminoguanidina ocorre devido a presenca da hidrazina
em sua estrutura quimica, capaz de reagir com produtos intermediarios da reacdo de Maillard
como o glioxal, metilglioxal e 3-desoxiglicosona (CINCOTTA et al., 2021). Outros farmacos
disponiveis no mercado também apresentam atividade antiglicante, como é o caso da

metformina, utilizado no tratamento da diabetes, que é capaz de capturar compostos
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dicarbonilicos, como o metilglioxal, além de inibir o crosslinking entre BSA-AGE e glicose-
BSA (ABBAS et al., 2016).

O mecanismo de acdo para inibir a formacdo de AGEs, oriundos de metilglioxal,
dos extratos da pele de prata do café (pelicula que esta diretamente em contato com o grao de
café, também conhecido como silverskin) envolve varias vias incluindo interacfes entre 0s
compostos fendlicos, como os &cidos clorogénicos, e proteinas (FERNANDEZ-GOMEZ et al.,
2018). Além disso, outros estudos mostraram que a ingestao de café reduziu a formacédo dos
produtos finais de glicacdo avancada e a agregacdo plaquetaria em modelo experimental com
ratos diabéticos. O papel protetor do café pode ser resultado da acdo de seus componentes
bioativos, como o 4cido clorogénico (SILVERIO et al., 2021).

A atividade antiglicante do &cido clorogénico tem sido associada as suas
caracteristicas antioxidantes e quelantes, bem como a sua capacidade de capturar compostos
dicarbonilicos reativos (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2018). A utilizacdo de folhas café
arabico, rico em &cidos clorogénicos (ALMEIDA et al., 2019), é uma alternativa interessante
como agente inibidor de AGEs em relacdo a aminoguanidina, que apesar de segura, tem
causado sérias complicacbes em pacientes com diabetes tipo 1, como anormalidades na
funcdo hepética e outros efeitos colaterais associados a sintomas semelhantes aos da gripe,
alteragOes gastrointestinais, vasculite rara e anemia (PASTEN et al., 2021).

A rutina também apresenta efeitos inibitérios dos produtos finais de glicacdo
avancada e também da oxidacdo de proteinas em modelo de estudo in vitro. Isso pode ser
parcialmente atribuido a menor ocorréncia de interacdes entre BSA e a rutina, tornando o
flavonoide mais disponivel para exercer suas atividades antiglicante e antioxidante. Dessa
forma, essa substancia torna-se uma candidata interessante como uma opcao terapéutica
complementar contra complicacBes diabéticas decorrentes do estresse glico-oxidativo (DIAS
etal., 2021).

3.11 Bioacessibilidade dos compostos bioativos

A bioacessibilidade é definida como a por¢do do nutriente liberada da matriz
alimentar que serd solubilizada no lumen intestinal e disponibilizada ap6s a digestdo
gastrointestinal para, posteriormente, ser absorvida no intestino. O termo biodisponibilidade é
usado para descrever a propor¢do de um composto ingerido que atinge a circulagao sistémica
(QUAN et al., 2020).
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A composic¢do quimica e atividade biologica dos alimentos estdo associadas a
presenca de compostos fenoélicos que por sua vez apresentam diversos beneficios para a salde
(PINTO et al., 2021). Os efeitos fisiologicos destas substancias fenolicas, quando ingeridas,
depende de seu potencial de absor¢do no trato gastrointestinal e eventual disponibilidade para
o metabolismo (RIBAS-AGUSTI et al., 2018). E importante destacar que a bioacessibilidade
dos compostos fenolicos pode ser influenciada pela concentracdo no alimento, liberacdo na
matriz alimentar, estrutura quimica, interacdo molecular com outros compostos (por exemplo,
fibras, proteinas e lipidios), tamanho e peso molecular, grau de polimerizacao, solubilidade,
hidrofobicidade e configuracéo de isdbmeros (IGLESIAS-CARRES et al., 2019, QUAN et al.,
2020).

Estudar a bioacessibilidade de tais compostos é fundamental para conhecer e
compreender as interagdes que podem afetar seu potencial terapéutico e, assim, tracar
estratégias para aumentar seus efeitos bioldgicos (EDWARDS et al., 2017). A melhor maneira
de determinar os beneficios decorrentes da ingestdo de alimentos e a sua bioacessibilidade é
partir de testes in vivo de digestdo gastrointestinal, porém estes ensaios sao caros e requerem
longos periodos de observacdo, além de envolverem implicacbes médicas e éticas
(MARTINEZ-LAS HERAS et al., 2017).

Devido a estas limitagdes, evidéncias cientificas apoiam positivamente o emprego
de modelos in vitro para reproduzir com precisdo as condi¢Ges bioquimicas das diferentes
fases envolvidas na digestdo gastrointestinal (WANG et al., 2021). A simulacdo da digestdo in
vitro apresenta vantagens adicionais em compara¢do com ensaios in vivo, tais como a
possibilidade de amostragem em diferentes momentos do processo de digestdo, além de evitar
a variabilidade do organismo humano (MARTINEZ-LAS HERAS et al., 2017).

Existem varios métodos que simulam a digestdo permitindo verificar o que ocorre
com 0s compostos bioativos desde a fase oral, passando pela fase gastrica até a etapa
intestinal (WANG et al., 2021) e essa analise € dividida em modelos estaticos e dindmicos. Os
estaticos tém como objetivo simular o transito digestivo nas diferentes partes do sistema, ou
seja, simulando as condic¢Bes existentes na boca, estdbmago e intestino delgado, contudo
apresentam limitagdes, tais como: ignoram a simulacdo dos movimentos peristélticos e da
microbiota intestinal. Ja o segundo modelo consegue simular o transito digestivo que forma
mais gradual, obtendo um resultado mais proximo do real (LEE et al., 2018).

Portanto, a analise da digestdo in vitro permite estimar a bioacessibilidade dos
compostos bioativos das amostras em estudo e é uma aproximacéo valida do que ocorreria no

sistema humano (SENSOY, 2021). Mesmo que parte das substancias bioativas ndo sejam
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absorvidas pelo organismo, a sua bioatividade, ou seja, acdo fisiologica mais especifica e
obtencdo de uma resposta com efeito direto do nutriente & salde, ndo é totalmente descartada.
Uma vez que esses compostos possuam atividade antioxidante estes ainda podem atuar no
estdmago e intestino impedindo doencas gastrointestinais relacionadas a geracdo de ERO
durante o processo de digestdo (CALINOIU; VODNAR, 2018; AGUILERA, 2019).

3.12 Zebrafish

O zebrafish (Danio rerio), também conhecido popularmente como peixe-zebra ou
paulistinha, é usado como um organismo modelo bem estabelecido em varias areas de
pesquisa, como biologia do desenvolvimento (ROPER; TANGUAY, 2018), farmacologia e
toxicologia (CANEDO et al., 2021), ecotoxicologia (RIBEIRO et al., 2020), vacinagéo
(BAILONE et al., 2020), seguranca alimentar dentre outras (BAILONE et al., 2019).

O uso de modelos experimentais em animais € muito atil para melhor
compreender, identificar e desenvolver novos tratamentos para doengas como obesidade e
DM2 ja que séo patologias complexas que envolvem fatores ambientais e genéticos. Dessa
forma, o zebrafish é tido como um modelo muito atrativo, devido a conservacao funcional do
metabolismo lipidico, a estrutura do péancreas, a homeostase da glicose e, também, sua
biologia adiposa (ZANG; MADDISON; CHEN, 2018).

Tanto o pancreas, quanto as células B-pancredticas dos peixes-zebra e dos
mamiferos sdo semelhantes e ambos possuem funcdo de manutencdo e desenvolvimento de
glicose, sendo preservadas em quase todos os zebrafish e funcionalmente conservada durante
o0 desenvolvimento (ZANG; SHIMADA; NISHIMURA, 2017). Estudos anteriores de
hiperglicemia induzida em peixe-zebra, foi verificado altos niveis de glicose sanguinea em
jejum a partir de uma dieta 6 vezes maior que a do grupo controle (ZANG; SHIMADA,
NISHIMURA, 2017). CAPIOTTI e colaboradores (2014) realizaram um estudo semelhante,
porém por imersdo do peixe-zebra em solucdo de D-glicose (111 mmol L) e ap6s 14 dias foi
identificado fenotipos diabéticos, em relacdo ao grupo controle, através da constatacéo da taxa
elevada de glicemia no sangue.

A utilizacdo do zebrafish como sistema de modelo in vivo apresenta indmeras
vantagens, tais como: embriGes transparentes, alta taxa de reproducdo e fertilizacdo,
desenvolvimento rapido, ciclo de vida curto, tamanho pequeno, baixo custo, facil manutengéo
em condic¢des laboratoriais, genoma sequenciado e mapeado e apresenta homologia genética

de 70 % compativel com os seres humanos (MEYERS, 2018). Por esses motivos, muitos
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modelos de estudos com ratos e camundongos tém sido adaptados e substituidos por modelos
com peixa-zebra (MEYERS, 2018).

Essa substituicdo de modelos é mais adequada aos principios dos 3Rs (reducéo,
substituicdo e refinamento, do inglés replacement, reduction and refinement publicado no
livro intitulado “The principles of humane experimental technique”, por Russel em 1959) na
bioética de experimentacdo animal. Esse principio recomenda a substituicdo de vertebrados
por animais com menor potencial de percepcdo da dor, técnicas in vitro ou meétodos
computacionais (in silico), reduzindo o nimero de animais por experimento e utilizacao de
técnicas que minimizam o sofrimento dos animais. A esses principios foram adicionados
outros 7 relacionados aos principios cientificos: registro, relatorio, robustez, reprodutibilidade

A

e relevancia (do inglés “registration, reporting, robustness, reproducibility and relevance”) e
aos principios de conduta: responsabilidade e respeito (do inglés “responsibility and respect”)
a fim de ajudar aos cientistas a melhorar o bem estar e a salde dos peixes-zebra utilizados em
pesquisa, bem como a integridade e relevancia dos experimentos. Os 10 Rs da pesquisa
realizada com zebrafish ndo tém escala de importancia, contudo devem ser recomendados
para a utilizacao do peixe-zebra na pesquisa (CANEDO et al., 2022).

Desse modo, testes in silico s&o uma alternativa computacional (relacionando
bioinformatica e inteligéncia artificial) utilizada para estimar, numa primeira fase, 0s
potenciais efeitos toxicos de novas moléculas ou conjunto de substancias, minimizando o uso
de modelos animais (YANG et al., 2018). Nos ultimos anos, esses estudos de modelagem
molecular tém sido cada vez mais utilizado nas etapas de obtencdo e desenvolvimento de
novas drogas alavancando as pesquisas pré-clinicas (ALBERTO et al., 2020).

A utilizacdo da modelagem molecular € fundamental na otimizagéo e identificacdo
de moléculas promissoras, reduzindo em até 50 % os custos e tempo gastos para
desenvolvimento de um novo medicamento, diminuindo, significativamente, o nimero de
moléculas que precisam ser sintetizadas e/ou testadas experimentalmente (LIN; LI; LIN,
2020). Diferentes estratégias sdo utilizadas nesse modelo como o planejamento baseado na
estrutura do receptor por meio de docagem molecular que consiste na predicdo da
conformacdo bioativa de micromoléculas (ligantes) no sitio de ligagdo de uma macromolécula
(receptor, por exemplo enzimas e proteinas) (TORRES et al., 2019)

Apesar de suas vantagens, nenhum método sozinho é capaz de definir as
propriedades farmacoldgicas de uma substancia ou extrato, devido suas limitagdes. Por isso a
combinacdo de varios modelos (in silico, in vitro e in vivo) nos permite ter uma visdo geral

sobre os compostos estudados. Esses trés tipos de modelagem devem trabalhar juntas,
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respeitando os principios dos 10 R, incluindo a reducdo de experimentos com animais (WU et
al., 2020; ABD-ALGALEEL et al., 2021). Por fim, o modelo zebrafish é uma opcao acessivel,

eficaz e mais ética quando o teste in vivo é necessario (LEE; LIN; TSAI, 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Metanol grau HPLC, acido acético, hidroxitolueno butilado, sulfato de magnésio
anidro (99% m m™), cloreto de so6dio (95% m m™), citrato de sodio tribasico dihidratado
(98% m m™?), sodio citrato dibasico sesquihidratado (95% m m™t), cloreto de calcio
dihidratado, cloreto de potéssio, cloreto de magnésio hexahidratado, carbonato de amdnio,
hidroxido de sddio, peroxido de hidrogénio e hipoclorito de sédio foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Enzimas a-glicosidase, lipase pancreética suina, o-amilase, pepsina
suina, tripsina, quimotripsina, sais biliares, p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo, p-nitrofenil
butirato, 1,1-difenil-2-picril-hidrazil, quercetina-3-O-diglicosideo, &cido galico, fosfato de
sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico, albumina sérica bovina, glicose, xantina
oxidase, metilglioxal, 2°,7’-diacetato de diclorofluoresceina, Tris-HCE-EDTA, nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzida, metasulfato de fenazina, nitroazul de tetrazélio, lucigenina,
dihidrorodamina 123, fluoresceina, dicloridrato de 2,2'-azobis (2-amidinopropano), acido p-
cumarico e trolox foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA, Brasil). Padrdes puros para
quantificacdo, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, de cafeina, mangiferina,
quercetina-3-O-glicosideo e rutina da Extrasynthese (Lyon Nord, Genay, Franca), acido 3,5-
dicafeoilquinico e acido clorogénico da TransMitt (Giessen, Alemanha). Metanol, n-hexano,
carbonato de sodio, bicarbonato de sddio, reagente Folin-Ciocalteu, acetonitrila,
dimetilsulfoxido e acido cloridrico da Synth (Brasil). Quercetina ramnogalactosideo e rutina
glicosideo foram purificados em um estudo anterior por de ALMEIDA et al., 2018. Acarbose
(Glucobay®, Bayer, Alemanha), orlistat (Lipiblok®, Germed, Brasil) e metformina (Glifage®,
Merck, Alemanha) foram obtidos em uma farmécia local.

O tratamento da amostra para anélise da quantificacdo de elementos inorgénicos,
em niveis traco, foi realizado usando HNOs (65% p!) (VETEC, Brasil), HCt (37% p™?)
(Sigma Aldrich, Alemanha), HF (38% p!) (VETEC, Brasil). As solugdes de referéncia foram
preparadas apos diluicdes sucessivas de 1000 mg L™ de solugbes estoque de A¢, Cu, Mg, Mn,
Ni, Sn e Zn (Acros Organics, Bélgica). As curvas padrdo analiticas foram preparadas em meio
HNO3 (1% v v 1) e variaram de 1 a 15 mg L ! para determinacéo de oligoelementos.

Todas as solucGes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ
cm) obtida de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).
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Todas as vidrarias e frascos de polipropileno foram imersos em HNOs; (10% v v1) (Merck,

Darmstadt, Alemanha) por 24 h e enxaguados com &gua ultrapura antes do uso.

4.2 Preparo de tampdes

Para as atividades antioxidantes foram preparadas as seguintes solucdes: a)
tampao fosfato de potassio 19 mmol L (pH 7,4) dissolvendo 0,64 g de fosfato de sodio
monobésico (NaH2PO4) com 3,84 g fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) em 1000 mL &gua
Milli-Q; b) tamp&o Tris-HCE 50 mmol L™ (pH 7,4) misturou-se 50,0 mL de Tris Base 1,0 mol
L “tcom 42,0 mL de acido cloridrico 1,0 mol L ~ diluindo para 1,0 litro; c) tampao fosfato
100 mmol L (pH 7,4) dissolvendo 3,39 g de NaH,PO4com 20,21 g de Na,HPOsem 1,0 L de
agua ultrapura; d) tamp&o fosfato de potassio 75 mmol L (pH 7,4) dissolvendo 2,55 g de
NaH2PO4 com 15,16 g de NazHPO4 em 1000 mL agua Milli-Q.

Para 0 ensaio da inibicdo da enzima a-glicosidase foi necessario preparar o
tampao fosfato 24 mmol L (pH 6,9) dissolvendo 1,69 g e 3,15 g de NaH2PO4 e NazHPO4,
respectivamente, em 1000 mL de &gua destilada. Para inibicdo da enzima lipase pancreatica
foi preparado o tampao fosfato de sodio 1,0 mmol L (pH 7,0) misturando 136,09 mg de
fosfato de potéssio monobésico (KH2POs) com 174,18 mg fosfato de potéssio dibasico
(K2HPOs) em 1,0 L de &gua ultrapura.

Finalmente, para a avaliagdo da capacidade antiglicante foi preparado o tampé&o
fosfato (pH 6,2) utilizando 73,0 mg de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 32,7 mg de
cloreto férrico hexahidratado (FeCts - 6 H20), 20,5 mg de hipoxantina (CsHsN4O) e 138,0 mg
de acido salicilico (C7HeO3z). Estes solutos foram transferidos para um baldo volumétrico de
500 mL, adicionando 19,05 mL de uma solucdo de K:HPO4 (1,0 mol L) com 30,95 mL de
KH2PO4 (1,0 mol L) completando o volume com agua bidestilada sob agitacdo por 3 horas.

4.3 Material botanico

As folhas de café de dezesseis cultivares de C. arabica foram obtidas pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig) em Belo Horizonte, Minas
Gerais. As amostras foram entregues com as informacgdes sobre resisténcia ou suscetibilidade

ao fungo Hemileia vastatrix conforme pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1 — Cultivares de C. arabica e suscetibilidade a ferrugem.

Cultivar Reac0es a ferrugem Caodigo da cultivar
Acaié Cerrado MG 1474 Suscetivel S1
Rubi MG 1192 Suscetivel S2
Topazio MG 1190 Suscetivel S3
MGS Travessia Suscetivel S4
MGS Arafias Resistente R1
Araponga MG1 Resistente R2
MGS Ametista Resistente R3
Catigud MG1 Resistente R4
MGS Catigua 3 Resistente R5
Oeiras MG 6851 Resistente R6
MGS Paraiso 2 Resistente R7
Paraiso MG H 419-1 Resistente R8
Pau Brasil 2 Resistente R9
Pau Brasil MG1 Resistente R10
Sarchimor MG 8840 Resistente R11
Sacramento MG1 Resistente R12

Fonte: Elaborado pelo autor.

Além dessas, a cultivar Mundo Novo foi obtida em Minas Gerais e a Caturra
Vermelho, foi obtida em duas localizagdes distintas do pais, sendo uma também oriunda de

Minas Gerais e a outra de Sao Paulo.

Foram coletadas manualmente diretamente dos cafeeiros, aproximadamente, 500
g de folhas. Em seguida, as folhas foram lavadas, higienizadas e desidratadas em estufa até a
obtencdo de massa constante. Finalmente, foram moidas e acondicionadas em sacos plasticos

herméticos.
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4.4 Preparagao dos extratos

As folhas de Coffea arabica foram submetidas a trés diferentes técnicas de
extracdo: micro-ondas, soxhlet e QUEChERS para a determinagdo dos componentes bioativos

e também uma extracdo em bloco digestor aquecido.

Os extratos aquosos foram preparados pesando-se 100 mg do pé seco de cada
cultivar, oriundo da Epamig, e foi adicionado 10,0 mL de agua destilada a cada uma. O
procedimento de extracdo foi realizado em forno micro-ondas doméstico (modelo Electrolux
MTQO30) na poténcia maxima (1000 W) por quatro minutos. Uma aliquota de cada amostra
(1,0 mL) foi transferida para tubos do tipo Eppendorf® de 2,0 mL e, ap6s resfriamento, foram
centrifugados a 10.000 rpm, por 3 minutos a 22 °C. Finalmente, 100,0 pL dos sobrenadantes
foram transferidos para frascos de vidro do tipo vials para analises cromatograficas. Apos essa
etapa, esses extratos foram submetidos a identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos. Além
disso, essas amostras foram utilizadas para as andlises do teor de fenolicos totais, da
capacidade antioxidante na captura do radical DPPH, da inibi¢do das enzimas a-glicosidase e
lipase pancredtica e da avaliacdo da hipoglicemia e efeito hepatoprotetor no estresse oxidativo

induzido por hiperglicemia através da D-glicose a partir do modelo zebrafish.

Os extratos metanolicos foram obtidos por extracdo exaustiva utilizando o
aparelho soxhlet. Inicialmente, foram adicionados 5,0 g das cultivares em cartuchos de
celulose e o processo foi iniciado com 250 mL de hexano para promover a remocdo da fase
lipidica do material vegetal. Posteriormente, 0 mesmo procedimento foi repetido, porém com
250 mL de metanol, obtendo-se os extratos desejados. As extragcdes, com ambos solventes,
foram realizadas em triplicata com duragdo de trés horas cada uma e os solventes foram
removidos por evaporacdo rotativa e 0s extratos secos sob um fluxo continuo de nitrogénio.
Dos extratos obtidos, os dois da cultivar Caturra Vermelho, denominados SP, oriundo de S&o
Paulo, e MG, provindo de Minas Gerais, foram utilizados para os ensaios da atividade
antiglicante, para avaliar a influéncia da localizacdo geografica na resposta desta analise. Os
demais extratos metandlicos foram utilizados para atividades antioxidantes e, também, para a

digestdo in vitro.

Também foi realizada a extracdo do tipo QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe, ou em portugués, rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) para a
identificacdo e quantificacdo dos compostos polifendlicos e uma Ultima extragdo em um bloco

digestor TECNAL (Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) para a determinacdo e mensuracdo dos
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elementos inorganicos, em nivel traco, com 0 objetivo de investigar a relacdo desses dois
grupos quanto a resisténcias de algumas cultivares contra a doenca do cafeeiro, conhecida

como ferrugem.

Para a determinacdo do teor dos compostos polifendlicos por QUEChERS,
aproximadamente, 1,0 g de amostra moida foi pesada com precisdo, em um tubo de
polipropileno de 50 mL, foram adicionados 7,5 mL de agua milli-Q. Apds hidratacdo
completa por 15 minutos, foram adicionados 10 mL de acetonitrila como solvente de extracédo
e o pH foi ajustado para 5,0 com acido acético. A amostra foi agitada, vigorosamente, por 1
minuto e uma mistura de sais (6,0 g de sulfato de magnésio anidro, 1,5 g de cloreto de sédio,
15 g de citrato de sodio tribasico dihidratado e 0,75 g de citrato de sddio dibésico
sesquihidratado), previamente pesada, foi adicionada. Esta mistura foi, novamente, agitada
por 1 minuto. ApoOs essa etapa o sistema foi deixado em repouso, por 20 minutos, até a
completa decantacdo e, passado esse periodo, uma aliquota de 100 pL da camada superior de
acetonitrila foram transferidos para frascos do tipo vials e analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos e Espectrdometro de
Massas com lonizador Electrospray (CLAE-DAD-IES-EM).

E para a anélise dos metais, 0,200 g das amostras moidas das folhas de café,
pesada com precisdo, foram colocadas em tubos de Teflon® com 5,0 mL de uma mistura
contendo os &cidos cloridrico (HCL) e nitrico (HNO3) na proporg¢éo 3:1. A mistura foi deixada
em repouso durante a noite inteira e no dia seguinte foram adicionados 5,0 mL de &cido
fluoridrico HF (38 % p™1) aos tubos sendo, posteriormente, transferidos para um bloco
digestor aquecido durante 3 horas a 150 °C. As solucdes resultantes foram diluidas para 20
mL com agua ultrapura e analisadas por ICP-OES (acrénimo do inglés para Espectrometria de

Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado).

4.5 Anélise dos compostos fendlicos

4.5.1 ldentificagdo dos compostos bioativos

A identificacdo dos compostos fenodlicos, dos extratos obtidos em micro-ondas e
soxhlet, foi realizada em um cromatdgrafo liquido Hewlett-Packard (HP) 1090 (Agilent

Technologies, Waldbronn, Alemanha) equipado com uma coluna C18 Gemini de fase reversa



50

(250 mm, 4,6 mm i.d., 5 um; Phenomenex, Aschaffenburg, Alemanha) acoplado a Detector de
Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) segundo a metodologia proposta por OWEN et al. (2000).
As fases moveis foram constituidas por metanol (solvente A) e acido acético a 2% em agua
bidestilada (solvente B). Um método de gradiente foi realizado seguindo as proporcdes: 0 — 2
min,5-25% B; 2 -4 min, 25-40% B; 4 — 6 min, 40 - 50 % B; 6 — 8 min, 50 — 100 % B; 8
—10 min, 100 — 5 % B e finalmente mantido a 5 % B por até 15 minutos.

Para as amostras obtidas por QUEChERS a andlise qualitativa foi realizada num
cromatografo liquido HP série 1100 pertencente ao laboratério de Toxicologia e Fatores de
Risco do Cancer do Centro Aleméo de Pesquisas do Cancer (Heidelberg, Alemanha),
equipado com coluna de fase reversa C18 (Phenomenex Ltd, Aschaffenberg, Alemanha) com
dimensGes de 250 x 4,6 mm, acoplado a Detector de Arranjo de Diodos e a um Espectrémetro
de Massas de Quadrupolo Simples HP série 1101 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemanha) operando com lonizador Electrospray (IES). As fases mdveis utilizadas foram
uma solucdo aquosa a 2 % de acido acético (solvente A) e acetonitrila (solvente B), sequindo
gradiente e tempo de eluicdo total de 45 min: inicialmente 95 % A — 5 % B por dez minutos,
90 % A — 10 % B por um minuto, 85 % A — 15 % B por nove minutos, 60 % A — 40 % B por
dez minutos, 40 % A — 60 % B por 10 minutos, 0 % A — 100 % B por 5 minutos e durou até o
final do experimento (de ALMEIDA et al., 2018).

Em ambas analises, o controle de instrumentos e 0 manuseio dos dados foram
realizados com o software HP Chemstation. A taxa de fluxo de solvente foi de 1,0 mL min~t e
o volume de inje¢éo foi 10 pL. Os biocompostos foram detectados pela sua absorbancia no
ultravioleta (UV) a 257, 278 325 e 340 nm a temperatura ambiente e identificados a partir da
comparacado dos espectros de DAD e do tempo de retencdo de cada um dos padrdes auténticos
comercialmente disponiveis, para 0s compostos majoritarios, e, também, dos compostos

purificados para os demais fendlicos.

4.5.2 Curvas de calibracéo

A quantificagdo de compostos polifenolicos dos extratos das folhas de café foi
determinada a partir de curvas analiticas, na faixa de concentragdo de 5 a 1000 pug mL™%, dos
padrdes auténticos comercialmente disponiveis ou purificados a partir das areas dos picos

obtidos pelos cromatogramas nos comprimentos de onda 278, 257, 325 e 340 nm. As
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equacdes obtidas dos principais metabolitos secundéarios, &cido clorogénico, mangiferina,
rutina e cafeina, e os valores dos Limites de Deteccdo e de Quantificacdo podem ser

conferidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Compostos majoritarios identificados nos extratos de C. arabica.

Metabolitos TR Curva padréo R2 A LD LQ
Acido clorogénico 6,73 y=27468x +564,45 0,997 340 0,015 0,045
Cafeina 7,18 y=20388x +262,46 0,992 278 0,001 0,040
Mangiferina 7,74 y=24441x+ 309,75 0,994 257 0,002 0,006
Rutina 9,62 y=12445x-22,806 0,999 340 0,010 0,066

TR: Tempo de retencdo (min); R% coeficiente de correlagfo; A: comprimento de onda (nm); LD: Limite de
Deteccdo (ug mL™); LQ: Limite de Quantificagdo (ug mL™2).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Todas as operacdes cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente em
triplicata. O Limite de Detecgdo (LD) e o Limite de Quantificagdo (LQ) foram calculados
com base no desvio padrdo das respostas e na inclinacdo utilizando trés curvas analiticas
independentes, conforme definido por KACHMAR et al. (2019). LD e LQ foram calculados
como 3,3 e 10 ¢ S%, respectivamente, em que a variavel ¢ representa o desvio padrdo da
resposta e S é a inclinacdo da curva de calibracdo conforme apresentada na Tabela 2. Os
dados obtidos na quantificagdo foram expressos em g kg de extrato seco.

4.6 Analise dos elementos inorganicos

4.6.1 Instrumentagdo

Para a quantificagdo de At, Cu, Mg, Mn, Ni, Sn e Zn utilizou-se um bloco de
aquecimento digestor Tecnal TE-007D (Piracicaba, Brasil) equipado com 15 tubos de Teflon®
com tampas para 0 método de preparo das amostras. Um Espectrometro de Emissdo Optica
com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) (Perkin Elmer 4200 DV, EUA) foi utilizado
para a determinacdo dos elementos inorganicos, anteriormente, citados. As amostras foram

introduzidas no aparelho através de um nebulizador de fluxo cruzado com uma camara de
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pulverizagéo de dupla passagem. Os parametros operacionais empregados no ICP-OES estéo
dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros operacionais utilizados no ICP-OES para a determinacéo de At, Cu,

Mg, Mn, Ni, Sn e Zn em amostras de folhas de café.

Parametros operacionais ICP-OES

Céamara de nebulizacéo Duplo Passo
Nebulizador Cross-Flow
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1100
Taxa de fluxo de arg6nio para o plasma (L min™?) 15,0
Taxa de fluxo de argbnio para a nebulizagdo (L min?) 0,8
Taxa de fluxo de gas auxiliar (L min™?) 0,5
Taxa de fluxo de amostra (mL min™%) 1,4
Comprimento de onda (hm) Visao Axial
Al 396,153
Cu 324,752
Mg 285,213
Mn 257,610
Ni 221,648
Sn 189,927
Zn 213,587

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6.2 Técnicas quimiomeétricas

Apos a quantificagdo dos compostos fenolicos e dos elementos inorgénicos
presentes nas folhas de café, buscou-se alguma relagdo entre estas duas varidveis para a
compreensdo das causas que tornam algumas cultivares resistentes e outras suscetiveis a
ferrugem do cafeeiro. A quimiometria faz uso de fundamentos matematicos e estatisticos
aliados a recursos de informatica para planejar experimentos e também para avaliar dados de
origem Quimica com o objetivo de obter a maxima quantidade de informagdes (BROWN,
2017).
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No primeiro momento foi utilizada a Analise de Componentes Principais (ACP ou
PCA, do inglés Principal Component Analysis) que consiste num método ndo supervisionado
e sua ideia basica é projetar os dados num espago de dimensdo menor em relacdo ao espaco
do conjunto de dados inicial, agrupando-os de acordo com sua similaridade quimica, sem
prejudicar a interagdo entre os mesmos. A reducdo da dimensionalidade é realizada através do
estabelecimento de novas variaveis ortogonais, denominadas Componentes Principais (CP ou
PC, do inglés Component Analysis). Portanto, os PC sdo combinacfes lineares das variaveis

originais organizadas em ordem decrescente de importancia.

Os dados foram normalizados usando pré-tratamento de autoescalonamento. O
escalonamento automatico é um método de normalizacao usado para analises multivariadas de
diferentes naturezas e dados unitarios. A diferenca entre a medida individual e os valores
médios é dividida pelo desvio padrdo do conjunto de dados para cada variavel, conforme a

Equacéo 1.

Em que x'jj € o novo valor normalizado, xjj € o valor original individual, Xj é o

valor médio do conjunto de dados e S;j é o desvio padrdo do conjunto de dados.

Para classificar os codigos de acesso nos diferentes grupos, suscetivel e resistente
a ferrugem, foi utilizada a Analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA,
do inglés Partial Least Squares - Discriminant Analysis). Diferentemente do PCA, o PLS-DA
é um método supervisionado que utiliza a resposta desejada (Y) para construir um modelo que
classifica uma amostra considerando as varidveis da matriz X e sua respectiva categoria ()
para um determinado grupo de C. arabica suscetivel e resistente a ferrugem. O método
consiste em modelar a estrutura de variancia e covariancias das varidveis latentes de forma a
maximizar a variancia multidimensional das variaveis da matriz X na direcdo da matriz Y.
Vale ressaltar que devido a existéncia de uma correlacdo entre 0os compostos quimicos,
métodos usuais de regressao linear e analise discriminante convencional (Linear Discriminant
Analysis - LDA) ndo seriam adequados (MALTA et al., 2021).

Diante dessas especificacdes, 0 modelo PLS-DA foi construido para diferenciar
grupos de C. arabica suscetiveis e resistentes a ferrugem em relacdo & composicdo quimica

das folhas. Para avaliar o desempenho do modelo, foi considerada a taxa de erro de
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classificacdo para cada componente do PLS-DA. As contribuicdes de cada fator para o PLS-

DA foram feitas utilizando os menores erros para cada variavel em estudo.

4.7 Secagem da amostra vegetal

As folhas de C. arabica da cultivar Mundo novo foram submetidas a diferentes
técnicas de secagem, sendo elas: natural, forno, micro-ondas e Air Fryer. Em todos os
métodos foram utilizados 100 g de folhas e apds a secagem foram preparados extratos
aquosos na concentracio de 10 mg mL™ para posterior identificacdo e quantificacio dos

principais metabolitos por CLAE.

As folhas de café foram secas ao ar, em uma sala ventilada sem exposicao a luz
solar mantida a temperatura ambiente. Apds duas semanas a massa da amostra permaneceu
constante indicando que toda agua foi eliminada. A secagem natural é a mais lenta entre todas
e apesar da folha ndo sofrer nenhum estresse térmico, a mesma fica suscetivel a presenca de
insetos e/ou micro-organismos devido ao longo tempo de exposicdo a sua secagem completa.
Por outro lado, a secagem natural do ponto de vista de sustentabilidade torna-se um método

interessante devido a auséncia de gasto de energia.

Um método muito comum para a preparacdo do material vegetal € a secagem por
forno de convecgdo. Os experimentos foram realizados em um forno de convecgdo (VWR
Scientific Products, Atlanta, EUA) na temperatura de 50 £+ 2 °C. As folhas foram
uniformemente distribuidas em bandejas de aco inoxidavel perfuradas e permaneceram neste

equipamento durante 7 horas.

A secagem por micro-ondas também foi avaliada tendo em vista que é um método
moderno e muito rapido. A secagem por micro-ondas envolve a penetracdo de um campo
eletromagnético de alta frequéncia (300 MHz — 30 GHz) no interior da amostra permitindo a
remocao rapida de agua com contato limitado com oxigénio. As folhas foram inseridas no
aparelho de micro-ondas (Electrolux, modelo MTO30-220) na poténcia maxima durante 90

segundos.

O ultimo método testado para a secagem das amostras de café foi pelo aparelho
Air Fryer (Philco, modelo PFR15PG). Apesar de poucos estudos com o0 esse equipamento, por
ndo ser um método rotineiro de secagem, ele se destaca pelos beneficios de facil manuseio e

acesso por ser um aparelho de uso doméstico. Outro ponto positivo é o tempo de obtencdo da
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amostra seca, pois para este resultado sdo necessarios apenas 3 minutos na temperatura
méaxima (200 °C).

4.8 Compostos fendlicos e capacidade antioxidante

A determinacdo do Teor de Fendlicos Totais (TFT) e atividades antioxidantes pela
avaliacdo da capacidade desativadora de especies reativas foram realizadas tanto para os

extratos aquosos, quanto metanolicos das folhas de café arabica.

4.8.1 Teor de Fendlicos Totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais foi realizada de acordo com
0 método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu descrito por GULCIN (2012) com algumas
modificacdes. Primeiramente, 250 pL dos extratos aquosos de C. arabica foram misturados
com 2,0 mL de &gua destilada. Em seguida, 250 mL do reagente Folin Ciocalteu foi
adicionado e o contelido dos frascos do tipo eppendorf® foi agitado até a completa
solubiliza¢do. Ap6s 3 minutos, foram adicionados a mistura 250 uL de Na>COs3 (20 %). As
amostras foram mantidas em repouso, protegidas da luz, por 40 minutos a temperatura
ambiente. Passado esse tempo, a absorbancia foi medida a 725 nm usando um
espectrofotometro (FEMTO 700 Plus). O &cido galico foi usado como referéncia para essa
analise e uma curva padrdo na faixa de 50 — 500 mg mL™ foi construida. Todas as medi¢oes
foram realizadas em triplicata e o TFT foi expresso em miligramas de equivalentes de cido

galico (EAG) por grama de extrato seco.

4.8.2 Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPHe

A atividade antioxidante frente ao radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH?¢) foi
realizada de acordo com o método descrito por GULCIN (2012) com pequenas modificacoes.
Uma aliquota de cada extrato aquoso de 0,1 mL em diferentes concentragdes (1000, 500, 250,
100 e 50 ug mL™?) foi misturada com 3,9 mL de uma solucio de metanol contendo o radical
DPPHe. A mistura foi agitada, vigorosamente, e deixada em repouso, em ambiente escuro, por

16 minutos. A reducéo da porcdo DPPHe foi determinada medindo a absorc¢do a 515 nm.
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Uma solucdo controle foi preparada na auséncia de extratos contendo 4,0 mL de
DPPHe e uma curva padrdo deste radical foi construida na faixa de 50 — 1000 pg mL sob
condicdes idénticas. A concentragcdo do extrato proporcionando 50 % de inibicdo do radical
(Clso ou ICso, do inglés concentration required for 50 % inhibition) foi calculada a partir do
grafico de inibicdo percentual em relacdo a concentracdo do extrato. O hidroxitolueno
butilado (BHT, do inglés butylated hydroxytoluene) foi usado como controle positivo e sua
escolha foi devido a sua ampla utilizacdo como antioxidante pelas inddstrias alimenticia,
cosmética, farmacéutica e, também, em produtos derivados do petréleo (BOULEBD, 2022).
O espectrofotdmetro (FEMTO 700 Plus) foi utilizado nesta anélise e uma curva de TFT

versus ICso ! foi construida.

4.8.3 Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical O

O radical superoxido foi gerado pelo sistema ndo-enzimatico nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzida e metasulfato de fenazina (NADH/PMS). Neste ensaio NADH
promove a reducdo do PMS, que é reoxidado pelo O2 formando O2. A capacidade de
sequestro do radical superdxido foi determinada pelo monitoramento do efeito dos extratos
sobre a reducdo do nitroazul de tetrazolio (NBT), formado pelo Oz, de acordo com Melo et
al. (2015).

Inicialmente, os reagentes NADH (50 pL; 166 pmol L), NBT (150 pL; 107,5
umol L) e PMS (50 pL; 2,7 umol L) foram preparados em tampé&o fosfato de potassio (19
mmol L e pH 7,4) e os extratos, aquosos e metandlicos, também foram diluidas no mesmo
tampao em diferentes concentragdes (1000, 500, 250, 100 e 50 ug mL™1). Os reagentes e as
amostras foram transferidos para microplacas, protegidas da luz, totalizando 300 pL por pogo.
Uma leitora de microplacas SpectraMax M3 (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA)
foi utilizada neste ensaio com temperatura ajustada a 25 °C e passados 5 minutos de reacéo,
foi feita a leitura no modo de absorbéancia a 560 nm. Os resultados, em triplicata, foram
expressos em 1Cso (mg mL 1) e o 4cido p-cumarico, nas mesmas condigdes dos extratos, foi
utilizado como controle positivo. A escolha deste antioxidante é devida sua potente
capacidade hepatoprotetora, além de inibir peroxidacdo lipidica e, também, regular

positivamente as enzimas desintoxicantes em modelos in vivo (SHEN et al., 2019).
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4.8.4 Atividade antioxidante pelo método de sequestro do H20>

A capacidade de sequestro do peroxido de hidrogénio foi determinada pelo
monitoramento dos extratos, aquosos e metandlicos, em inibir a oxidacdo da lucigenina pelo

perdxido de hidrogénio, conforme descrito por CHISTE et al. (2011).

Neste ensaio foram transferidos, para cada pogo da microplaca, 50 pL dos extratos
de café, nas concentragdes: 1000, 500, 250, 100 e 50 ug mL? diluidos em tampé&o fosfato (19
mmol L e pH 7,4) juntamente com 100 pL do reagente lucigenina (800 umol L2) dissolvido
em tampdo Tris-HCE (50 mmol L e pH 7,4) e 8,5 uL peroxido de hidrogénio (1 %). Os
experimentos foram realizados por meio da leitora de microplacas SpectraMax M3
(Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA) com temperatura ajustada a 37 °C e o sinal

de quimiluminescéncia foi detectado durante 5 minutos.

Os resultados foram expressos como percentagem de inibicdo da oxidacdo da
lucigenina induzida pelo H20>. O &cido p-cumarico foi utilizado como controle positivo, nas
mesmas condi¢les experimentais, e os resultados, em triplicata, foram expressos em 1Cso (Mg
mL™1)

4.8.5 Atividade antioxidante pelo método de sequestro do HOC¢

A desativacdo do acido hipocloroso, pelos extratos, aquosos e metandlicos, das
folnas de café foi determinada pelo monitoramento da inibicdo da oxidacdo da
dihidrorodamina 123 (DHR 123, ndo fluorescente) para rodamina 123 (fluorescente), induzida
pelo HOCt, como o descrito por Melo et al. (2015).

O ensaio foi feito com diversas diluigdes (1000, 500, 250, 100 e 50 pg mL?) dos
extratos de café adicionadas aos pocos da microplaca juntamente com o tampdo fosfato (100
mmol Lt e pH 7,4) e as solugdes de DHR 123 (1,25 umol L) e HOCC (5 pmol L1). O
experimento foi realizado por meio da leitora de microplacas SpectraMax M3 (Molecular
Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA) com temperatura ajustada a 37 °C e a leitura da
fluorescéncia (excitacdo a 528 nm e emissdo a 485 nm) foi feita, imediatamente, apds a adi¢do

de todas as solug¢bes nos pogos da microplaca, totalizando 300 pL por poco.
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A capacidade antioxidante dos extratos das folhas de café e do controle positivo,
acido p-cumérico, foram testadas em diferentes concentragdes, nas mesmas condicBes

experimentais, e os resultados, em triplicata, foram expressos em 1Cso (mg mL™).

4.8.6 Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical ROOe

A capacidade de captura do radical peroxila (ROO¢) foi avaliada monitorando-se o
efeito dos extratos, aquosos e metandlicos, das folhas de café no decaimento da fluorescéncia,
gerada pela oxidagéo da fluoresceina induzida pela presenga do radical ROOe de acordo com
o0 protocolo descrito por Melo et al. (2015).

Inicialmente, uma solucéo de fluoresceina 508,25 nmol L e outra de dicloridrato
de 2,2'-azobis (2-amidinopropano) (AAPH) 76 mmol L foram preparadas em tamp&o fosfato
de potassio (75 mmol L e pH 7,4). A anlise foi feira em microplacas de 96 pogos e em cada
uma 20 uL dos extratos, em diferentes concentragdes (1000, 500, 250, 100 e 50 ug mL 1), foi
adicionado com 60 pL da solucédo de fluoresceina e 110 uL de AAPH. A reacdo foi realizada a
37 °C e a absorcdo foi medida a cada minuto durante 2 h numa leitora de microplacas
SpectraMax M3 (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA) com o par de excitacdo e
emissdo de 485 e 528 nm, respectivamente. Neste ensaio, 0 &cido p-cumarico foi utilizado
como controle positivo nas mesmas condi¢fes dos extratos. Os resultados foram expressos a
partir da curva padrdo de Trolox (12,5 — 400 mmol L), expressos em pumol de equivalentes

de trolox (ET) mg extrato. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

4.9 Anélise da atividade enzimatica

4.9.1 Inibicao da enzima a-glicosidase

A atividade inibitoria da a-glicosidase dos extratos aquosos foi avaliada de acordo
com o0 metodo cromogénico descrito por SHINDE et al. (2008) com pequenas modificacdes.
Inicialmente, 10 uL. da enzima obtida a partir do micro-organismo Saccharomyces cerevisiae
(1,0 U mL™?) foi misturada com 20 pL de cada amostra em diferentes concentragdes: 1000,
500, 250, 125 e 50 pg mL?, com duragdo de 5 min a 25° C. A reacdo foi iniciada pela adicdo
de 40 pL do substrato p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG; 1,0 mmol L) e essa

mistura foi mantida em repouso por 30 minutos a 37 °C. A interrupcao da reagdo ocorreu pela
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adigdo de 100 pL de bicarbonato de sddio (10 %). Finalmente, 100 uL de cada amostra foi
transferida para microplacas de 96 pogos e a absorbancia foi lida a 410 nm em um leitor de
microplacas do tipo Elisa (TP-READER® Thermo Plate).

Para eliminar variagdes relacionadas a coloragdo caracteristica das amostras e
possiveis variagOes relacionadas a absorbancia da coloragdo do produto p-nitrofenol (p-NP),
todos os ensaios foram realizados com e sem enzima. Todas as solucGes deste ensaio foram
preparadas em tampéo fosfato (24 mmol L™*; pH 6,9), exceto os extratos aquosos de C.
arabica e solucéo de bicarbonato de sodio que foram preparadas em agua ultra pura. O branco
foi preparado substituindo as amostras com a mesma quantidade de tampédo fosfato. O
farmaco acarbose foi usado como solugdo controle nas mesmas concentragdes dos extratos. A

atividade inibitdria de a-glicosidase foi calculada usando a Equacéo 2.

o~ L (ABSbranco - ABSamostra)
Inibicdo enzimatica (%) = x 100
ABSbranco

Em que ABSbranco € ABSamostra 580 absorbancias do tampéo fosfato e das solucGes

amostra e controle positivo respectivamente.

4.9.2 Inibicao da enzima lipase pancreéatica

A atividade antiobesidade a partir da inibicdo da lipase pancreética foi realizada
de acordo com a metodologia de JARADAT et al. (2017) com algumas modificacdes.
Inicialmente, foram preparadas as solucdes de lipase pancreética (1,0 mg mL™?), do substrato
p-nitrofenil butirato (p-NPB; 5,0 mmol L ™) e dos extratos aquosos de C. arabica (1000 pg
mL1). Todas as solucdes foram preparadas com tampao fosfato de sodio (1,0 mmol L™%; pH
7,0) com 10 % de dimetilsulféxido (DMSQO) imediatamente antes do uso. O substrato foi
preparado diluindo 10 pL da solugdo concentrada em 11,140 mL de acetonitrila e os extratos

de café foram diluidos em quatro concentracdes diferentes: 500, 250, 125 e 50 pug mL ™.

O inicio da reacdo, ou pré-incubacdo, comecou com a mistura de 150 pL das
amostras com 50 pL da enzima. Esta solugdo permaneceu em repouso por 15 minutos a 37 °C.
Aincubagcéo foi iniciada pela adi¢do de 50 pL de p-NPB e a mistura foi agitada a 400 rotagdes

por minuto (rpm) durante 30 min & mesma temperatura. A inibi¢do da enzima foi determinada
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medindo a hidrdlise de p-NPB em p-NP a 410 nm usando um leitor de microplacas Elisa (TP-
READER® Thermo Plate). O mesmo procedimento foi realizado para uma solugdo em branco
(somente tampéo fosfato de sodio) e orlistat (solugcdo controle) nas mesmas concentracfes dos

extratos. A atividade inibitoria da lipase pancreética foi calculada usando a Equacao 2.

Todos os ensaios foram conduzidos com e sem enzima pelas mesmas razdes do

ensaio de inibicdo da enzima a-glicosidase.

4.10 Avaliacdo da capacidade antiglicante de extratos metandlicos das folhas de café

Para avaliar a capacidade antiglicante de extratos metandlicos de folhas de café,
foi aplicada a técnica de espectrofluorescéncia, utilizando o método de formacgdo de produtos
finais de glicacdo avancada, in vitro, por acoplamento ao sistema de ensaio hipoxantina-
xantina oxidase, descrito por MARQUES et al., 2018. Folhas de café da cultivar Caturra
Vermelho foram utilizadas apenas neste ensaio e 0s extratos metanolicos (SP e MG) obtidos

foram preparados como descrito no tpico 4.4.

Diferentes concentragdes dos extratos metandlicos (2,5 e 5,0 mg mL™?) foram
analisadas na reacdo de capturas de compostos carbonilados utilizando glicose como carbonila
reativa na presenca de albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin). As
solugdes dos extratos foram preparadas pesando-se as massas correspondentes em tubos do
tipo Eppendorfs® (2,0 mL) e dissolvendo-as em 1,0 mL de tamp&o fosfato (pH 6,2). A anélise
foi iniciada pela adicdo de 94 pL de BSA (16 mg mL™), 25 uL de glicose (1,67 mol L) e 10
ML de xantina oxidase (18 mU) aos tubos. O sistema foi homogeneizado em agitador votex,
por 1 minuto, e a incubag&o foi realizada na auséncia de luz a 37 °C com agitagdo constante
de 450 rpm por 48 horas. Uma solucdo controle, nas mesmas condi¢des dos ensaios, também
foi preparada, porém sem a presenca de extratos para posterior avaliacdo da capacidade
antiglicante das amostras testadas. As reagdes de incubacdo foram encerradas pela adigédo de
10 pL de &cido cloridrico concentrado, em seguida, aliquotas de 100 pL foram transferidas
para placas de 96 pogos e a intensidade da fluorescéncia foi medida utilizando detector com
excitacdo e emissao, respectivamente, nas faixas de comprimento de onda entre 300-360 nm e
380-450 nm (MARQUES et al., 2018). Todas as amostras deste ensaio foram produzidas em
triplicata e as todas as soluc¢des foram preparadas em tampao fosfato.
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A amostra de S&o Paulo passou por uma nova avaliagdo deste ensaio, nas mesmas
condicBes descritas acima, porém substituindo a solucdo de glicose (25 uL) por solucdo de
mesmo volume de metilglioxal (6,89 x 1072 mol L) em tamp&o fosfato durante mesmo

periodo de incubacéo.

4.11 Digestao in vitro e a bioacessibilidade dos metabolitos majoritarios

Os ensaios foram conduzidos seguindo o protocolo proposto pela rede COST
Action INFOGEST FA1005 (MINEKUS et al., 2014), com modificagdes. A digestéo in vitro
foi dividida em trés etapas; oral, gastrica e intestinal, as quais utilizam respectivamente, 0s
Fluidos Sintéticos Salivar (FSS), Gastrico (FSG) e Intestinal (FSI). Em cada fase, os sais KCt,
KH2PO4, NaHCO3, NaCt, MgCl2(H20)s, (NH4)2CO3 e CaClz(H20), foram utilizados em
diferentes concentracdes conforme pode ser conferido na Tabela 4.

Tabela 4 - ConcentracGes recomendadas de eletrélitos dos Fluidos Sintético Salivar (FSS),

Gastrico (FSG) e Intestinal (FSI) com base em dados humanos in vivo

Constituintes SSF (mmol L) SGF (mmol L) SIF (mmol L)

K* 18,80 7,80 7,60

Na* 13,60 72,20 123,40

Cct 19,50 70,20 55,50
H2PO4~ 3,70 0,90 0,80
HCOs, COs* 13,70 25,50 85,0
Mg?* 0,15 0,10 0,33

NH4* 0,12 1,00 -

Ca* 1,50 0,15 0,60

Fonte: Elaborado pelo autor.

Além dos fluidos sintéticos, foram utilizadas as enzimas a-amilase (75 U mL™?)
para a fase oral, pepsina porcina (2.000 U mL™) para a fase gastrica e tripsina (100 U mL™),
quimotripsina (25 U mL™) e lipase pancreética porcina (2.000 U mL™?) para a fase intestinal
além de sais biliares (10 mmol L™?). As enzimas e 0o CaCl2(H20), foram adicionados na

solugéo somente no momento do uso.
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Inicialmente, 1,0 g dos extratos, aquosos e metanolicos, foram misturados com 1,6
mL de solugdo de a-amilase salivar dissolvida em fluido salivar (pH 7,0) seguido de 12 pL de
CaCl2(H20)2 e 388 uL de agua destilada. As amostras foram incubadas a 37 °C, com leve
agitacdo, por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado 1,82 mL de pepsina suina, dissolvida no
fluido géstrico, aos extratos submetidos a fase oral juntamente com 40 pL de CaCt2(H20). e
140 uL de H-0. O pH foi corrigido para 3,0 com adi¢do de HCC 1,0 mol L™ e as amostras
foram incubadas a 37 °C, novamente com leve agitacdo, por 2 horas. Finalmente, as amostras
da etapa anterior seguiram o processo de digestao, pela adi¢do de 2,14 mL do fluido intestinal,
contendo as enzimas tripsina, quimotripsina e lipase pancreética, juntamente com 334 pL da
solucéo de sais de bile e 5,4 uL de CaCt2(H20)2. O pH foi corrigido para 7,0 com NaOH 1,0

mol L™ e os extratos foram incubados & 37 °C, com agitacéo leve, por 2 horas.

Todas as fases contaram com uma solucdo controle substituindo as respectivas
enzimas por agua ultrapura de mesmo volume e ao final dos experimentos, uma aliquota de
cada etapa foi coletada, centrifugada (5000 rpm, 20 min), filtrada (filtro de 0,42 pm) e
submetida ao ensaio de bioacessibilidade pela extracdo por QUEChERs e a quantificacdo dos
compostos bioativos majoritarios dos extratos de C. arabica através da analise em CLAE. A
bioacessibilidade foi calculada de acordo com a Equagéo 3.

[TB]
%B=—— x 100

[T]

Sendo % B o valor da bioacessibilidade, em porcentagem, [TB] o teor dos
compostos bioacessiveis apds a digestdo in vitro e [T] € o teor dos metabolitos presente nos
extratos das folhas de café ndo digeridos. Estes ensaios foram realizados em triplicatas e os
resultados foram apresentados como valores absolutos.

4.12 Zebrafish

4.12.1 Animais

Zebrafish (Danio rerio) (idade de 90 a 120 dias; 0,4 + 0,1 g, 3,5 £ 0,5 cm),
silvestre, de ambos os sexos, foi adquirido em loja local (Fortaleza, CE). Os animais foram
mantidos em um aquario de vidro (30 x 15 x 20 cm), com agua desclorada (ProtecPlus®) e
bomba de ar com filtros submersos, sob uma temperatura de 25 + 2 °C e pH 7,0 e com ciclo
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circadiano de 14:10 h (claro/escuro). Os animais receberam ragdo (Alcon Gold Spirulina
Flakes®) duas vezes ao dia. Antes das aplicagdes dos medicamentos, os animais foram
anestesiados em agua gelada e ap0s os experimentos, os animais foram sacrificados por
imersdo em banho de gelo (2 a 4 °C) por 1 min até a perda dos movimentos operculares. O
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do
Ceara (CEUA-UECE; n° 200621/2020), estando de acordo com os Principios Eticos da

Experimentacdo Animal.

4.12.2 Hiperglicemia induzida por D-glicose em Zebrafish adulto

A indugdo da hiperglicemia em zebrafish adulto foi realizada baseada na
metodologia de CAPIOTTI et al. (2014) com modificagdes. Os animais (n = 6 por grupo)
foram imersos em solucéo de D-glicose (111 mmol L) em agua desclorada em aquarios de
vidro de 5 L por sete dias. A solucdo de glicose foi trocada todos os dias. No 8° dia os animais

foram retirados da solucéo de glicose e mantidos até o 11° dia em &gua desclorada.

Os grupos de animais que passaram 0s setes dias submersos na glicose, foram
tratados oralmente (usando uma pipeta automatica de 20 pL) durante quatro dias (no mesmo
horario) com extratos aquosos de C. arabica (40 mg kgt; 20 pL), acarbose (300 mg kg*; 20
uL), extrato aquoso combinado com acarbose (40 mg kg™ do extrato e em seguida 300 mg
kg™ de acarbose; 20 pL cada), metformina (200 mg kg™*; 20 uL) e DMSO a 3% (diluente
das drogas; controle). Um grupo de peixe-zebra que ndo foi submetido a hiperglicemia e a
nenhum tratamento foi incluso na anélise, denominado de Naive. Todos os tratamentos foram

feitos ap6s 12 h de jejum.

Os niveis de glicose no sangue foram medidos no quarto dia apds quatro horas dos
tratamentos. Antes da coleta de sangue, os animais foram eutanasiados (por inducdo da
hipotermia com gelo), em seguida foi realizada uma inciséo na cauda e as dosagens de glicose

sanguinea foram lidas por meio de glicosimetro (Active, Accu Check).

4.12.3 Niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) do figado de Zebrafish

O estresse oxidativo foi avaliado nos animais tratados durante os quatro dias (item
4.12.2). Os animais que foram sacrificados para o teste glicémico tiveram o figado removido.

Os tecidos hepéticos dos animais, em triplicata, foram macerados em meio contendo Tris-
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HC(-EDTA seguido de centrifugacdo (10.000 g por 10 min). O sobrenadante foi recolhido (50
pL) e misturado com 5 pL de 2°,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA). Nessa etapa
ocorre a oxidacdo de DCFH-DA em 2',7'-diclorofluoresceina (DCF), produto fluorescente
utilizado para a medida de deteccdo de ERO. A emissdo de intensidade de fluorescéncia do
DCF foi registrada a 520 nm, com excitacdo de 480 nm, 2 horas ap6s a adicdo do reagente
DCFH-DA a amostra. A concentracdo de proteina foi determinada usando o método de
espectrofotometria de luz UV a 280 nm através de uma curva padrdo de BSA
(LOETCHUTINAT et al., 2005).

4.13 Analise estatistica

Todos os dados foram coletados em triplicata e apresentados como média + desvio
padrdo. Os dados obtidos para as concentragGes dos elementos inorganicos (mg kg peso
seco) e compostos polifendlicos (g kg™ peso seco) presentes nas amostras de folhas de café
foram tratados usando ferramentas quimiométricas. O software Pirouette 4.5 (Infometrix,
Washington, EUA) foi utilizado para o tratamento dos dados, empregando a Anélise de
Componentes Principais como técnica de reconhecimento de padrées. A Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais foi aplicada aos dados e o software estatistico
R (R-Development Core Team, 2017) foi usado. Os resultados das andlises em CLAE,
compostos polifendlicos totais, atividade antioxidante e atividade antiglicante foram
realizados no software estatistico Microsoft Excel (Microsoft®). A determinagio do 1Cso para
a-glicosidase, inibicdo da lipase pancreética e os testes in vivo em zebrafish foram construidos
com o auxilio do software GraphPad Prism 7 (GraphPad®). A andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Tukey HSD foi realizada para realizar
a analise estatistica. As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05.

4.14 Procedimentos Computacionais

4.14.1 Detalhes computacionais

Todas as simulagfes foram realizadas utilizando codigos livres para uso
académico em um sistema operacional de 64 bits. Foram utilizados os seguintes codigos:
Autodocktools™ (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012), AutoDockVina™ (TROTT; OLSON,
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2010), Avogadro™ (http://avogadro.cc/) (HANWELL et al., 2012), Discovery Studio
Visualizer™ viewer (BIOVIA et al., 2000), Marvin™ 19.8, 2020, (http://www.chemaxon.com)
(CSIZMADIA, 1999), Pymol (DELANO, 2002) e UCSF Chimera ™ (PETTERSEN et al.,
2004).

4.14.2 Preparacao e otimizacgao de ligantes

Para realizar as simulagfes as coordenadas bidimensionais dos ligantes de
mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxi-2-[(2S,3R,4R,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-
2-il]xanten-9-ona), 4acido clorogénico ((1S,3R,4R,5R)-3-[(E)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-
enoil] &cido oxi-1,4,5-trihidroxiciclohexano-1-carboxilico), rutina (2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-
dihidroxi-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-tri-hidroxi-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-tri-hidroxi-6-
metiloxan-2-ilJoximetilJoxan-2-ilJoxicromen-4-ona, cafeina (1,3,7-trimetilpurina-2,6-diona)
foram obtidos do repositério PUBCHEM (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) (KIM et al.,
2019) onde eles foram depositados como os cédigos PubChem CID 5281647, 1794427,
5280805 e 2519 respectivamente. As estruturas foram renderizadas usando o plugin
disponivel no coédigo MarvinSketch (https://chemaxon.com/products/marvin) e depois
submetidas a otimizacdo estrutural usando o formalismo classico de campo de forca MMFF94
(Merck Molecular Force Field 94) (HALGREN, 1996). Os calculos de otimizacdo foram
realizados usando o codigo Avogadro® (HANWELL et al., 2012), configurado para realizar
simulacgdes de campo de forca MMFF94, usando o algoritmo Steepest Descent (MEZA, 2010),

500 passos numéricos e um parametro de convergéncia 10e~’ (da SILVA et al., 2019).

4.14.3 Procedimentos gerais de docagem

Para os estudos de docagem molecular foi selecionada a subunidade C-terminal da
enzima maltase-glicoamilase (CtMGAM) que esta diretamente envolvida na producdo de
glicose no lumen humano, sendo assim um excelente alvo para o estudo de medicamentos
para DM2 (REN; QIN; CAO, 2011). A estrutura da CtMGAM foi obtida do repositério
Protein Data Bank - RCSB (https://www.rcsb.org/), onde foi depositada no PDB-codex 3TOP,
identificada com o titulo “Structural insight into specificity of substrato intestinal humano
maltase-glucoamilase” (REN; QIN; CAO, 2011), classificado como inibidor de

hidrolase/hidrolase do organismo Homo sapiens, expresso no sistema Komagataella pastoris,
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obtido pelo método de difragio de raios X, com resolucéo de 2,88 A e parametros de R-Value
Free, Work e Observed na ordem de 0,284, 0,218 e 0,222 respectivamente. Na estrutura da
proteina (cadeia C e D), encontra-se a estrutura da acarbose (PRD_900007), um
oligossacarideo que possui atividade inibitoria de CtMGAM, que foi cocristalizado e sera
utilizado como referéncia para estudos de docagem molecular.

Para realizar as simulagfes de docagem molecular, foi escolhido um Algoritmo
Genético Lamarkiano implantado no cdédigo vina AUTODOCK (TROTT; OLSON, 2010). A
caixa de grade foi centralizada em cada uma das proteinas, sendo definida com parametros de
tamanho 126 A (x), 82 A (y) e 124 A (z), centrado nas coordenadas — 45.828, 21.487 e 17.927

para 0s €eixos X, Yy e z respectivamente.

Todas as simulacbes de encaixe e reencaixe foram padronizadas para realizar 50
simulacdes independentes com 20 poses para cada simulacdo. Para obter um melhor
refinamento parcial dos célculos de acoplamento individuais, todas as simula¢fes foram
realizadas com critério de Exaustividade igual a 64 (MARINHO et al., 2020). Todas as
moléculas de agua foram removidas, enquanto cargas de Gasteiger e atomos de hidrogénio
essenciais foram adicionados (YAN et al., 2014) usando o ADT-AutoDocktools (MORRIS et
al., 2009). A estrutura da proteina foi mantida rigida (NGUYEN et al., 2017) e todas as
torcdes e ligagdes moleculares dos ligantes foram ajustadas para girar.

Para avaliar a estabilidade do complexo proteina/ligante, utilizou-se como
parametro a energia de afinidade de acordo com a Equacdo 4. Para esse critério, valores
inferiores a — 6,0 kcal mol~ séo considerados ideais (SHITYAKOV; FORSTER, 2014).

AG = - RTLnKi

Para avaliar a afinidade do ligante pela proteina, utilizou-se o valor da constante
de inibicdo (Ki) calculada pela Equacdo 5 (KADELA-TOMANEK et al., 2021).

Kij = e (AGRRT)

Em que AG ¢ a energia livre de ligacio em kJ mol™, R ¢ a constante dos gases

perfeitos, 8,32 J molt K, T é a temperatura absoluta, 298 K e Ki é a constante de inibic&o.

Para validagdo estatistica das simulagdes, foram realizados procedimentos de
redocagem e, em seguida, foram avaliados os valores do Desvio Quadratico Médio (RMSD,
do inglés Root Mean Square Deviation) sendo o parametro ideal, resultados menores que 2 A
(YUSUF et al., 2008). Para avaliar a forca da ligacdo de hidrogénio, foram utilizados os

valores da distancia entre os &tomos doadores e receptores, sendo classificadas como Forte, as
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interacBes que ficaram entre 2,5 A e 3,1 A; Médias aquelas que ficaram entre 3,1 A e 3,55 A;
e Fracas aquelas com distancia maior que 3,55 A (IMBERTY et al., 1991). Ressaltando que
todas as simulacdes foram com os mesmos parametros para obter dados comparativos com o
medicamento metformina (3-(diaminometilideno)-1,1-dimetilguanidina; PubChem CID:4091)
e com o ligante co-cristalizado acarbose ((2 ~{S},3~{R},4~{R},5~{S}6~{R})-6-(hidroxi-
metil)-5-[(2~{R},3~{R},4~{R},5~{S},6~{R})-6-(hidroximetil)-5-[(2~{R},3~{R},4~{S} 5~

{S},6~{R})-5-[[(1~{S}4~{R},5~{S},6~{S})-3-(hidroximetil)-4,5,6-tris(oxidanil)ciclohex-2-
en-1-ilJamino]-6-metil 1-3,4-bis(oxidanil)oxan-2-il]oxi-3,4-bis(oxidanil) oxan-2-ilJoxi-oxano-

2,3,4-triol; PubChem CID: 445421).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Perfil quimico das folhas de C. arabica

Os extratos obtidos das folhas de Coffea arabica foram submetidos a analise de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-
DAD) seguindo o procedimento descrito do item 4.4.1. A identificacdo dos metabdlitos foi
realizada a partir comparacao dos espectros de DAD e do tempo de retengdo de cada um dos
padrdes auténticos comercialmente disponiveis durante uma corrida cromatografica de 15
minutos. Os resultados podem ser observados na Figura 5, tomando como exemplo a
identificacdo do acido clorogénico obtida a partir dos extratos aquosos e a Figura 6 mostra um

exemplo caracteristico de um cromatograma dos extratos aquosos das folhas de C. arabica.

Figura 5 — Superposicdo dos espectros de DAD e tempo de retencdo do acido clorogénico

puro com aquele obtido nos extratos aquosos.
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(A) A curva em vermelho representa 0 composto puro, enquanto a azul indica o obtido nos extratos. (B) Tempo
de reten¢do do acido clorogénico puro e (C) nos extratos.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 6 — Cromatograma caracteristico obtido em CLAE-DAD das folhas C. arabica.

mAU ] 3 9
31 T E ]
4 "~ (3]
1000 JV 257 nm >
1 1 23 4°
800
600
] 3
400—: ©
2003
0_: L L { Ky
h T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 min
mAU ‘%
1750 T
1500 UV 278 nm 2
1250
1000 3 4
- ~
70 5 g
500 w _ @
250
0 [P . { 1 L |
T T | T T T T T
2 4 A a n 12 14 min
mAU B
. ; 3 4
800 UV 325 nm ¥ ~
— o
600 E =
400
200
: 1
D_’ [T . L
k T T T T T T i T T T
2 4 6 8 10 12 14 min
~ o
700 2 g
600 UV 340 nm 4
500
400
300
200
100
0 Ly 7 Ly
T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 mir

Os picos correspondem a (1) acido clorogénico, (2) cafeina, (3) mangiferina e (4) rutina.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se, na Figura 6, picos em 257, 278, 325 e 340 nm, sugerindo a presenca
de compostos fendlicos, flavonoides e alcaloides nos extratos aquosos de C. arabica. Os
compostos fenodlicos possuem nucleos aromaticos, muitas vezes conjugados, apresentando,
portanto, espectros de absorcdo caracteristico no ultravioleta (UV), com uma ou mais bandas
de absorcdo entre 200 a 360 nm. Ja os flavonoides, geralmente, possuem duas bandas de
absorcéo, sendo a primeira com absor¢do maxima entre 300 — 400 nm, que esta relacionada ao
anel A da estrutura quimica, e a segunda entre 240 — 285 nm, referente ao anel aromatico B do
arranjo estrutural (Figura 2) (ALEIXANDRE-TUDO; TOIT, 2018). Os cromatogramas de

todas as cultivares podem ser conferidos no Apéndice A.
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Quanto a quantificacdo dos compostos bioativos em nesta anélise, estas foram
feitas a partir das curvas analiticas de cada um dos padrfes auténticos puros (Tabela 2). A

Tabela 5 apresenta os resultados obtidos pelas diferentes técnicas de extracao.

Tabela 5 - Quantificagdo dos compostos bioativos majoritarios presentes nos extratos de C.
arabica obtidos em micro-ondas, soxhlet e QUEChERS.

] Concentracédo do composto nos
o Formula
Composto bioativo extratos (g kg™)
molecular i
Micro-ondas Soxhlet QUEChERS

Acido clorogénico C16H1809 17,99 £ 0,43 30,31+£0,54 4,92+0,33

Cafeina CsH10N4O2 22,43 +0,40 25,11 + 1,05 ND
Mangiferina C19H18011 10,88 + 0,28 27,718+053 2,78+0,14
Rutina C27H30015 11,73+0,42 2542+049 2,73+0,14

ND = nédo determinado.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se observar na Tabela 5 que os extratos obtidos por meio da técnica de
micro-ondas apresentaram elevadas quantidades de compostos fendlicos, bem como cafeina,
quando comparada aos outros métodos de extragdo, sendo muito maior do que aquelas obtidas
por meio de QUEChERS. Comparando os métodos de micro-ondas e soxhlet pode-se verificar
que todos dos extratos, deste ultimo, apresentaram teor de compostos fenolicos e cafeina
superior. 1sso se deve ao fato de que os extratos metanolicos foram obtidos de forma exaustiva
e 0S aquosos ndo, uma vez que no soxhlet acontecia a renovacao do solvente a cada trés horas
e na técnica de micro-ondas isso ndao ocorreu, além disso, o tempo de extragdo foi apenas de 4
minutos, o que, provavelmente, ndo levou a saturacdo do meio. E importante enfatizar que
para 0 consumo humano, o extrato aquoso (ou chd) se apresenta como o método mais seguro,
tanto pela praticidade do preparo, quanto pela auséncia de solventes toxicos.

A recuperacdo dos biocompostos pelo método QUEChERS foi baixa quando
comparada com os outros métodos trabalhados. Contudo, devido sua versatilidade, tais como
reducdo no volume de solventes orgénicos e simplicidade de operacdo, torna esta técnica
muito Util que possibilita sua aplicacdo em qualquer laboratoério.

Todas as cultivares, suscetivel e resistente a ferrugem do cafeeiro, apresentaram

perfil quimico semelhante, independentemente do tipo de extracdo. Observa-se no Apéndice B
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que a cultivar Pau Brasil 2 apresentou os maiores niveis de compostos fenolicos em relagédo as
demais. As cultivares Acaid Cerrado, Topéazio e Rubi MG 1192 apresentaram 0S menores
teores, respectivamente, de acido clorogénico, mangiferina e rutina. Curiosiamente, estas trés

ultimas cultivares citadas sao suscetivel a ferrugem do cafeeiro.

5.2 Relacao entre os compostos polifenolicos e os metais nas folhas de Coffea arabica

5.2.1 Anélise das variaveis

Tomou-se como ponto de partida a quantificacdo de todos os compostos fenolicos
(Apéndice C), bem como os metais (Apéndice D) presentes nas folhas de café das cultivares

obtidas pela Epamig.

Os extratos obtidos pela técnica QUEChERS foram submetidos a analise de CLAE
com detecgédo de UV e IES para a realizagdo da identificacdo e quantificacdo dos compostos
acido clorogénico, acido 3,5-dicafeoilquinico, mangiferina, quercetina diglicosideo,
quercetina 3-O-glicosideo, quercetina ramnogalactosideo, rutina e rutina glicosideo. Os

ensaios foram feitos em triplicatas e os resultados expressos em média + desvio padrao.

Os compostos polifendlicos estdo relacionados aos mecanismos de defesa das
plantas e este ocorre em duas etapas. Na primeira ocorre um rapido acimulo de fendlicos no
local da infeccdo que retarda o crescimento do patdgeno e na segunda ocorre a biossintese de
substancias especificas relacionadas ao estresse (fendis simples, fitoalexinas fendlicas, acidos
hidroxicinamicos etc.) que restringem o patégeno no local infectado. O processo passo a
passo do mecanismo de defesa da planta inclui a morte da célula hospedeira, necrose,
acumulo de compostos fendlicos, modificacdo da parede celular através da deposicdo de
compostos fendlicos ou desenvolvimento de barreiras e, finalmente, sintese de compostos
toxicos especificos para eliminar os patdégenos (HAMMERSCHMIDT, 2018; CHOWDHARY
etal., 2021).

Quanto aos elementos inorganicos, estes foram quantificados por Espectrometria
de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) e os dados, obtidos em
triplicata, foram expressos em média com desvio padrdo ndo superiores a 10%, indicando boa
precisdo. A analise de ICP-OES é muito importante pois muitas proteinas e enzimas estao

fortemente ligadas a metais que sdo cofatores essenciais para 0 bom funcionamento de
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processos bioquimicos (MARTHE; AUGUSTI; COSTA, 2015; OLIVEIRA et al., 2017).
Alguns autores relataram uma relacdo entre compostos polifendlicos e alguns elementos
inorganicos, bem como uma capacidade de elicitar respostas antioxidantes (CETINKAYA;
KOC; KULAK, 2016; FARZADFAR; ZARINKAMAR; HOJATI, 2017; MANQUIAN-
CERDA- et al., 2018).

Por exemplo, o aluminio é um elemento tdxico para as plantas vasculares e a
biodisponibilidade deste elemento pode aumentar em solos com baixos valores de pH. Uma
concentracdo aumentada de aluminio em plantas vasculares correlaciona-se com niveis mais
elevados de compostos polifendlicos (GONZALEZ-MENDOZA et al., 2020). O cobre é um
elemento traco essencial e atua como cofator em enzimas como superdxido dismutase e
polifenoloxidase (BOECKX et al., 2017). O manganés e o magnésio sdo cofatores nas
enzimas terpeno sintases responsaveis pela formacéo de sesquiterpenos e monoterpenos. Além
disso, 0 magnésio mostra uma relagdo com a fotossintese (FARZADFAR; ZARINKAMAR,;
HOJATI, 2017). Por fim, o niquel é um eliciador de atividades antioxidantes, envolvido na
resposta de superdxido dismutase, catalase, guaiacol peroxidase entre outras enzimas em
cafeeiros como indicado na literatura (RIZWAN et al., 2018).

Devido ao grande ndmero de varidveis presentes em um determinado estudo uma
avaliacdo visual dos dados pode trazer contribuigdes minimas, portanto a analise multivariada

pode ser muito Gtil na tentativa de reconhecer padrdes especificos.

5.2.2 Andlise de Componentes Principais

A Anédlise dos Componentes Principais (PCA) foi realizada com o objetivo de
compreender a relacdo entre a concentracdo de compostos polifendlicos e os elementos
inorganicos presentes nas amostras foliares dos diferentes cafeeiros. Dois graficos sdo Uteis
para analisar e extrair informagdes dos dados: um esta relacionado as variaveis (Scores) e 0
outro esta relacionado as amostras (Loadings). Os graficos de Scores e Loadings séo

mostrados nas Figuras 7 e 8, respectivamente.
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Figura 7 — Grafico de Scores de PCA (Fator 2 x Fator 3) de 16 cultivares de C. arabica.
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Fonte: Elaborador pelo autor.

Figura 8 — Grafico de Loadings de PCA (Fator 2 x Fator 3) de 16 cultivares de C. arabica.
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Fonte: Elaborador pelo autor.

Foram utilizados seis componentes principais que representam 85 % do conjunto
de dados, porém a observagdo da separacdo dos dados foi observada em dois componentes
principais.

Em relacdo aos dados do PCA, o primeiro Componente Principal (PC1) apresenta

23,2 % da variancia dos dados e a plotagem de PC2 (variancia de 21,6 %) versus PC3
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(variancia de 18,4 %) mostrou-se mais Util para a separa¢do do grupo amostral. O segundo e 0
terceiro componente principal juntos representam um total de 40 % da variancia. Esses dois
ultimos componentes foram responsaveis pela separacdo dos grupos no presente estudo.

O gréafico de Scores (Figura 7) mostra uma tendéncia de separacéo das cultivares
de café que apresentam suscetibilidade a ferrugem no PC3. O segundo componente principal
mostra a separagdo de um grupo distinto das cultivares Rubi MG 1192, Topazio MG 1190,
MGS Travessia, Sarchimor MG 8840 e Sacramento MG1 (S2, S3, S4, R11 e R12). Dentre
essas cultivares, apenas Sarchimor MG 8840 e Sacramento MG1 (R11 e R12) ndo sdo
suscetiveis a ferrugem, embora apresentem suscetibilidade ao nematoide e a infeccdo fungica
por Cercospora coffeicola, respectivamente. A cultivar Acaia Cerrado MG 1474 (S1)
apresenta suscetibilidade a ferrugem, estando na mesma regido do grupo anterior, porém um
pouco mais distante, pois € o unico de estatura superior.

O gréfico de Loadings (Figura 8) apresenta a influéncia das varidveis para a
separagdo dos grupos. Nesta parcela, pode-se observar que as varidveis: acido 3,5-
dicafeoilquinico, rutina glicosideo e cobre sdo as principais responsaveis pela separacao das
espeécies suscetiveis a ferrugem.

A resposta defensiva das plantas a patdgenos ou insetos é complexa e pode ser
bastante especifica (MONTEIRO et al., 2016), entretanto, alguns metabdlitos secundarios séo
conhecidos por participarem dos mecanismos de defesa das plantas, entre eles estdo
compostos polifendlicos, terpenos e compostos contendo nitrogénio/enxofre (ZAYNAB et al.,
2018).

Mesmo que 0s mecanismos sejam distintos, a primeira resposta contra patégenos
€ a geracdo de espécies reativas de oxigénio e o acumulo de compostos fendlicos
(MONTEIRO et al., 2016). Como pode ser observado na Figura 8, as cultivares suscetiveis a
ferrugem estdo principalmente em uma regido onde aparecem com 2 compostos fendlicos
especificos: rutina glicosideo e &cido 3,5-dicafeoilquinico. Todos 0s outros compostos estdo
distribuidos fora desse quadrante, indicando uma baixa contribuicdo para a discriminagéo
desses metabdlitos nas folhas de café. Isso é um indicio de que o teor de compostos
polifendlicos é uma varidvel importante para a compreensdo do mecanismo de defesa das
plantas contra patdgenos.

O elemento cobre é um cofator da enzima polifenoloxidase e esta tem sido
relacionada aos mecanismos de defesa das plantas, pois oxida compostos fenélicos formando
quinonas que possuem ac¢do fungicida (BOECKX et al., 2017). As plantas suscetiveis a

ferrugem apresentam concentracdes de cobre 48,75 % superiores as resistentes (valores
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médios de 235,28 e 114,71 mg kg, respectivamente). Muito provavelmente, devido a uma
maior exigéncia na formacdo de enzimas para defender a planta contra a infecgdo por
patogenos. Além disso, relatos na literatura correlacionam a concentracdo de cobre nas folhas
com a diminuicdo tanto do conteddo polifendlico, quanto da atividade antioxidante.

O é&cido clorogénico é comumente relacionado a resisténcia de plantas a doencas.
Alguns estudos relatam a possibilidade deste composto ser ativo na resisténcia a infec¢des por
ferrugem (CLIFFORD; KERIMI; WILLIAMSON, 2020). Ha indica¢des na literatura de que o
acido clorogénico é antifungico e antimicrobiano (EL KHOMSI et al., 2022). LIAO et al.
(2020), observaram em seus estudos, in vivo, um aumento acentuado de &cido clorogénico nas
folhas de batata doce apds o ataque do gorgulho. O grupo de cultivares suscetiveis tem
concentragdes mais baixas de acido clorogénico (teor médio de 3,25 g kg™*) do que as
cultivares resistentes (teor médio de 4,79 g kg™?!) no presente estudo. O teor de &cido
clorogénico é quase 68 % maior em cultivares resistentes.

A mangiferina é uma xantona com propriedades antimicrobianas e antioxidantes
responsaveis além de protecdo contra a radiacdo UV (GUNTER et al., 2020). Alguns relatos
na literatura observaram um aumento de xantonas quando a planta é infectada por alguns
patdégenos (TONIUTTI et al., 2017). A concentracdo desse composto é 65,60 % menor nas
arvores suscetiveis do que nas resistentes (os valores médios sdo 1,74 e 2,65 g kg2,
respectivamente). Este composto também é eficaz na eliminacgdo de radicais livres, que é uma
das primeiras respostas das plantas quando esta sob estado de estresse (GUNTER et al., 2020).
Este metabdlito é separado dos demais pelo terceiro componente principal.

O magnésio participa de diversas atividades biologicas como fotossintese,
metabolismo energético e de nucleotideos e ha relatos de sua interagdo com o Mn em plantas.
O manganés € um elemento essencial para as plantas, sendo um ativador de varias enzimas,
incluindo enzimas de oxidacdo-reducdo. Uma alta concentracdo de Mn esta relacionada a
deficiéncia de Mg em plantas superiores (FARZADFAR; ZARINKAMAR; HOJATI, 2017).
Como pode ser visto nos graficos de PCA, esses elementos estdo em posi¢cdes opostas, 0 que
comprova a evidéncia da literatura, com maior concentracdo de Mg nas amostras resistentes.
Nos estudos de FARZADFAR; ZARINKAMAR; HOJATI (2017), foi observado um aumento
nos acidos polifendlicos quando a concentracdo de Mg foi aumentada, durante a analise da
composigdo do Oleo essencial em Tanacetum parthenium. No mesmo estudo, observou-se
aumento da atividade polifenoloxidase quando ha Mn livre. Esses dados explicam o

posicionamento do Mg intimamente alinhado as amostras de folhas de café que também
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apresentam altas concentracfes de &cido clorogénico e Mn intimamente alinhado ao Cu, que
esta relacionado a atividade polifenoloxidase.

A producdo de compostos polifendlicos em plantas, atua alterando a
permeabilidade das células contra micrdbios o que esta relacionado a alteracGes na producéo
de ATP (ZAYNAB et al.,, 2018). Deve-se enfatizar também que o Mg, geralmente, esta
correlacionado com esta funcdo nas plantas, entdo € esperado que maiores quantidades desse
elemento estejam relacionadas a plantas que sdo mais resistentes a doencas. Além disso, o
aumento do teor de magnésio estd relacionado a formacdo de sesquiterpenos, como as
fitoalexinas, compostos conhecidos por prevenir doencas de plantas (FARZADFAR;
ZARINKAMAR; HOJATI, 2017; ZAYNAB et al., 2018). O teor de magnésio nas folhas
resistentes € 47,10 % maior do que nas suscetiveis (valores médios 1279,25 e 602,44 mg kg2,
respectivamente).

O niquel esta relacionado a elicitacdo de respostas antioxidantes (RIZWAN et al.,
2018) e diminui a atividade da superoxido dismutase e outras enzimas redox. O zinco é um
elemento essencial e sua concentracdo esta relacionada a qualidade do café. LACERDA et al.
(2018), relataram que um aumento na concentracdo de Zn resulta em diminuicdo do teor de
polifendis totais e acido clorogénico, justificando a localizacdo desses elementos no PCA. O
aluminio, por outro lado, esta relacionado ao aumento de compostos polifendlicos como
mecanismo de defesa da planta contra a toxicidade desse elemento (MANQUIAN-CERDA et
al., 2018).

Os dados descritos fornecem uma visdo sobre a capacidade de compostos
polifendlicos e os elementos inorganicos como participantes nas vias de defesa do cafeeiro e
especialmente para a diferenciacdo potencial de plantas de café suscetiveis e resistentes a

ferrugem.

5.2.3 Anélise PLS-DA

Dois métodos foram utilizados para avaliar e discriminar grupos de C. arabica
suscetiveis (GS) e resistentes (GR) a ferrugem quanto a composi¢do quimica da folha, o
método PCA ndo supervisionado e 0 método de classificacdo PLS-DA supervisionado. Pela
primeira vez, essas andlises foram aplicadas em conjunto para discriminar grupos de C.
arabica suscetiveis e resistentes a ferrugem quanto a composicao quimica da folha.

A PCA forneceu uma visdo geral do comportamento das cultivar de café em

relacdo ao teor de variaveis quimicas, mas ndo foram obtidas informacgdes detalhadas sobre as
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diferengas entre os grupos de cultivares resistentes e suscetiveis a ferrugem. Assim, o0 modelo
de classificagdo PLS-DA foi construido para discriminar grupos de cultivares resistentes e

suscetiveis a ferrugem quanto a composi¢do quimica das folhas de café.

Figura 9 — Analise das cultivares resistentes e suscetivel pelo modelo PLS-DA.
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(A) Gréfico de Scores de PLS-DA de dois componentes para a composi¢ao quimica que diferencia os grupos de
resisténcia a ferrugem. (¢) Resistente, (<) Suscetivel (B) Correlagdo dos metabolitos com os componentes 1 e 2
com as classes Resistente e Suscetivel (C) Cargas do componente 2 do modelo PLS-DA de compostos quimicos
para cada grupo. (D) A taxa de erro de classificagcdo gerada para os componentes do modelo PLS-DA por meio
de procedimento de validacdo cruzada usando 5 partes (5 vezes) do conjunto de dados para ajustar 0 modelo e o
restante para testa-lo em 100 simulacdes.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Figura 9A apresenta a projecdo das amostras dos codigos de acesso nos 2
componentes do PLS-DA, dada pelas cargas dos respectivos componentes da matriz X.
Observou-se uma sobreposicdo de grupos de cultivares, indicando que ha uma regido em
comum entre 0s codigos de acesso, como pode ser visto nas elipses de 95 % de confianca
(Figura 9A) e a maior evidéncia de sobreposicdo pode ser verificada para o grupo de
cultivares suscetiveis a ferrugem (GS). O cddigo de acesso € classificado no grupo com maior
carga no componente PLS-DA com melhor taxa de erro (Figura 9D). Assim, a Figura 9 mostra
as classificacdes resultantes do modelo PLS-DA e observa-se que foi possivel discriminar
todos as cultivares suscetiveis e resistentes a ferrugem de acordo com 0s compostos quimicos
(Figura 10 e Apéndice C). Os cddigos de acesso que obtiveram a melhor taxa de classificacdo

correta foram os classificados no grupo GR por apresentar a menor taxa de erro (16,75 %).

Figura 10 — PontuacBGes PLS-DA de dois componentes para a composicdo quimica com as
classificacOes de grupos genealdgicos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As Figuras 9B e 9C (Gréfico de Correlacdo e Cargas de Variaveis no Componente
2 do PLS-DA) mostram as variaveis que mais influenciaram na classificagdo das cultivares

dos grupos GS e GR. As varidveis At, Mg, Mn, Sn, Ni e Zn (elementos em nivel traco) e
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compostos polifendlicos como &cido clorogénico, rutina, mangiferina, quercetina-3-O-
diglicosideo, quercetina-3-O-ramnogalactosideo e rutina glicosideo foram mais influentes na
classificacdo do grupo GR. Por outro lado, o cobre juntamente com o &cido 3,5-
dicafeoilquinico e a quercertina-3-O-diglicosideo influenciaram ainda mais a classificacdo do
grupo GS.

Para verificar e validar o modelo criado, foi utilizada a taxa de erro de
classificacdo (Figura 9D) e a menor taxa de erro foi encontrada para o componente 5
(31,50 %). A taxa de erro foi obtida pelo procedimento de validacdo cruzada usando 5 partes
(5 vezes) do conjunto de dados para ajustar o modelo e o restante para testd-lo em 100
simulagoes.

Dentro de cada grupo, resistente e suscetivel, é possivel identificar as cultivares
destacadas para essas variaveis. R1, R7, R9, R10 e R11l, S1 e S4 foram corretamente
classificadas pelo modelo PLS-DA (Tabela 6) e permaneceram mais distantes dos grupos de
regides, como pode ser visto em comparacdo das Figuras 9A e 10. Assim, a diagonal formada

pelos valores 12 e 4 sdo as classifica¢fes corretas do modelo.

Tabela 6 — Contagens de falsos positivos e negativos com referéncia a classificacdo dos
grupos suscetiveis e resistentes a ferrugem pelo modelo PLS-DA.

Classificacdo pelo modelo PLS-DA

Grupo de cultivares Total
Resistente (GR) Suscetivel (GS)
Resistente (GR) 12 0 12
Suscetivel (GS) 0 4 4
Total 12 4
Classificacao da taxa de erro 16,75 % 46,25 % -
Taxa de erro global 31,50 % — -

Fonte: Elaborado pelo autor.

Por se tratar de uma anéalise ndo supervisionada, o PCA ndo foi eficiente para
agrupar as cultivares de acordo com a resisténcia a ferrugem a partir de dados quimicos
analisados em folhas de café. Portanto, o PLS-DA foi necessario como ferramenta util para
esta proposta. Os resultados do modelo PLS-DA mostraram as variaveis que mais
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influenciaram na classificacdo dos grupos e, portanto, foram identificados os possiveis
marcadores quimicos para as cultivares suscetiveis e resistentes a ferrugem.

No entanto, trabalhos mais elaborados com um nimero muito maior de amostras
de diferentes localidades e submetidas a diferentes niveis de estresse (seca, pluviosidade
elevada, contaminacgéo do solo) devem ser analisados para resultados mais consistentes para a

previsdo de resisténcia e suscetibilidade a ferrugem em cafeeiros.

5.3 Teste de secagem e preservacao dos metabdlitos principais para infusdes

As folhas de café da cultivar Mundo Novo foram desidratadas por quatro
diferentes técnicas de secagem: natural, forno, micro-ondas e Air Fryer e os resultados da
analise quantitativa, em g kg™ de peso seco, dos compostos bioativos majoritarios estio

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Andlise quantitativa dos principais componentes bioativos das folhas de C. arabica

em diferentes métodos de secagem.

Metabolitos majoritarios (g kg™)

Secagem 3
Acido Clorogénico Cafeina Mangiferina Rutina
Natural 8,43 32,26 16,19 2,22
Forno 28,96 27,56 22,11 3,13
Micro-ondas 32,23 28,79 35,02 4,73
Air Fryer 39,78 30,84 20,09 3,52

Fonte: Elaborado pelo autor.

A influéncia da secagem natural no teor dos metabdlitos secundarios é notoria
como podemos observar a Tabela 7. Os compostos polifendlicos apresentaram o menor teor,
guando comparado aos demais métodos, principalmente de acido clorogénico. A cafeina, por
outro lado, apresentou o maior rendimento. De todos as técnicas analisadas, esta € a Gnica que
ndo submete as folhas a um estresse térmico e, consequentemente, as enzimas oxidativas nao
sdo desnaturadas durante a secagem do material.

A secagem por forno, também chamada de convecgdo, é aquela em que uma
corrente de agente secante (gas seco, na maioria das vezes ar) flui ao redor do material vegetal

trazendo calor e removendo a umidade. Em relacdo a secagem natural, esse método conseguiu
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preservar o teor de compostos fendlicos e também da cafeina, se apresentando como um
método eficiente para a conservacdo de metabdlitos e suas, respectivas, propriedades
farmacoldgicas.

A secagem por micro-ondas também foi avaliada e a analise quimica das amostras
secas mostrou que todos os metabolitos foram preservados e, dentre todos os métodos
trabalhados, este apresentou o melhor equilibrio no teor dos compostos bioativos como
presente na Tabela 7. O método de secagem por micro-ondas é uma alternativa eficiente para
secar o tecido foliar de C. arabica, pois reduz o tempo de secagem para 90 segundos, além de
preservar o teor de mangiferina, um metabolito eficaz na inibigdo da enzima a-glicosidase
(BEZERRA et al., 2019).

Apesar do pequeno espaco para acondicionamento das folhas na Air Fryer, essa
secagem apresentou rendimentos semelhantes ao obtido por micro-ondas. Embora o teor de
acido clorogénico e cafeina tenham sido maiores, a mangiferina e rutina foram melhor
preservadas pela secagem em micro-ondas. Ainda sobre o acido clorogénico, seu teor foi
superior em comparacdo a qualquer outro método de secagem.

Dois pontos importantes foram observados quanto a secagem do material vegetal:
o efeito térmico e o tempo de secagem. A exposicdo a altas temperaturas parece ter efeito
positivo na preservacdo dos compostos bioativos, desde que ndo seja um Processo mMoroso,
pois quanto maior tempo de secagem, maior serd a degradacdo dos compostos fendlicos
presentes na amostra. As altas temperaturas das micro-ondas geram degradacdo da parede
celular da planta, causando a remoc¢do de agua e, por sua vez, a extracdo de compostos
intracelulares, como os polifendis (JIMENEZ-GARCIA et al., 2020). A atividade antioxidante
também ¢é elevada devido a maior preservacdo dos compostos fendlicos (SNOUSSI et al.,
2021). NGAMSUK, HUANG e HSU (2019) em seus estudos, verificaram que o teor dos
compostos bioativos e de fendlicos totais, bem como a atividade antioxidante, das folhas de C.
arabica, aumentaram, significativamente, quando a secagem ocorreu a 50 °C, em relacdo a
temperaturas menores. Além disso, foi evidente uma alta correlagdo entre o teor de fendlicos
totais e a atividade de eliminacdo de radicais DPPHe.

Os extratos aquosos, presentes nesta andlise, foram obtidos por meio da técnica de
micro-ondas e posteriormente analisados por CLAE. Os principais metabdlitos foram
identificados pelos tempos de retencdo e pela comparagédo dos espectros de DAD dos padrdes
auténticos puros. E importante destacar que métodos diferentes no preparo do extrato podem
influenciar na concentragdo de compostos fenolicos, visto que a solubilidade destas
substancias depende da polaridade dos solventes utilizados (SANTOS; GONCALVES, 2016).
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Plantas medicinais fazem parte do arsenal terapéutico familiar e seu uso seguro e
racional através de infusdo das folhas, por exemplo, pode ser muito Gtil na prevengdo e/ou
tratamento de muitas doencas. Contudo, a preservacdo dos principios ativos apds o preparo do

cha é de muita importancia para um tratamento eficaz.

5.4 Teor dos fendlicos totais e a capacidade antioxidante

5.4.1 Relacéo entre TFT e o radical DPPHe

A estimativa do TFT e a avaliacéo da atividade antioxidante dos extratos aquosos,
dos metabdlitos secundarios isolados e do controle positivo (BHT) a partir do método de
captura do radical DPPHe+ foram realizadas e relacionadas em busca uma possivel correlacdo
entre essas variaveis. Todos esses dados podem ser conferidos na Tabela 8.

Os extratos aquosos de C. arabica apresentaram forte atividade antioxidante com
valor de 1Cso igual a 32,28 + 0,09 png mL " (valor referente a média das 16 cultivares), cerca de
nove vezes menor em relacdo ao controle positivo (ICso = 289,17 + 0,03 ug mL1). O BHT foi
utilizado como controle positivo neste teste, pois esta substancia é comumente utilizada na
industria alimenticia como antioxidante sintético (MIRA-SANCHEZ; CASTILLO-
SANCHEZ; MORILLAS-RUIZ, 2020). A forte atividade antioxidante dos extratos pode ser
atribuida a presenca de fenolicos que ja sdo estabelecidos como potentes sequestrantes de
radicais livres por muitos estudos (MUFLIHAH; GOLLAVELLI; LING, 2021) e os extratos
aquosos das folhas de café apresentaram valores de TFT iguais a 608,70 + 0,02 mg EAG g},
uma quantidade muito expressiva quando comparados aos extratos de plantas medicinais do
Parque Estadual do Coc6 (MORAIS et al., 2021).

Apesar da determinacdo de TFT ser simples, reprodutivel e barata, uma das
limitacOes na interpretacdo dos resultados obtidos € o fato de ser um método pouco especifico
tanto para os fenois como para os antioxidantes em geral, uma vez que o numero de grupos
fenol e algumas substancias presentes na amostra, tais como aminas aromatica, metais, como
o cobre (1) ou ferro (1), elevados niveis de agUcares, podem atuar como interferentes, que por
sua vez, podem reduzir o reagente Folin-Ciocalteau resultando num falso aumento do
contetdo fenolico (XIAOWEI et al., 2021). Contudo é aceitvel para tirar as primeiras

informac0des gerais acerca da atividade antioxidante das amostras em estudo.



Tabela 8 - Valores de TFT e ICso para 0 ensaio de DPPH« dos extratos aquosos de C. arabica,

metabolitos secundarios isolados e controle positivo.

Amostras ICs0 (DPPH, png mLY)  TFT (mg EAG g)

Acaia Cerrado MG 1474 32,91 £ 0,09 471,70 £0,01
Araponga MG1 20,95+ 0,08 812,11 + 0,02
Catigua MG1 27,67 £0,08 640,00 + 0,01
MGS Amestista 24,12 £ 0,09 767,10 £ 0,01
MGS Aranas 25,51 +£ 0,08 754,60 + 0,01
MGS Catigué 3 28,49 + 0,09 646,30 + 0,01
MGS Paraiso 2 25,48 £ 0,08 755,80 + 0,02
MGS Travessia 24,89 £ 0,07 767,10 £ 0,03
Oeiras MG 6851 39,29 £ 0,09 455,00 + 0,02
Paraiso MG H 419-1 28,99 £ 0,10 543,80 £ 0,02
Pau Brasil H-518 25,56 + 0,10 718,80 £ 0,01
Pau Brasil MG1 68,50 + 0,10 241,70 £ 0,01
Rubi MG 1192 44,73+ 0,10 417,90 + 0,02
Sacramento MG1 17,79 £ 0,08 816,70 + 0,03
Sarchimor MG 8840 29,18 £ 0,09 539,20 + 0,03
Topéazio MG 1190 52,39 £ 0,10 391,30 +0,01
Média das 16 cultivares 32,28 £ 0,09 608,70 £ 0,02

Mangiferina 27,62 +0,02 -

Rutina 40,12 £ 0,02 -

Acido clorogénico 50,56 + 0,11 -

Cafeina NS -

BHT (controle) 289,17 + 0,03 -

NS = ndo significativo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A capacidade de sequestro do radical livre DPPHe+ dos compostos fendlicos pode
ser atribuida a sua estrutura, particularmente do nimero e da posi¢do dos grupos hidroxila e
da natureza das substituicdes nos anéis aromaticos.

Na Figura 11, que representa a correlacdo entre o inverso da capacidade
antioxidante (ICso ) e o TFT, podemos observar uma 6tima correlagio (R? = 0,8807) entre
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concentracdo de polifendis e a atividade antioxidante, sugerindo que 88,07 % dessa atividade
é devido a contribuicdo dos compostos fendlicos, principalmente a mangiferina. Essa
substancia apresenta forte capacidade antioxidante, impedindo a producdo de radicais livres
devido a sua capacidade quelante de ferro. Estudos anteriores, mostraram que a administracdo
oral de mangiferina (40 mg kg?) diariamente em ratos diabéticos, durante um més, reduziu,
significativamente, as taxas de agUcar no sangue e 0s niveis elevados de insulina no plasma,
além de aumentar enzimas antioxidantes como superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase nos figados de ratos diabéticos em comparacdo com ratos controle (IMRAN et al.,
2017). A mangiferina apresentou a melhor atividade antioxidante (ICso = 27,62 + 0,02 pg mL~
1y contribuindo, expressivamente, com os extratos de café na captura do radical DPPHs.

Figura 11 — Correlages dos valores de ICso ! e TFT dos extratos de C. arabica.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Também é notoria a contribuicio da rutina (ICso = 40,12 + 0,02 ug mL™) e do
acido clorogénico (ICso = 50,56 * 0,11 ug mL™1). Varios mecanismos ja foram estudados para
justificar a atividade antioxidante da rutina, em modelos in vitro e in vivo, como por exemplo
a sua estrutura quimica capaz de eliminar diretamente as ERO, o0 aumento da expressao de
inimeras enzimas antioxidantes e a capacidade de inibir a xantina oxidase, uma enzima que
esta envolvida na geracao de espécies reativas de oxigénio (ENOGIERU et al., 2018). Quanto
ao &cido clorogénico sua atividade antioxidante ¢ atribuida a doac&o de atomos de hidrogénio

pelos para reduzir os radicais livres e inibir as reacdes de oxidacdo. Apos essa doagdo, 0s
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acidos clorogénicos sdo oxidados aos respectivos radicais fenoxila que séo rapidamente
estabilizados por ressonancia (FARHOOD et al., 2019). E quanto a cafeina, essa substancia
ndo apresentou capacidade de eliminacdo de radicais livres de forma significativa. Estudos
anteriores, mostraram que qualquer dosagem de cafeina ndo teve efeitos antioxidantes
positivos ou negativos, in vivo, nos niveis de enzimas oxidativas (DEMIR et al., 2016). XU et
al. (2020) em suas analises in vitro, também verificou que a cafeina ndo reduziu os niveis de
radicais livres corroborando com os resultados encontrados neste estudo.

Os compostos fendlicos sdo agentes potenciais para a prevencdo de doencas
cronicas ndo transmissiveis, como obesidade e diabetes. Considerando os estudos in vitro e in
vivo, 0s mecanismos envolvidos na perda de peso nos quais os polifendis podem desempenhar
um papel sdo: ativa¢do de processos de B-oxidacdo; inducdo de saciedade; estimulacdo do
gasto energético; inibicdo da diferenciacdo de adipocitos; promocdo da apoptose dos
adipdcitos, aumento da lipélise; e melhora do distarbio do metabolismo lipidico. No entanto,
a dosagem ideal de polifendis capaz de maximizar os beneficios a salde sem levantar
problemas de toxicidade ainda precisa ser elucidada (BOCCELLINO; D'ANGELO, 2020).

5.4.2 Capacidade de captura de EROS

Os extratos, aquosos e metanolicos, das folhas de café foram capazes de desativar
as espécies reativas de oxigénio conforme pode ser observado Tabela 9. O acido p-cumarico

foi utilizado como controle positivo nessas analises.

Tabela 9 — Capacidade de captura de ERO dos extratos de C. arabica e controle positivo.

1Cso
ROOQO-
Amostras Oz H202 HOC¢t
(umol ET mg™?)

(mgmL™) (mgmL™) (mgmL™)
Extratos aquosos 24,90 £ 1,32 0,18 £0,12 0,29+2,90 5008 + 2,98
Extratos metanolicos 44,99 £1,94 0,27 £0,75 0,44+£4,66 3036 £ 1,20
acido p-cumarico 42,68 +5,79 0,21 +0,04 3,94+4,98 4595+ 4,30

ET: equivalentes de trolox. Resultados, em triplicatas, expressos como média + desvio padrdo. ANOVA one-way
seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
Elaborado pelo autor.
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Os extratos aquosos de folhas de café foram mais eficazes na eliminagdo do
radical superoxido e do acido hipocloroso em relacdo aos extratos metandlicos e ao controle
positivo justificado pelos menores valores de ICso presentes a Tabela 9. A eficacia das folhas
café pode ser confirmada pela comparacédo do estudo realizado por SOARES et al. (2019). Em
seus trabalhos, foi investigada a atividade antioxidante de frutas brasileiras ndo convencionais
e os resultados de ICso, dos seus ensaios, variaram de 68,33 a 1447,94 ug mL* para a captura
de Oz* e 4,41 a 41,11 pg mL para o sequestro do HOCK.

Ambos extratos de café, (ICso = 0,18 + 0,12 e 0,27 + 0,75 mg mL™?), foram
eficazes na captura do peroxido de hidrogénio, muito semelhante ao controle positivo (0,21 +
0,04 mg mL™?). Os dados obtidos para dos extratos de C. arabica sd0 comparaveis com 0s
resultados para extratos de limdo (0,14 mg mL™) e agai (0,26 mg mL?) segundo os estudos
de VISSOTTO et al. (2013). Além disso, a atividade de eliminacdo do radical ROO-
demonstrada pelos extratos metandlicos de folhas de café (3036 umol TE g!) foram mais
eficazes que o &cido p-cumarico (4595 pumol TE g ) e o resultado dos extratos aquosos (5008
umol TE g ) foi comparavel ao do acido ascorbico (5400 umol TE g2) segundo o ensaio de
MASSARIOLI et al. (2022).

O radical superéxido é produzido na membrana interna da mitocondria
participando do mecanismo que reduz o oxigénio a &gua, além disso pode existir como
hidroperoxila, capaz de penetrar as membranas biol6gicas. E considerado um radical
primario, pois é capaz de produzir ERO de forma direta, através da interacdo com outras
moléculas ou de forma indireta, por meio de enzimas ou reacfes catalisadas por enzimas
(IFEANY, 2018). O anion superoxido pode ser convertido em outras espécies reativas, como
radical hidroxila (OH¢) e anions hidroxila (OH") por meio da reacdo de Haber-Weiss (NEHA
etal., 2019).

O perdxido de hidrogénio é considerado uma espécie reativa de oxigénio devido a
sua capacidade de reagir com biomoléculas e através de reacBes enzimaticas, é capaz de
atravessar facilmente a membrana nuclear, devido sua alta solubilidade em solugdes aquosas,
e induzir danos no DNA (IFEANY1, 2018). Além disso o H.O, também inativar algumas
enzimas, oxidar moléculas como piruvato e o-cetoglutarato, degradar proteinas como
mioglobina, hemoglobina e oxidar o DNA, nuclear e mitocondrial, e lipideos (ARANDA-
RIVERA et al., 2022). Embora o perdxido de hidrogénio apresente baixa reatividade, ele pode
ser convertido a radicais altamente reativos, como OHe e ao 4cido hipocloroso (ANDRES et
al., 2022).



87

O acido hipocloroso, € considerado um forte potente agente oxidante para
diferentes biomoléculas, sendo capaz de atravessar membranas e causar danos a proteinas e
lipidios de membrana ou de moléculas intracelulares. No meio extracelular, essa espécie
reativa é capaz de inibir enzimas proteoliticas, além de reagir com outros compostos, como
tiois e ascorbato, e causar fragmentacdo de proteinas por uma variedade de mecanismos. Além
disso, também, é capaz de reagir com o peroxido de hidrogénio para formar o oxigénio
singlete (*0,) (TVRDA; BENKO, 2020).

Os radicais peroxila sdo capazes de reagir entre si atacando as proteinas da
membrana ou quebrando os &tomos de hidrogénio das cadeias de acidos graxos vizinhas,
levando a progressdo da reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica. Na Ultima etapa da
peroxidacdo lipidica, esses radicais se autodestroem, passando a formar produtos néo
radicalares, como o malondialdeido, que podem causar danos a biomoléculas, reagindo com
proteinas de membrana vizinhas ou se difundindo com moléculas distantes, como o DNA
(YAMAN; AYHANCI, 2021).

Antioxidantes de fontes naturais apresentam compostos bioativos valiosos com
potencial farmacoldgico. Seu uso como fonte alternativa em relacdo aos seus homdélogos
sintéticos, proporcionam beneficios & saude combatendo os danos celulares causados pelos
radicais livres no organismo (XU et al., 2017; LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES,
2019). Essas atividades bioldgicas estdo associadas a presenca dos compostos bioativos, que
promovem respostas fisioldgicas capazes de modular o processo metabolico de inflamacao,
estresse oxidativo, atividades anti-hipertensiva, antimicrobiana e antimutagénica, e,
consequentemente, reduzir o risco de doengas cronicas (ABREU; ROLIM; ALMEIDA, 2021).

O EO é um dos fatores que pode levar ao diabetes, portanto a busca por
compostos com propriedades antidiabéticas deve também incluir a analise da captura de
espécies reativas (AHANGARPOUR; SAYAHI; SAYAHI, 2019). A atividade antioxidante
dos polifendis se deve principalmente as suas propriedades redox, que lhes permitem atuar
como agentes redutores, doadores de hidrogénio e inibidores de oxigénio singleto
(DUMANOVIC et al., 2021). Em geral, os consumidores preferem antioxidantes naturais por
serem considerados seguros e ecologicamente corretos (PATAY et al., 2016).

Portanto, os resultados apresentados neste estudo indicam que os extratos de C.
arabica confirmam o potencial das como um ingrediente funcional com beneficios a saude em

relacdo a sua atividade antioxidante, independentemente da cultivar trabalhada.
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5.5 Andlise da atividade enziméatica

A capacidade de inibicdo, em porcentagem, das enzimas a-glicosidase e lipase
pancreatica dos extratos aquosos, dos compostos bioativos isolados e dos controles positivos,
acarbose e orlistat, foram avaliadas. Além disso, para as amostras que apresentaram

percentuais de inibi¢do superior a 50 % foi determinado o valor de ICsp.

5.5.1 Ensaio de inibi¢io da enzima a-glicosidase

A capacidade de inibir a enzima a-glicosidase foi realizada com o intuito de
avaliar o potencial dos extratos aquosos, bem como dos principais compostos bioativos como
possiveis agentes antidiabéticos utilizando a acarbose como controle positivo. O ensaio
colorimétrico é utilizado como estratégia classica e é amplamente utilizado para deteccéo
tanto da atividade da a-glicosidase, quanto na triagem de inibidores desta enzima devido a sua
praticidade e simplicidade. Neste método, o substrato p-NPG ¢ hidrolisado na presenca da a-
glicosidase, formando D-glicose e p-NP (QURRAT-UL-AIN et al., 2017) como mostra a
reacdo na Figura 12.

Figura 12 — Reagdo genérica de hidrdlise do p-NPG pela a-glicosidase.
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Fonte: Adaptado de QURRAT-UL-AIN (2017).

Os resultados, presentes na Tabela 10 e Figura 13, mostraram que 0s extratos
aquosos, preparados em diferentes concentragdes, apresentaram forte inibicdo (85,92 +
0,06 %; ICso = 40,30 pg mL™?) da enzima o-glicosidase. Independente da cultivar trabalhada,
todas apresentaram um perfil de inibicdo semelhante. O fato da cultivar ser resistente ou nao a
H. vastatrix, ndo influenciou neste ensaio devido ao perfil fitoquimico ser praticamente o

mesmo. Anteriormente, foi citado que o aumento no teor dos metabdlitos secundarios s
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ocorre mediante a condicdes de estresse da planta devido ao mecanismo de defesa e nenhuma
das amostras estava sob tal condicéo.

Tabela 10 — Percentual de inibicdo e valores de I1Cso referentes a inibi¢do da a-glicosidase dos
compostos bioativos isolados, dos extratos aquosos de C. arabica e acarbose.

Amostras* % de inibicdo  1Cso (ug mL™)

Extratos aquosos 85,92 + 0,06 40,30
Mangiferina 90,39 £ 0,04 247,90
Rutina 85,71 +£0,03 193,20
Acido clorogénico 15,48 + 0,09 -
Cafeina 12,96 + 0,06 -
Acarbose 90,38 £ 0,25 224,80

* Todas as amostras foram analisadas na mesma concentragao de 1000 pg mL2.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Em estudos anteriores, foi demonstrado que o tratamento de ratos (Rattus
norvegicus) com diabetes tipo 2 induzida com extratos etandlicos das folhas de C. arabica
(150 mg/kg/dia por animal, durante 13 dias) apresentaram diminui¢do nos niveis de glicose
sanguinea ao final da administracdo e a conclusdo deste estudo sugeriu que este efeito foi
devido ao teor de polifenol, principalmente de mangiferina, presente nas amostras
(MARTINA et al., 2021). Estes achados estdo de acordo com os resultados presentes na
Tabela 10.

Quanto aos principais compostos bioativos, pode-se destacar a mangiferina que
apresentou o melhor resultado de inibicdo da a-glicosidase (90,39 £ 0,04 %; ICso = 247,90 ug
mL™1) dentre todos os compostos analisados sendo semelhante a inibigdo do controle positivo,
acarbose (90,38 + 0,25 %; 1Cso = 224,80 ug mL). Do ponto de vista pratico, moléculas
derivadas de xantona atuam como inibidoras desta enzima e podem servir como uma
estratégia promissora como agentes antidiabéticos (SANTOS; FREITAS; FERNANDES,
2018).

Anteriormente, demonstraram que a mangiferina apresentou efeito na reducdo da
glicemia pos-prandial em modelos de camundongos hiperglicémicos (SHI et al., 2017,
SEKAR et al., 2018; CHEWCHINDA et al., 2020). Esses dados apontam que a mangiferina
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pode retardar a absorcdo de glicose sanguinea, reduzindo significativamente o nivel de

hiperglicemia pos prandial podendo atuar como adjuvante no controle do DM2.

Figura 13 — Atividade inibitéria da enzima a-glicosidase dos compostos bioativos isolados,
dos extratos aquosos de C. arabica e acarbose.
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* Denota que a inibicao da a-glicosidase foi, significativamente, efetiva com mangiferina, rutina e extrato
aquoso versus acarbose entre as concentragfes avaliadas (P < 0,05). Os dados representam a média + desvio
padrdo de dados triplicados.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A rutina também demonstrou excelente atividade de inibi¢do (85,71 £+ 0,03 %;
ICso = 193,20 pg mL 1) semelhante ao extrato aquoso. Os flavonoides da dieta desempenham
um papel importante na prevencdo de doencas degenerativas e estd associado a menor
incidéncia de DM2 (XU et al., 2018; TEOH; DAS, 2018). De acordo com SOHRETOGLU e
SARI (2020) em sua revisdo de flavonoides como potenciais inibidores de a-glicosidase,
mostrou que uma dupla ligacdo entre C-2 e C-3 e um grupo hidroxila livre em C-4

caracteristicos da rutina, séo cruciais para a inibigdo dessa enzima (Figura 14).
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Figura 14 — Estrutura quimica do flavonol (2-fenil-benzo-alfa-pirona)
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Fonte: Adaptado de SOHRETOGLU e SARI (2020).
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Em estudos in vivo, a rutina também apresentou atividade antidiabética reduzindo
a absorgéo de glicose do intestino delgado pela inibi¢ao de a-glicosidase (CALZADA et al.,
2017) além de melhorar significativamente o atraso na cicatrizacdo de feridas em ratos
hiperglicémicos devido as suas excelentes propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
(CHEN et al., 2020).

Estudos anteriores demonstraram, tanto em modelo humano (SARRIA et al.,
2018), quanto em modelo de rato (BUDRYN et al., 2017), que o consumo de café levou a
reducdo de glicose no sangue. Dessa forma, ha evidéncias significativas de que os compostos
polifendlicos presentes no café estdo associados a propriedades antidiabéticas via modulacdo
do metabolismo da glicose e por outros mecanismos, incluindo a inibicdo do transporte
intestinal de glicose.

No que se refere ao &cido clorogénico e a cafeina, pode-se verificar pela Tabela 10
que a inibicdo da a-glicosidase foi muito baixa (15,48 + 0,09 e 12,96 = 0,06 %,
respectivamente), na concentracdo de estudo, sendo inferior a 50 %. Por esse motivo, o valor
de I1Cso, para essas duas substancias, nao foi calculado.

Nos estudos de NYAMBE-SILAVWE e WILLIAMSON (2018) quanto a inibicéo
das atividades de sacarase e maltase humana e de rato foi observado que o &cido clorogénico
se demonstrou como um inibidor muito fraco para 0 modelo com ratos e ainda menor em
modelo humano, concluindo, portanto, que os efeitos antidiabéticos do consumo de café nédo
se devem a acdo do &cido clorogénico. ALONGI e ANESE (2018) verificaram em seus
estudos, que a cafeina afeta negativamente a atividade de inibicdo da a-glicosidase, in vitro,
corroborando com os resultados presentes neste estudo.

Os compostos polifendlicos desempenham um papel muito importante na sadde

humana e isso se deve as suas propriedades antioxidantes (HU et al., 2022), capacidade de
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inibir enzimas digestivas (GONCALVES et al, 2017) e atividade antiglicante
(ASGHARPOUR-DIL; RANJKESH; GOODARZI, 2019). As anélises realizadas por CLAE-
DAD deste trabalho demonstraram que os extratos de folhas de café contém quantidades
significativas de mangiferina e rutina (Tabela 5 e Apéndice B) o que justifica a forte inibigédo
da enzima a-glicosidase (Figura 13).

A mangiferina € um potente agente antidiabético porque possui alta atividade
inibitéria da a-glicosidase, caracteristico das xantonas (SEKAR et al., 2018), e é capaz de
melhorar a tolerancia oral a glicose em ratos saudaveis carregados de glicose sem induzir um
estado hipoglicémico (MURUGANANDAN et al., 2005). A rutina também se apresenta como
um bom inibidor da atividade da a-glicosidase, podendo sendo eficaz na reducdo da
hiperglicemia pds-prandial (LIMANTO et al., 2019).

A oa-glicosidase ¢ uma enzima chave que catalisa a clivagem hidrolitica de
dissacarideos em monossacarideos e, portanto, a inibicdo da atividade da a-glicosidase pode
reduzir a elevacao do aglcar no sangue e suprimir a hiperglicemia pds-prandial (PAPOUTSIS
et al., 2021). Os mecanismos classicos de hidrolise da ligacdo glicosidica promovido por esta
enzima ocorre através da inversdo ou retencdo da configuracdo do carbono anomérico (Figura
15).

Figura 15 - Mecanismos de hidrdélise da ligagdo glicosidica.
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(A) Mecanismo por inversdo da configuracdo e (B) Mecanismo por retencéo da configuracao.
Fonte: Adaptado de Gloster e Davies (2010).

No primeiro caso, 0 substrato e uma molécula de agua sdo ligados
simultaneamente em uma Unica etapa da reagdo. Um dos residuos cataliticos atua como acido
e outro como base, a protonacdo do oxigénio glicosidico ativa a clivagem da ligacédo
glicosidica que é acompanhada pelo ataque do nucledfilo HO™ obtido através da
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desprotonacdo da molécula de &gua pela base residual (Figura 15A). J& no segundo, ocorre
um mecanismo de duplo deslocamento em que um dos residuos cataliticos atua como
nucleofilo e outro como &cido/base. No primeiro passo o residuo &acido/base protona o
oxigénio glicosidico e concomitantemente ocorre o ataque nucleofilico no carbono anomeérico.
No segundo passo, o residuo acido/base desprotona uma molécula de &gua e o nucle6filo HO™
ataca o carbono anomérico, eliminando o grupo residual e retendo a configuracéo inicial
(Figura 15B) (GLOSTER; DAVIES, 2010).

Muitos estudos abordam ensaios clinicos de curto prazo a relagdo entre o consumo
de café e 0 DM2, porém a maioria € muito abrangente no que se diz respeito a sensibilidade a
insulina e a tolerancia a glicose (ALSHAWI, 2020). Cada xicara adicional de café tradicional
(174,4 mg de acido clorogénico e 175,2 mg de cafeina) ou descafeinado consumida por dia
estd associada a uma reducdo de 9 e 6 %, respectivamente, o risco de DM2. Porém, a
expressdo uma “xicara de café¢” pode diferir de muitas maneiras a depender do preparo.
Ensaios clinicos de ingestdo de café e inicio de DM2 sdo impraticaveis e, embora tenham sido
realizados varios ensaios de ingestdo de café sobre alteracdes nos biomarcadores da doenca,
poucos foram ensaios clinicos randomizados e com duracGes maiores que guatro semanas
(CORNELIS, 2020). O cha das folhas de café, apresentam alta concentracdo de &cido
clorogénico e cafeina (17,99 + 0,43 e 22,43 + 0,40 g kg™ de folhas secas, respectivamente) se
tornando uma alternativa promissora na prevencdo da DM2, pois além destes metabdlitos
citados, as amostras foliares de café contam com a presenca, significativa, de mangiferina e
rutina (10,88 + 0,28 e 11,73 + 0,42 g kg* de folhas secas, respectivamente).

E notorio que a mangiferina e a rutina, apresentam propriedades antidiabéticas e a
combinacdo dessas duas substancias presentes nas folhas de C. arabica contribuem,
significativamente, na inibicdo da enzima a-glicosidase e, consequentemente, na ameaga de
desenvolver DM2. O uso de bebidas a partir das folhas de café pode ser um método prético,
eficaz e ecologicamente amigavel para aumentar a sensibilidade a insulina e reduzir a

hiperglicemia pos-prandial.

5.5.2 Ensaio de inibicdo da enzima lipase pancreatica

A enzima lipase pancreatica desempenha um importante papel na digestdo e
metabolismo dos lipidios provenientes da dieta, pois neste processo o0s triglicerideos
(presentes em 90-95 % das gorduras alimentares) sdo convertidos em monoglicerideos e

acidos graxos livres. O excesso de &cidos graxos livres devido a uma ma alimentacao
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associado ao sedentarismo sdo fatores que contribuem para o desenvolvimento da obesidade,
sendo também responsavel pela resisténcia a insulina, que consequentemente, contribuira para
0 desenvolvimento da DM2 (SOBCZAK; BLINDAUER; STEWART, 2019).

Ainibicdo desta enzima pode ser considerada como uma forma de evitar ou tratar
a obesidade e suas complicacdes. Essa andlise é feita por um procedimento conhecido que
utiliza ésteres de p-nitrofenil, como por exemplo o p-NPB, sendo hidrolisado pela lipase
pancreatica liberando o substrato p-NP, de coloracdo amarela, além de acido butanoico (ou

butirico) (ZAID et al., 2017), conforme pode ser observado na Figura 16.

Figura 16 — Reacdo genérica do p-NPB catalisado pela lipase pancreética.
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Fonte: Adaptado de ZAID et al. (2017).

Os extratos aquosos das folhas de C. arabica e os metabdlitos isolados foram
avaliados em relagdo a capacidade de inibicdo da lipase pancreética utilizando o orlistat como
controle positivo. A porcentagem de inibicdo das enzimas foi determinada juntamente com 0s
valores de 1Cso. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 11 e também na Figura 17.

Em relacdo aos extratos aquosos, ndo foram observadas diferencas significativas
entre as cultivares analisadas do mesmo modo como ocorreu na inibi¢cdo da a-glicosidase. A
inibicdo da lipase pancreatica das amostras de café (96,07 + 1,90 %; ICso = 56,43 ug mL™)
foi maior do que o observado no controle positivo (80,09 + 0,34 %; ICso = 514,20 pg mL %) e
pelos valores de ICso, pode-se observar que os extratos aquosos demonstraram ser muito
eficazes, pois com uma concentracdo nove vezes menor que o orlistat os extratos
apresentaram maior inibicdo (Tabela 11). Os principais responsaveis pela forte inibicdo da
lipase pancreatica é o &cido clorogénico juntamente com a cafeina e essa afirmacéao é baseada
na alta inibicdo de ambas substancias (Figura 17). Estudos anteriores, ja comprovaram a
eficacia destas duas substancias quanto as propriedades antidiabética e antiobesidade (KONG
etal., 2021).
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Tabela 11 — Percentual de inibicdo e valores de ICso referentes a inibi¢éo da lipase pancreatica

dos compostos bioativos isolados, dos extratos aquosos de C. arabica e orlistat.

Amostras* % de inibigdo  1Cso (ng mL™)

Extratos aquosos 96,07 + 1,90 56,43
Mangiferina 47,67 + 2,29 -
Rutina 34,75+ 0,44 -
Acido clorogénico 94,49 + 0,33 97,69
Cafeina 95,27 £ 0,23 62,38
Orlistat 80,09 £ 0,34 514,20

* Todas as amostras foram analisadas na mesma concentragdo de 1000 ug mL™,

Fonte: Elaborado pelo autor.

O acido clorogénico é conhecido por seus efeitos benéficos para a salde e sdo
muito eficazes na prevencdo de sindromes metabdlicas e seu mecanismo de acdo tem sido
associados as suas caracteristicas anti-inflamatorias e antioxidantes (NAVEED et al., 2018).
Além disso, o consumo diario de café soltvel enriquecido com acido clorogénico diminuiu,
significativamente, a area de gordura visceral, area de gordura abdominal total, indice de
massa corporal, peso corporal e circunferéncia da cintura apos oito meses de observacdo
(WATANABE et al.,, 2019). Esses resultados estdo associados as caracteristicas dos
compostos polifenolicos eficazes na inibicdo da lipase pancreéatica e, também, por reduzir os
niveis de glicose no sangue pos-prandial através da inibi¢do da enzima a-glicosidase (ZHENG
etal., 2019; NEMZER; KALITA; ABSHIRU, 2021).

A cafeina, presente em nossa dieta, pode impedir, significativamente, a hidrolise
lipidica catalisada pela lipase pancreatica mesmo em baixas dosagens. E também capaz de
inibir a lipdlise de triacilglicerideos de cadeia curta de forma mais eficiente do que substratos
de cadeia longa e 0 mecanismo de sua acdo depende da interacdo com a proteina, mas nao da
emulsificagdo do substrato (TAM et al., 2019; KUMAR; CHAUHAN, 2021). Um recente
estudo investigou o efeito da suplementacédo de cafeina no perfil lipidico e pressao arterial em
homens com sobrepeso e obesidade durante oito semanas de treinamento aerdbico. De acordo
com achados, a cafeina melhorou o perfil lipidico e diminuiu a presséo arterial media dos
individuos envolvidos (AGHAJARI; KHAJEHLANDI; MOHAMMADI, 2020).
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Figura 17 — Atividade inibitéria da enzima lipase pancreatica dos compostos bioativos
isolados, dos extratos aquosos de C. arabica e orlistat.
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* Indica que a inibi¢do da lipase pancredtica foi, significativamente, maior com &cido clorogénico, cafeina e
extrato aquoso vs. orlistat entre as concentragdes avaliadas (P < 0,05). Os dados séo apresentados como média +
desvio padrdo de determinacdes em triplicata.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Estudos anteriores, mostraram que extratos da pele de prata do café (silverskin,
um subproduto da industria alimentar assim como as folhas), ricos em &cido clorogénico e
rutina (IRIONDO-DEHOND et al.,, 2017), estdo associados a efeitos antidiabético e
antiobesidade, apresentando um grande potencial para o tratamento de ambas enfermidades,
bem como suas complicacdes. Esses efeitos podem ser parcialmente atribuidos a inibicdo das
enzimas a-glicosidase e lipase pancreatica. Mais estudos estdo sendo realizados para obter
conhecimento sobre o mecanismo de acdo desses extratos na patogénese dessas doencas
crénicas e determinar a contribuicdo de seus componentes bioativos para efeitos promotores
da salde (DEL CASTILLO etal., 2019; KLINGEL et al., 2020).

Por fim, os resultados destes ensaios sugerem que as folhas de café sdo potenciais
agentes ativos naturais nas complicacfes ocasionadas pela obesidade, principalmente pela
acao do acido clorogénico e cafeina. A mangiferina e rutina ndo apresentaram inibicdo t&o
expressiva e por esse motivo os valores de 1Cso ndo foram determinados. Os efeitos inibitorios

da lipase estdo mais associados a cafeina (95,27 + 0,23 %; ICso = 62,38 ng mL ™) do que ao
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acido clorogénico (94,49 + 0,33 %; ICso = 97,69 pg mL1). Muitas questdes sobre os
mecanismos no metabolismo lipidico ainda precisam ser respondidas e, talvez, com o uso de
tecnologias dmicas, possamos entender e validar os efeitos do café na saude humana no

futuro.

5.6 Atividade antiglicante

A producgdo dos AGEs € obtida através da reagdo entre proteinas (ou aminoacidos)
com acucares ou compostos dicarbonilicos e sua formacdo pode ser demonstrada pelo
aumento da intensidade de fluorescéncia, enquanto a capacidade antiglicante de um inibidor
(extratos ou compostos puros) pode ser avaliada pela reducdo desta intensidade. Em outras
palavras, quanto maior for a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia provocada pela acéo
da amostra testada, em relacdo ao controle, maior sera a sua capacidade em combater a
formacdo de AGEs fluorescentes (MUIR et al., 2021).

A capacidade antiglicante dos extratos metanolicos de C. arabica, em diferentes
concentragcOes, foi investigada devido suas propriedades antidiabéticas e antiobesidade
anteriormente encontradas. Os resultados das intensidades de fluorescéncia obtidas nesta
analise tanto dos extratos metandlicos de folhas de café, quanto da solugdo controle, em meio
contendo glicose e metilglioxal, estdo ilustrados na Figura 18.

Na Figura 18A, apresenta-se os resultados da agédo antiglicante dos extratos da
cultivar Caturra Vermelho de S&o Paulo (SP) e Minas Gerais (MG) em duas concentracdes
distintas, sendo a primeira a 2,5 mg mL! referente aos extratos SP1 e MG1 e a segunda a 5,0
mg mL™ referente aos extratos SP2 e MG2 num meio reacional contendo glicose. Pode-se
observar que houve a reducdo da fluorescéncia, em ambos extratos, na concentracdo de 2,5
mg mL%, em relagdo ao controle. Ao dobrar a concentragéo, a intensidade da fluorescéncia
diminuiu ainda mais e nota-se que o extrato das folhas obtido em S&o Paulo apresentou
melhor atividade antiglicante do que o extrato obtido em Minas Gerais, apesar de serem a

mesma cultivar.
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Figura 18 — Atividade antiglicante dos extratos metandlicos das folhas de C arabica.
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(A) Intensidade da fluorescéncia, em meio contendo glicose, dos extratos metandlicos de folhas de café nas
concentracdes de 2,5 mg mL*(SP1 e MG1) e 5,0 mg mL™* (SP2 e MG2). (B) Intensidade da fluorescéncia, em
meio contendo metilglioxal, dos extratos metandlicos de folhas de café nas concentragdes de 2,5 mg mL™ (SP1)
e 5,0 mg mL (SP2). * Desvio padréo relativo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Isso se deve porque as folhas foram obtidas regides distintas e, consequentemente,
o teor fitoquimico é diferente. Por exemplo, a temperatura governa os processos fisicos e
quimicos que, por sua vez, controlam os processos bioldgicos. Quanto maior a temperatura,
maior ¢ o metabolismo microbiano e isso esta associado a isso uma mineralizacdo menos
eficaz e, consequentemente, maior competicao por nutrientes (HEINZE et al., 2017). O uso de
fertilizantes e outras praticas agricolas interferem diretamente na producdo de compostos
bioativos (SABRI et al., 2018). Alguns estudos demostraram a relacdo entre a captura de
espécies dicarbonilicas e o conteddo de compostos fendlicos, como os acidos fendlicos e
flavonoides, presentes nos extratos de plantas (LEAL et al., 2019), entdo uma diferenca na
capacidade antiglicante nas amostras analisadas ja era esperada.

O segundo ensaio, utilizando metilglioxal no meio reacional ao invés de glicose,
realizado foi feito apenas com a cultivar SP por ter apresentado melhor desempenho na
primeira analise. A utilizagdo do metilglioxal, composto dicarbonilico extremamente reativo, é
devido a sua caracteristica na formacao de AGEs e, também, por envolvido na patogénese de
diversas doencas, como por exemplo DM2 (GROENER et al., 2019). Estudos anteriores
demonstraram o aumento dos niveis dessa espécie dicarbonilica, pds-prandial, em plasma de
pacientes diabeticos (ALOUFFI; KHAN, 2020; MAASEN et al., 2022). O metilglioxal,
especialmente quando em niveis elevados, pode formar AGEs. Neste contexto, foi relatado
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que os AGEs derivados do metilglioxal encontram-se elevados na DM2. Na Figura 18B,
podemos observar que o valor de intensidade da fluorescéncia, da solugéo controle, foi maior
do que no ensaio anterior, contendo glicose, mostrando entéo a capacidade do metilglioxal na
maior formacdo de AGEs. Essa reatividade mais intensa do metilglioxal é devido ao maior
namero de carbonilas, em relacdo a glicose, e seu menor impedimento espacial ao ataque
nuclefilico do &tomo de nitrogénio oriundo da proteina (MARQUES et al., 2018).

Os extratos metanolicos SP1 e SP2 apresentaram uma reducdo significativa na
fluorescéncia em comparacdo com o controle, frente ao metilglioxal, conforme mostrado na
Figura 18B. Na concentragdo mais elevada (5,0 mg mL™), o extrato promoveu uma redugdo
na intensidade de fluorescéncia muito significativa, acima de 60 %, quando comparado a
solucdo controle.

Essas reducdes da fluorescéncia, observadas em ambos os sistemas estudados,
podem ser explicadas devido a reagdo dos compostos carbonilicos reativos (glicose e
metilglioxal) presentes no meio reacional, com as especies polifendlicas presentes na mistura
dos extratos SP e MG, principalmente pela presenca de rutina dando origem a diferentes
espécies quimicas na forma de adutos, mono e dissubstituidos, que minimizam a glicacdo em
BSA (MARQUES et al., 2018).

A rutina é capaz de inibir a formacdo de AGEs usando um modelo experimental,
in vitro, e formacdo de adutos fluorescentes ligados ao colageno induzida por hiperglicemia,
além de retardar o aparecimento de complicacdes diabéticas em modelos de ratos (AMJADI
et al., 2021; TUNG et al., 2021). Os mecanismos propostos para esse efeito incluem inibicédo
da absorcdo intestinal de carboidratos, diminuicdo da gliconeogénese, aumento da captagéo
tecidual de glicose, estimulacdo da secrecdo pancredtica de insulina e protecdo da ilhota de
Langerhans contra a degeneracdo. Considerando a relagdo negativa entre risco de
complicacdes diabéticas e controle de glicemia e lipidios, a rutina pode ser recomendada
como suplemento alimentar para prevengdo de complicacdes do diabetes (GHORBANI, 2017;
RAGHEB et al., 2020; CHEN et al., 2021; SIVAKUMAR et al., 2022).

Portanto, estes resultados confirmam a agéo antiglicante dos extratos analisados,
tanto em meio contendo glicose, quanto metilglioxal, promovendo a minimizagao da glicacéo

de proteinas.
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5.7 Bioacessibilidade dos extratos das folhas de C. arabica

As quantidades bioacessiveis dos principais compostos bioativos dos extratos de
C. arabica foram determinadas a partir da digestdo in vitro conforme descrito no tépico 4.11.
Em cada etapa da digestdo foi recolhida uma aliquota para a quantificacdo dos metabdlitos
majoritarios por analise em CLAE e os resultados, em valores absolutos em porcentagem,
estéo apresentados na Tabela 12.

Os valores apresentados na Tabela 12 correspondem aos teores, em porcentagem,
dos metabolitos quantificados ap6s a digestdo in vitro em relacdo aqueles ndo digeridos
(Apéndice B), ou seja, representa o quanto destas substancias restaram apos a digestdo oral,

gastrica e intestinal, isto é, quanto estdo bioacessiveis em cada etapa.

Tabela 12 - Teor percentual dos metabolitos majoritarios das folhas de café bioacessiveis

obtidas pelo método da digestdo in vitro.

. Extrato aquoso (%) Extrato metandlico (%)
Metabdlitos o ) o )
Oral Gaéstrica Intestinal Oral Gastrica Intestinal
Acido clorogénico 30 30 12 18 37 5
Cafeina 77 56 60 63 73 36
Mangiferina 41 41 18 35 65 5
Rutina 45 48 ND 42 73 ND

ND: ndo detectado.

Elaborado pelo autor.

Pode-se observar na Figura 19 que a bioacessibilidade de todos 0s compostos
bioativos presentes nos extratos aquosos foi maior em relacdo aos metabdlitos dos extratos
metanolicos tanto na digestdo oral, quanto na intestinal. Quanto a digestdo géastrica, o
conteddo de polifenois e cafeina dos extratos metandlicos atingiram um nivel maior
demonstrando maior estabilidade desse extrato em meio gastrico. Esses dados sugerem que 0s
extratos obtidos em micro-ondas tiveram um desempenho relativamente melhor na digestao
de polifendis e cafeina do que aqueles obtidos em soxhlet. E importante salientar que na
digestdo in vitro os extratos metandlicos foram secos e redissolvidos em etanol 70 % tintura

que podem ser utilizados para tratamento.
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Figura 19 - Teor dos metabolitos principais dos extratos (A) aquosos e (B) metandlicos de C.
arabica ap0s as trés etapas da digestdo in vitro.

A B
Rutina Rutina == Oral
Gastrica
Mangiferina Mangiferina m= Intestinal
Cafeina Cafeina
Acido clorogénico Acido clorogénico
° P »© & ® & ° P »© & ® &
Teor percentual Teor percentual

Os gréficos correspondem aos valores percentuais apds a conclusdo de cada etapa da digestéao in vitro.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Analisando a bioacessibilidade de cada composto bioativo, pode-se observar que
0 &cido clorogénico foi bastante degradado em relacdo aos demais compostos, principalmente
na fase intestinal para ambos extratos. Quanto a mangiferina e rutina, ambas foram, também,
bastante degradadas na ultima etapa da digestdo, inclusive a rutina ndo foi detectada tanto nos
extratos aquosos, quantos nos metanolicos.

Os polifendis dietéticos sdo altamente sensiveis a condi¢Oes alcalinas do intestino
sendo, portanto, vulneraveis a degradacdo quando incubados em pH elevado (6-8) e,
consequentemente, uma grande parte desses compostos pode ser convertida em outras
substancias de formas estruturais desconhecidas e/ou ndo detectadas com diferentes
propriedades quimicas e atividades bioldgicas ap6s a digestdo in vitro (YE et al., 2022).

A bioacessibilidade dos polifendis é influenciada por muitos fatores, como o
estado quimico do composto, a matriz alimentar, interacbes com outros componentes ou a
presenca de supressores ou cofatores, etc. Estima-se que 48 % de todos os polifendis sdo
digeridos no intestino delgado e 42 % no intestino grosso. Apenas 10 % ndo séo digeridos e
permanecem intactos dentro da matriz alimentar. Apenas as agliconas sdo capazes de
atravessar membranas biologicas por serem altamente lipofilicas (WOJTUNIK-KULESZA et
al., 2020).

A cafeina demonstrou um perfil um pouco diferente em relacdo aos demais
metabolitos. Apresentou bioacessibilidade elevada na fase intestinal nos extratos aquosos
(60 % em relacéo a cafeina ndo digerida) e 0 mesmo se repetiu na fase gastrica nos extratos

metanolicos (73 % comparada com a mesma substancia ndo digerida). Em estudos anteriores,
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foi relatado que a absorcdo de cafeina ocorre tanto pela mucosa oral quanto pelo trato
gastrointestinal (MORRIS et al., 2019). Em nossos resultados, a cafeina foi detectada em altas

quantidades em todas as etapas da digestdo in vitro.

Por fim, a digestdo dos compostos polifendlicos e cafeina € um processo
complexo e a bioacessibilidade dessas substancias depende das caracteristicas da matriz
(planta ou alimento), da interacdo dos fitoquimicos com outros componentes da amostra e das
condicdes fisioldgicas encontradas nos diversos compartimentos do trato gastrointestinal,
além das propriedades fisico-quimicas dos proprios metabolitos que, também, sdo parametros
importantissimos a serem considerados (WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020). Essas analises
sugerem que nossos resultados estdo alinhados com as propriedades de digestdo dos

metabdlitos secundarios.

5.8 Hiperglicemia induzida por D-glicose em peixe-zebra adulto

O peixe-zebra foi utilizado como modelo para avaliar o efeito dos extratos
aquosos de C. arabica na hiperglicemia induzida por D-glicose (111 mmol L?). A
concentracdo de agUcar escolhida para induzir os efeitos diabéticos é devido a menor taxa de
mortalidade de peixes em relacdo a outras utilizadas (CAPIOTTI et al., 2014).

Apbs quatro dias da retirada dos animais do aquario contendo glicose, o grupo
controle, tratados com a solugdo de DMSO a 3 %, permaneceram hiperglicémicos quando
comparado ao grupo de referéncia (Naive) conforme pode ser observado na Figura 20A. A
exposicdo do peixe-zebra adulto a alta concentracdo de glicose é capaz de induzir alteracdes
metabolicas persistentes, supostamente causado por um estado hiperinsulinémico, que
compromete o metabolismo periférico da glicose e, consequentemente, exibe complicaces
oriundas do DM2 (GHADDAR; DIOTEL, 2022).

Ao final dos quatro dias de tratamento, 0s extratos aquosos, a acarbose e a
metformina reduziram, significativamente, o nivel de glicose sanguinea dos animais quando
comparado ao controle, resultado similar ao Naive. A combinacdo dos extratos aquosos com a
acarbose também reduziu a hiperglicemia dos animais, porém, demonstrou efeito inferior
guando comparado aos inibidores isolados (Fig. 20A), indicando ndo haver efeito sinérgico
entre eles na redugéo da hiperglicemia em peixe-zebra adulto, mas sim um tipo de efeito
competitivo, sugerindo que o uso dos extratos aquosos das folhas de café concomitante com a

acarbose ndo pode ser considerada uma estratégia eficaz.
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Figura 20 — Efeito dos extratos aquosos das folhas de café na (A) hiperglicemia e (B) estresse
oxidativo hepatico em peixe-zebra induzido por D-glicose.
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Tratamentos por via oral. Controle: veiculo, 3 % DMSO; Extratos aquosos: 40 mg kg™; Extrato com acarbose:
40 e 300 mg kg resp.; Acarbose: 300 mg kg; Metformina: 200 mg kg™; Grupo Naive - animais ndo tratados.
ANOVA one-way seguida do teste de Tukey: (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 versus controle; # p < 0,05
versus Naive).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Consistentemente com esses achados, o efeito antidiabético de extratos de grédos
verdes de C. arabica foi avaliado em ratos diabéticos, ap6s doze semanas de tratamento, a
administracdo de extratos aquosos de grdos verdes de café mostrou niveis de glicose no
sangue, significativamente, menores em comparacdo com 0 grupo controle diabético
(BOONPHANG et al., 2021), efeito similar ao obtido com extrato das folhas nesse estudo
com zebrafish.

O efeito hepatoprotetor dos extratos aquosos de C. arabica no estresse oxidativo
induzido por hiperglicemia em peixe-zebra adulto também foi avaliado. As amostras de café
reduziram o nivel de ERO do tecido hepatico apds os quatro dias de tratamento, efeito similar
quando aplicado juntamente com acarbose (Fig. 20B). Os controles positivos (acarbose e
metformina) também reverteram o estresse oxidativo causado pela hiperglicemia dos animais.
O aumento da atividade enzimética no tecido hepatico € muito comum em pacientes

diabéticos, geralmente sendo um indicador de inflamacéo de baixo grau ou dano hepatocelular
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(ISLAM et al., 2020). Os extratos aquosos da poupa do café apresentaram um papel,
significativo, contra o estresse oxidativo e o acUimulo de lipideos hepaticos in vitro,
eliminando a producdo de ERO e modificando a expressdo de antioxidantes hepaticos
(ONTAWONG et al.,, 2021). Possivelmente, os extratos aquosos das folhas podem ter
atenuado o estresse oxidativo dos peixes hiperglicémicos por mecanismos similares.

Embora ainda falte um modelo adequado para estudar o efeito a longo prazo do
diabetes, o peixe-zebra oferece vantagens particulares para o estudo de doencas metabolicas.
Modelos para o estudo da obesidade, regeneracdo do pancreas, hiperglicemia e complicagdes
diabéticas foram estabelecidos e promoverdo a compreensdo dos mecanismos da doenga e
fornecerdo novos alvos para a terapia da doenga (GHADDAR; DIOTEL, 2022).

5.9 Estudos de simulacéo de computador de inibi¢ao de a-glicosidase

Para obter uma visdo estrutural dos mecanismos de inibicdo de ligantes de a-
glicosidase, os modos do ligante no sitio ativo foram investigados usando a técnica de
simulacdo computacional (molecular docking) (DUONG et al., 2020). Inicialmente, foi
utilizado o RMSD para validagdo estatistica dos resultados das simulacdes de formacédo de
complexos e escolha da melhor pose. Esta Gltima é calculada com base na medida da distancia
média entre os atomos dos dois ligantes, com critérios de validagio valores proximos a 2 A.

E possivel observar pela Tabela 13 que todas as simulacdes tiveram valores abaixo
ou proximos de 2 A, destacando a melhor pose do complexo rutina-CtMGAM, que
apresentou valor de RMSD na ordem de 1,330 A, com um desvio muito préximo dos valores
das simulacdes de reencaixe de acarbose (1,228 A).

A partir das escolhas das melhores poses, baseadas nos valores de RMSD,
avaliou-se a energia de afinidade dos complexos pelos ligantes, onde novamente pode-se
destacar o complexo rutina-CtMGAM, que apresentou uma energia da ordem de — 9,8 kcal
mol?, seguido pelos complexos mangiferina-CtMGAM e &cido clorogénico-CtMGAM que
foram da ordem de — 8,2 e — 8,0 kcal mol?, respectivamente. Esses trés complexos citados
apresentaram uma energia de ligagdo mais favoravel que o complexo acarbose-CtMGAM. O
complexo cafeina-CtMGAM apresentou energia de ligagdo na ordem de — 6,2 kcal mol™?,
ligeiramente acima do pardmetro considerado minimo (- 6,0 kcal mol™) para a formagéo do

complexo.
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Tabela 13 — Energia de afinidade e valores de RMSD dos complexos formados apos

simulacdes de docagem contra a subunidade C-terminal (CtMGAM) da enzima maltase-

glicoamilase.
Ligantes/Enzima Parametros
Energia (kcal mol™) Ki pKi  RMSD (A)

Cafeina -6,2 2,839x10° 454 1,718
Acido clorogénico -8,0 1,358 x 10°® 5,86 1,857
Mangiferina -8,2 9,691 x107 6,01 2,077
Rutina -9.8 6,501 x10® 7,18 1,330
acarbose * -79 1,608 x 10 5,79 1,228
Metformina -52 1,536 x10“4 3,81 1,414

* ligante co-cristalizado (redocking).
Fonte: Elaborado pelo autor.

No entanto, com base nos resultados, é possivel observar que todos os complexos
ficaram acima do parametro, indicando uma boa afinidade dos ligantes, com destaque para 0s
complexos rutina-CtMGAM, mangiferina-CtMGAM e acido clorogénico-CtMGAM, que
apresentaram maior afinidade que o complexo a-acarbose-CtMGAM. Vale ressaltar que ao
comparar os complexos formados com o complexo metformina-CtMGAM (- 5,2 kcal mol™),
todos eles apresentaram melhor energia de afinidade.

Esses resultados sdo refletidos nos célculos da constante de inibi¢do (Ki) e pKi,
onde pode-se inferir que quanto menor o valor de Ki e maior o pKi, maior a afinidade do
ligante pela proteina e, consequentemente, menor a concentracdo de ligante necessaria para
inibir a atividade enzimética (KADELA-TOMANEK et al., 2021), nesta perspectiva pode-se
concluir que rutina-CtMGAM (Ki = 6,501 x 108, pKi = 7,18) mangiferina-CtMGAM (Ki =
9,691 x 1077, pKi = 6,01) e &cido clorogénico-CtMGAM (Ki = 1,358 x 1075, pKi = 5,86)
necessitaram de uma concentragdo menor para inibir CtMGAM em comparagdo com a
acarbose, cafeina e metformina (Tabela 13).

Com relacdo as interacOes intermoleculares, é possivel observar que na formacéo
da cafeina-CtMGAM houve apenas uma ligacdo de hidrogénio forte com o residuo ASN1404,
enquanto o complexo &cido clorogénico-CtMGAM apresentou interacdes hidrofobicas com os
residuos HIS1727A, ARG1730A, GLN1731A, seis ligagdes de hidrogénio, sendo cinco
Fortes com os residuos ARG1311A, THR1726A, ARG1730A, GLN1756A, PRO1793A e
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uma Média com o residuo GLN1756A, e, finalmente, duas do tipo pontes salinas com
residuos HIS1727A e ARG1730A (Apéndice E).

Na formacdo do complexo mangiferina-CtMGAM, ¢ possivel observar que apesar
de haver duas interacGes hidrofébicas com o residuo ARG1730A e uma com TRP1752A, ha
predominancia da ligacdo de hidrogénio, com a formacdo de oito interacdes, sendo apenas
duas Médias com os residuos ARG1311A, GLN1503A e seis Fortes (distancia menor que 3,1
A) com os residuos ARGI1311A, HIS1727A, GLN1756A, ASN1792A, PRO1793A,
PRO1793A (Apéndice E).

Esse carater € muito semelhante ao identificado no complexo rutina-CtMGAM,
que também apresentou trés interacbes hidrofobicas (GLN1326A, PRO1329A, GLU1400A) e
doze ligacdes de hidrogénio, com distancias que variavam entre 1,76 A (PRO1327A) e 2,96 A
(ASN1404A) sendo, portanto, classificado como Forte. Esse perfil de predominéncia de
ligacdes de hidrogénio é observavel quando se compara o perfil dos complexos mangiferina-
CtMGAM, &cido clorogénico-CtMGAM e rutina-CtMGAM, que apesar de complexarem com
uma regido diferente do sitio acarbose, apresentam similaridade no tipo de interacdo, uma vez
gue a acarbose também tem duas interac6es hidrofobicas e dez ligacGes de hidrogénio.

Um perfil muito diferente do complexo formado pela metformina, que possui duas
ligacGes de hidrogénio, trés pontes salinas formadas pela interacdo do grupo guanidina com
residuos ASP1420A e ASP1526A (Figura 21). A formacdo de pontes salinas também é
identificada no complexo acido clorogénico-CtMGAM, onde ocorre a predominancia da
ligacdo de hidrogénio. O complexo cafeina-CtMGAM ¢é formado apenas uma ligacdo de
hidrogénio do tipo Forte com o residuo ASN1404A.

Fazendo uma andlise do posicionamento, é possivel observar que os ligantes
rutina e cafeina estdo complexados na mesma regido, porém em residuos totalmente diferentes
(Figura 21). Complexos de mangiferina na mesma regido do acido clorogénico tém em
comum a interacdo com os residuos ARG1730A, ARG1311A, ARG1730A, GLN1756A,
PRO1793A e HIS1727A. Ressaltando que, em modelo computacional, todos os ligantes
estudados ndo interagiram com o sitio acarbose, no qual a metformina se complexa, sugerindo

a possibilidade de uma agéo sinérgica com a acarbose.
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Figura 21 — Interagdo do complexo de CtIMGAM com ligantes.
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(A) Estrutura do complexo CtMGAM; Mapas de interagdo da (B) acarbose co-cristalizada e dos ligantes (C)
rutina, (D) cafeina, (E) mangiferina, (F) acido clorogénico e (G) metformina com o receptor.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel separar os cafeeiros resistentes a ferrugem dos
suscetiveis (Coffea arabica) com base na relacdo entre os metabdlitos principais e 0s
elementos inorganicos em nivel traco. Os principais compostos responsaveis por essa
diferenciacdo foram o teor de acido clorogénico e magnésio nas folhas. O teor de compostos
polifendlicos foi menor nas cultivares suscetiveis (principalmente acido clorogénico) e um
efeito diamétrico foi observado entre as concentragcdes de Mn e Mg. Estes resultados mostram
0s critérios e varidveis necessarias para a discriminacdo de cafeeiros resistentes e suscetiveis
com base nas andlises de elementos inorganicos e na concentracdo de polifendis. O método de
classificacdo PLS-DA é eficaz na discriminacao de grupos suscetiveis e resistentes a ferrugem
guanto a composicdo quimica das folhas de café. A boa classificacdo dos grupos determinou a
identificacdo de marcadores quimicos importantes para cultivares suscetiveis e resistentes a

ferrugem.

Em relacdo as diferentes técnicas de secagem das folhas de café com propdsito de
conservar 0s compostos bioativos para o preparo de infusées, verificamos que a secagem por
micro-ondas foi o método mais eficaz tanto por evitar a degradacdo dos metabdlitos
secundarios, como também impediu o desenvolvimento de microrganismos desfavoraveis,
devido ao curto tempo de secagem e desnaturou as enzimas oxidativas devido a alta
temperatura durante o processo. Como as atividades farmacoldgicas dependem da preservacgédo
dessas substancias, o pré-tratamento do material vegetal € uma etapa crucial para a extragdo
de compostos bioativos.

Quanto a analise entre a atividade antioxidante e o contetdo polifendlico das
folhas, concluimos que este ultimo influencia diretamente a atividade de captura do radical
DPPHe, de tal forma que quanto maior o TFT, maior sera essa atividade. Isso ocorre porque 0s
compostos polifenolicos tém uma correlacdo direta com importantes efeitos farmacoldgicos
(COSME et al., 2020). Estudos anteriores, relataram que as espécies reativas de oxigénio
estdo intimamente associadas ao desenvolvimento de DM2 (OGUNTIBEJU, 2019). Os
extratos das folhas de C. arabica mostraram-se muito eficazes na captura de ERO tanto
radicalares, quanto ndo radicalares. Dessa forma, esses extratos podem ser considerados
agentes promissores no que diz respeito ao combate do estresse oxidativo e,

consequentemente, no controle das inlmeras doengas associadas a este problema.



109

Em relagdo a bioacessibilidade, os resultados deste estudo mostram que, mesmo
apos as perdas que ocorrem durante todo o processo da digestdo in vitro, os extratos das
folnas de C. arabica se destacam por apresentarem altas concentragdes de compostos
bioativos, principalmente, de cafeina. O estudo da simulacdo da digestdo é uma ferramenta
uatil que permite avaliar a influéncia da matriz vegetal na bioacessibilidade de metabdlitos
secundarios e pode contribuir para um maior entendimento das mudancas que ocorrem apos
esse processo. No entanto, estudos adicionais, a fim de investigar a biodisponibilidade e a

atividade bioldgica desses compostos sdo ainda necessarios

Por fim, o efeito hipoglicemiante dos extratos das folhas de café também foi
analisado em ensaios in silico, in vitro e in vivo. A forte atividade inibitéria da a-glicosidase e
da lipase pancreatica presentes nos extratos aquosos de C. arabica foi confirmada pela alta
inibicdo percentual e, principalmente, pelos baixos valores de ICso quando comparadas aos
controles positivos (acarbose e orlistat, respectivamente). As substancias mangiferina e rutina
demonstraram propriedades antidiabéticas evidenciadas pela forte inibicdo da a-glicosidase,
enquanto o &cido clorogénico e a cafeina exibiram propriedades antiobesidade evidenciadas
pela inibicdo significativa da lipase pancreatica. Além disso, os extratos das folhas de café
promoveram excelente capacidade antiglicante independente da origem da cultivar e, também,
foi evidenciado, em modelo in vivo, os efeitos hipoglicémico e hepatoprotetor contra as
espécies reativas de oxigénio em peixe zebra adulto. Os estudos em simulacdo de computador
também confirmaram o potencial hipoglicémico dos compostos bioativos das folhas de café,
principalmente da rutina, pois esta substancia apresentou os melhores parametros de inibicéo
da enzima a-glicosidase.

Desta forma, concluimos que o sinergismo de todos os metabdlitos secundarios
presente nos extratos das folhas de café arabica apresentam propriedades farmacologicas

potenciais para a prevencéo da diabetes, bem como da obesidade.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS DOS EXTRATOS DE CAFE
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APENDICE B — QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS EM DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACAO

Cultivar Acido clorogénico Mangiferina Rutina
AQquosos MeOH QUEChERS  Aquosos MeOH QUEChERS  Aquosos MeOH QUEChERS
Acaia Cerrado 3,18+0,69 1859+137 265+071 648+0,12 1857+149 204+0,18 6,47+085 28,06+211 2,77%0,06
Rubi MG 1192 1584+0,96 2156+059 3,23+0,27 861+044 2362+032 199+035 4,75+054 11,17+0,21 0,50+0,09
Topazio MG1190  10,49+0,20 20,20+0,08 2,91+101 184+0,02 1262+0,07 088+041 948+0,17 20,88+001 1,67+0,52
MGS Travessia 14,04 +0,63 23,18+0,13 4,05+056 791+049 1528+041 1,72+0,21 11,61+0,19 21,49+051 1,66+0,03
MGS Arafias 20,890+0,62 3145+041 581+011 12,21+053 2955+0,08 2,89+0,11 18,26+0,57 39,69+0,34 4,64+0,96
Arapongas MG1  21,01+0,20 26,3+0,28 4,11+0,03 1447+0,13 26,12+1,17 257+0,09 1157+0,02 1923+0,84 2,17+0,44
MGS Ametista 23,49+0,04 27,18+0,28 4,33+0,22 7,52+0,09 26,75+0,03 2,68+0,88 13,36+0,07 19,47+027 2,07+0,27
Catigua MG1 18,77+0,83 24,17+025 3,89+1,01 850+0,15 17,76+037 2,02+031 13,75+003 2145+051 1,74+0,18
MGS Catigua 3 26,46 +0,12 28,32+0,89 3,07+0,31 1508+0,12 2899+0,12 123+0,27 20,21+0,19 29,40+0,36 2,15+0,01
Oeiras MG 6851 9,00+0,36 20,29+0,19 281+024 357+0,02 16,29+0,17 107+0,77 6,96+081 1554+0,12 1,45+0,89
MGS Paraiso 2 20,890+0,34 40,23+0,31 6,06+0,78 13,85+0,07 46,26+1,02 455+048 866+0,11 31,71+0,19 3,04+0,13
Paraiso MGH419-1 2259+0,28 32,62+0,67 549+007 12,07+0,22 1744+051 218+0,62 12,14+0,34 21,99+0,39 2,28+0,07
Pau Brasil 2 27,26 +0,08 5392+0,84 12,62+047 24,08+0,02 56,06+1,13 8,13+0,96 23,09+0,02 52,39+0,30 9,33+0,09
Pau Brasil MG1 580+£0,19 2822+0,32 452+053 6,72+0,26 2363+022 243+064 651+036 228+009 2,79+0,41
Sarchimor MG8840 21,68+1,01 5266+094 825+0,77 16,76+131 5594+057 560+055 9,22+128 32,79+046 3,55+0,62
Sacramento MG1  23,77+0,38 30,18+0,07 4,92+0,12 174+089 2963+0,28 253+0,21 11,68+0,04 1529+0,27 1,79+0,09

Dados obtidos em triplicata.

Fonte: Elaborado pelo autor.



APENDICE C - CONCENTRACAO DE COMPOSTOS POLIFENOLICOS NAS FOLHAS DE CAFE ARABICA

Cultivar AC1 AC2 M Q1 Q2 Q3 R1 R2
Acaia Cerrado 265+071 1,18+0,68 204+0,18 005+0,75 072+0,06 048+0,17 2,77 % 0,06 ND
Rubi MG 1192 3,230,227 124+0,81 1,99+0,35 0,19+0,15 0,05+ 0,92 ND 0,50 £0,09 0,48 + 0,97

Topazio MG1190  2,91+1,01 1,21+0,62 088+041 083+001 068+1,31 031+022 1,67+052 0,36+1,11
MGS Travessia ~ 4,05+056 144+031 172+021 0,18+091 092+081 0,16+0,79 1,66+0,03 0,12+ 0,31
MGS Arafias 581+0,11 1,81+0,29 289+011 011+1,26 1,39+0,07 0,66+0,23 4,64+0,96 0,48 0,65
Arapongas MGl 4,11+0,03 1,00+0,12 2,57+0,09 1,00+0,47 0533+0,10 028+0,16 217+044 1,30+0,21
MGS Ametista ~ 4,33+0,22 143+0,33 2,68+0,88 ND 0,25+0,89 0,27 +0,49 2,07+0,27 0,32 0,09
Catigua MG1 389+1,01 1,18+0,08 2,02+031 081+036 0,64+065 016+065 1,74+0,18 0,83+ 0,07
MGS Catigua3  3,07+0,31 1,03+0,15 1,23+0,27 1,23+0,62 048+041 029+025 2,15+0,01 1,19+0,12
Oeiras MG 6851  2,81+0,24 1,03+0,20 1,07+0,77 041+0,14 020+0,62 013+0,12 145+0,89 1,10+0,79
MGS Paraiso2  6,06+0,78 1,85+0,19 4,55+048 0,35+0,13 0,73+0,14 055+0,09 304+0,13 0,63+0,11
Paraiso MGH419-1 549+0,07 108+041 218+0,62 2,20+0,91 062+0,11 0724+055 2,28+0,07 1,87+ 0,66
Pau Brasil 2 12,62 +0,47 225+0,83 813+0,96 059+0,62 1,86+0,09 1,45+0,38 9,33+0,09 1,44 0,12
Pau Brasil MG1 ~ 4,52+053 1,02+0,05 2,43+064 1,73+0,74 054+078 0,533+0,17 2,79+041 1,96+ 0,34
Sarchimor MG8840  825+0,77 2,09+0,36 5,60+0,55 ND 0,56 0,56 0,66+0,99 3,55+0,62 0,54+ 0,21
Sacramento MG1  4,92+0,12 125+1,01 2,53+0,21 0,78+0,70 0,11+0,96 0,20+0,16 1,79+0,09 2,27 +0,18

Valores em triplicata expressos em g kg . AC1 = 4cido clorogénico; AC2 = Acido 3,5-dicafeoilquinico; M = mangiferina; Q1 = Quercetina diglicosideo; Q2 = Quercetina 3-

O-glicosideo; Q4 = Quercetina ramnogalactosideo; R1 = rutina; R2 = Rutina glicosideo. ND = ndo detectado.

Fonte: Elaborado pelo autor.



APENDICE D - CONCENTRACAO DE ELEMENTOS INORGANICOS NAS FOLHAS DE CAFE ARABICA

Cultivar Al Cu Mg Mn Ni Sn Zn
Acaia Cerrado 47,0+ 8,2 662 £ 75 677 + 86 79,3+0,9 1791 + 268 102 + 13 26,825
Rubi MG 1192 772+28 466 + 13 1935+ 52 80,622 1864 +132 126 £18 402 + 23

Topézio MG1190 108 +3 109 + 10 199+30 41,88+1,08 479+24 <0,010 < 0,020
MGS Travessia 93,947 106 +9 269+26 2516+056 502 22 < 0,010 < 0,020
MGS Arafas 156 + 13 148 +13 2258+131 788+18  3772+137 155+ 14 131+2
Arapongas MG1 108,1+0,4 111+1 225+ 38 83,4+5,6 380+ 14 <0.010 < 0,020
MGS Ametista 71576 484+40 1624+199 918+80 1790+ 164 106 £ 10 222+8
Catigua MG1 124 + 12 131+2 1015 + 141 83,4+3,0 3691 + 415 119+11 71,8+72
MGS Catigua 3 105+1 231+3 679+4 735+6,9 1125 + 36 84,8+9,9 109+5
Oeiras MG 6851 131+ 16 136+6  1845+145 751+78 1094 + 39 193+ 12 296 + 14
MGS Paraiso 2 174 +£19 251+19 1574 +87 70,6 £3,1 3635+ 18 128 £ 22 242 + 24
Paraiso MGH419-1  77,2+28 466 +13 1935+ 52 80,6 +22 1864 +132 126 £18 402 + 23
Pau Brasil 2 108 +9 106,1+0,2 1086 +174 558+0,2 763 77 < 0,010 < 0,020
Pau Brasil MG1 76,8 +2,6 440+37 1083+82 90,06+4,20 1485+46 71,46+8,02 132,77 +4,58
Sarchimor MG8840 108 +3 109 + 10 199+30 41,88+1,08 479+24 <0,010 < 0,020
Sacramento MG1 76,8 2,6 440+37 1083+82 90,06+4,20 1485+46 71,46+8,02 132,77 £4,58

Valores em triplicata expressos em mg kg
Fonte: Elaborador pelo autor.

157



158

APENDICE E — INTERACOES DE METABOLITOS E CONTROLE COM CtMGAM

Ligantes Receptor Interacéo Distancia (A)
Cafeina ASN1404A Ligacao de hidrogénio 2,58
Acido clorogénico  HIS1727A Hidrofdbica 3,85
ARG1730A Hidrofdbica 3,63
GLN1731A Hidrofdbica 3,68
ARG1311A Ligacdo de hidrogénio 1,98
THR1726A Ligacdo de hidrogénio 2,29
ARG1730A Ligacéo de hidrogénio 2,38
GLN1756A Ligacdo de hidrogénio 3,21
GLN1756A Ligacdo de hidrogénio 2,11
PRO1793A Ligacdo de hidrogénio 2,34
HIS1727A Ponte salina 3,54
ARG1730A Ponte salina 3,45
Mangiferina ARG1730A Hidrofdbica 3,75
ARG1730A Hidrofdbica 3,94
TRP1752A Hidrofdbica 3,88
ARG1311A Ligacédo de hidrogénio 2,57
ARG1311A Ligacdo de hidrogénio 3,51
GLN1503A Ligacdo de hidrogénio 3,32
HIS1727A  Ligagéo de hidrogénio 2,56
GLN1756A Ligacdo de hidrogénio 2,10
ASN1792A Ligacao de hidrogénio 2,47
PRO1793A Ligacdo de hidrogénio 2,32
PRO1793A Ligacdo de hidrogénio 3,06
Rutina GLN1326A Hidrofobica 3,86
PRO1329A Hidrofébica 3,40
GLU1400A Hidrofébica 3,38
GLU1284A Ligagdo de hidrogénio 2,80
GLU1284A Ligacdo de hidrogénio 2,57
ARG1285A Ligacdo de hidrogénio 2,50
LEU1291A Ligagdo de hidrogénio 2,32



Ligantes Receptor Interacéo Distancia (A)

LEU1291A Ligacdo de hidrogénio 2,79

PRO1327A Ligacdo de hidrogénio 1,76

ALA1330A Ligagéo de hidrogénio 2,48

GLU1397A Ligacdao de hidrogénio 2,84

GLU1397A Ligacdo de hidrogénio 2,16

ASN1404A Ligacao de hidrogénio 2,96

GLN1406A Ligacdo de hidrogénio 2,65

ASN1407A Ligagdo de hidrogénio 2,29

Acarbose TRP1355A Hidrofdbica 3,69
PHE1559A Hidrofdbica 3,23

ASP1157A  Ligacao de hidrogénio 2,13

ASP1157A  Ligagdo de hidrogénio 3,06

ASP1420A  Ligagéo de hidrogénio 3,33

ARG1510A Ligacéo de hidrogénio 2,02

ARG1510A Ligacéo de hidrogénio 2,60

ASP1526A  Ligagéo de hidrogénio 1,96

THR1528A Ligagdo de hidrogénio 3,23

THR1528A Ligacdo de hidrogénio 3,32

HIS1584A  Ligacdo de hidrogénio 2,37

HIS1584A  Ligacéo de hidrogénio 1,98

Metformina ARG1510A Ligacéo de hidrogénio 2,24
ARG1510A Ligacdo de hidrogénio 2,35

ASP1420A Ponte salina 4,55

ASP1526A Ponte salina 3,73

ASP1526A Ponte salina 4,17
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Ijegenda: ALA - Alanina; ARG - Arginina; ASN - Asparagina; ASP - Acido aspartico; GLN - Glutamina; GLU -
Acido glutdmico; HIS - Histidina; LEU - Leucina; PHE - Fenilalanina; PRO - Prolina; THR - Treonina; TRP -

Triptofano.
Fonte: Elaborado pelo autor.



