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RESUMO- O café é nada menos do que a segunda bebida mais consumida no mundo, sabor e aroma atrativo justificam
sua aceitacdo. Diversos estudos tem sido realizados para determinar seus efeitos sobre a sadde humana. Diante das
evidéncias observadas na literatura, o presente estudo buscou confrontar através de testes “in vivo” a a¢do bioprotetora
do acido clorogénico e o efeito tdéxico da (ocratoxina A ) no peso dos 6rgdos de ratos wistar. O experimento foi
composto de um ensaio biolégico com Trinta e dois ratos Wistar machos, jovens, com peso inicial de aproximadamente
130g. Divididos em oito diferentes grupos com quatro animais; mantidos em ambiente controlado, com fotoperiodo de
12 horas e temperatura ambiente de aproximadamente 25 °C, todos em gaiolas metabolicas individuais, com acesso a
alimentacdo controlada (15g/dia) e agua “ad libtum”.A racdo com diferentes quantidades de acido clorogénico foi
chamada de: controle, aquela com concentragdo zero de bioprotetor; 1%, aquela com concentragdo referente ao
consumo baixo de café; 2%, aquela com concentracéo referente ao consumo médio de café; e 3%, para aquela com
concentracdo referente ao alto consumo de café. Durante as 4 Gltimas semanas, cada animal recebeu 50ng de toxina/dia
em 3g de leite em pd, adicionado de 1,5ml de agua destilada e moldado de forma esférica. Animais dos grupos
negativos para toxina receberam o mesmo tratamento sem a adi¢do de micotoxina. Os animais que consumiram OTA e
acidos clorogénicos simultaneamente apresentaram pulmdes com menor peso em relacdo ao demais. Os animais que
ndo consumiram acidos clorogénicos apresentaram coracdes e figados de menor peso quando comparados aos animais
que consumiram. Os animais que consumiram OTA apresentaram rins com menor peso frente aos que ndo consumiram.
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CLHOROGENIC ACID AND OCHRATOXIN IN COFFEE: ASTUDY ON THE WEIGHT
OF ORGANS AND WEIGHT GAIN IN WISTAR RATS

ABSTRACT- Coffee is nothing less than the second most consumed beverage in the world; his taste and attractive

aroma justify its acceptance. Several studies have been conducted to determine their effects on human
health. Confronted with evidence found in literature, this study sought to confront, by “in vivo™ testing, the
bioprotective action of (chlorogenic acids) and the toxicity from (ochratoxin A). The experiment was composed of 32
young Wistar male rats, kept in a controlled environment with 12 hours photoperiod and ambient temperature of about
25 °C, all in individual metabolic cages with access to controlled food (15g/day) and “ad libtum™ water. During the each
test last 4 weeks, each animal received 50ng of toxin/day on 3g of powdered milk, added by 1.5 ml of distilled water
and shaped into a sphere. Animals from the negative toxin groups received the same treatment without the addition of
mycotoxin. In general, the animals had great response to treatment and we could see bioprotective action forward to
mycotoxins, especially by chlorogenic.
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INTRODUCAO

O café constitui uma bebida de grande popularidade, que é consumida mundialmente, com aroma e sabor
caracteristicos. Em vista disso, numerosos estudos concernentes a sua seguranga e as implicages na saude tém sido
realizados. Muitas pesquisas tém demonstrado que 0s componentes presentes na composicdo do café, sdo representados
por uma série de substancias, alcaldides como a cafeina, polimeros fendlicos, acidos clorogénicos, lipideos, terpenos
que possuem diferentes efeitos bioldgicos, como acdo antioxidante, antimutagénica, antibidtica,
antihipercolesterolémica e antihipertensiva, (Sakamoto et al., 2001).

Recentemente, os compostos presentes no café tém despertado interesse de diversos pesquisadores, devido as
suas funcBes bioldgicas. Os polifendis, por exemplo, classificados no grupo dos acidos clorogénicos, parecem
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desempenhar papel relevante. Todos apresentam intensa atividade antioxidante que, por si so, ja desfruta de relevancia
na neutralizacdo de radicais livres no organismo. Os &cidos clorogénicos, consistem em uma familia de compostos
fenodlicos, oriunda da esterificagdo do acido quinico com derivados do &cido cindmico como os acidos caféico, ferdlico e
p-cumarico, (Moreira et al., 2000). Do total de acido clorogénico no café, o acido cafeoilquinico total representa cerca
de 80% e o 5-cafeoilquinico, 60%.Sendo assim justificam-se estudos onde tais compostos sejam preservados,
garantindo aos consumidores um produto onde suas caracteristicas sensoriais mas principalmente bioquimicas sejam
mantidas.

Durante a cadeia produtiva do café, diante de manejo inadequado, varios fungos podem contaminar este
alimento. A presenca destes fungos toxigénicos, além de alterar a qualidade do café pode colocar em risco a seguranca
do produto. Isto pode ocorrer devido a producdo de micotoxinas, que sdo metabolitos secundarios que mesmo em
pequenas concentragdes, sdo toxicas ao homem e aos animais. Atualmente, as micotoxinas mais estudadas e de maior
importancia para a saide humana presentes em alimentos e bebidas sdo aflatoxinas, fumonisinas, patulina, ocratoxina e
zearalenona (Frisvad et al., 2004). Nos gréos e produtos de café, a Unica que representa 0 maior perigo e é a mais
estudada é a ocratoxina (OTA).As ocratoxinas que tem como principal micotoxina a Ocratoxina A (OTA) sdo
substancias carcinogénicas, produzidas pelos fungos Aspergillus ochraceus e Penicillium verrucosum (Chalfoun e
Batista, 2002; Batista et al., 2003; Frisvad et al., 2004). Estes autores afirmam, entretanto, que apesar desta micotoxina
ser a mais comum em café, ela tem sido detectada em pequenas quantidades. Esta toxina promove em seres humanos o
acumulo de gordura no figado e sérios danos renais. Inicialmente demonstrou-se que a OTA inibe a sintese protéica in
vivo e in vitro, ocupando a posicao da fenilalanina. Como seqiiéncia, atinge a funcéo génica inibindo a sintese de RNA.
A OTA age também sobre outras enzimas da sintese protéica, inibindo amplamente o metabolismo protéico no citosol,
eleva a peroxidacéo lipidica in vivo e in vitro, o que implicard na desorganizacgdo celular a comecar pelas membranas
das mitocdndrias. Nos Ultimos anos, setores ligados & cafeicultura (firmas importadoras, instituicdes de pesquisa) tém
manifestado mais interesse quanto a qualidade micotoxicolégica do café beneficiados para estimar o risco aos
consumidores pela ingestio de OTA. desagradaveis e em alguns casos podem produzir metabélitos toxicos
(micotoxicoses) (Batista et al., 2003).

Estudos referentes ao café como possivel fonte de micotoxina (ocratoxina A) na dieta, visam determinar com a
maxima precisao seu nivel de participacdo, na dieta quando comparado a outros produtos alimenticios.

Um grande nimero de componentes do café tém sido identificados como sendo potencialmente responsaveis
pela sua quimioprote¢do. Estas agdes protetoras do café conferem-lhe a qualificacdo de alimento funcional. Desta
forma, o presente trabalho teve como objetivo através de testes “in vivo”, utlizando ratos wistar determinar a atuacao
das diferentes concentracfes dos acidos clorogénicos, suposto bioprotetor do café, agindo sobre os danos causados por
ocratoxina A, em ratos wistar, através de analises de ganho de peso dos drgéos.

MATERIAL E METODOS

Os testes biolégicos foram desenvolvidos no Biotério do Laboratério Multidisciplinar de Experimentacéo
Animal do Centro Universitario de Lavras (UNILAVRAS). Foram utilizados 32 ratos machos da linhagem Wistar
recém desmamados, com peso de aproximadamente 125g, separados em grupos de quatro animais totalizando oito
tratamentos.O protocolo experimental deste estudo seguiu os principios éticos da experimentacdo animal, adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e foi aprovado no Comité de ética em experimentacéo animal do Centro
Universitario de Lavras. Os animais foram acondicionados em gaiolas metabolicas, durante 15 dias antes do
experimento, no periodo de adaptacdo. Neste periodo os animais tiveram acesso a dieta padrdo e agua potavel ad
libitum. O experimento teve a duracdo de 45 dias. Nos primeiros 15 dias os animais receberam racdo modificada
adicionada de &cidos clorogénicos, lembrando que o grupo controle recebeu somente racdo modificada sem a presenca
de bioprotetor (&cidos clorogénicos).

A dieta dos animais consistiu de racdo comercial modificada contendo o composto bioprotetor (acidos
clorogénicos) na concentracao proporcional ao que seria 0 consumo de xicaras de café/dia/ por humano adulto de 60Kg,
adicionado em diferentes doses a saber: 1% concentracdo de &cidos clorogénicos referente a duas xicaras de café/dia
(baixo consumo);2% a quatro xicaras de café/dia (médio consumo),3% seis xicaras de café/dia (alto consumo).A
Ocratoxina A foi diluida em solugdo de benzeno/acetonitrila 2%. As doses para cada animal (24 pg/kg peso
corpéreo/dia), foram misturadas em 5g de leite em e moldada na forma esférica (dose diaria); os animais dos grupos
negativos para o consumo de Ocratoxina A também receberam o leite em pd que passou pelo mesmo tratamento, mas
sem a adicdo de toxina. Portanto, ao final, os tratamentos foram os seguintes:

Tratamentol- Controle — racéo padréo

Tratamento 2- &cidos clorogénicos 1% + ragéo;

Tratamento 3- 4cidos clorogénicos 2% + ragéo;

Tratamento 4- &cidos clorogénicos 3% + ragéo;

Tratamento 5- Ocratoxina A + ra¢ao;

Tratamento 6- Ocratoxina A + &cidos clorogénicos 1% + racao;

Tratamento 7- Ocratoxina A + &cidos clorogénicos 2% + racao;

Tratamento 8- Ocratoxina A + &cidos clorogénicos 3% + ragao.
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Os animais tiveram seu peso acompanhado durante trés vezes a cada semana. Os sinais de toxicidade foram
registrados a medida que foram feitas as observacfes que compreenderam o momento de seu aparecimento, sua
diminuicdo e sua duragdo. As observacGes abrangeram alteragdes da pele, pélos, mucosas, olhos, sistemas circulatério e
respiratorio, sistemas nervoso central e periférico, atividades somatomotriz e manifestagdes comportamentais em geral.

As eutandsias foram realizadas utilizando hidrato de cloral (dose 1g/kg; volume 0,5 mL/100g animal) pela
via intraperitoneal e ap6s a certificacdo da anestesia ocorreu incisdo cutanea, divulsdo, incisdo muscular, rompimento da
artéria aorta para proporcionar a realizacdo da coleta de sangue sendo em seguida sacrificados para subseqiente
necropsia de seus 6rgdos, ( figado, rins, pulmdes e coracdo,) foram pesados e descartados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo ensaio ndo houve uma diferenca comportamental no ganho de peso dos animais que consumiram
ou ndo OTA (Figuras 1 e 2), ndo apresentando diferenca estatistica. Fato que sugere tempo insuficiente de exposicéo
dos animais a toxina, ja que mesmo aqueles que consumiram OTA e ndo consumiram &cidos clorogénicos nédo tiveram
seu desenvolvimento prejudicado.
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Figural: Ganho de peso ao longo do experimento dos animais que ndao consumiram OTA.
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Figura 2: Ganho de peso ao longo do experimento dos animais que consumiram OTA.

Alvarez et al. (2004), demonstraram que a administracio oral de OTA em ratos Wistar pode prejudicar o
desenvolvimento dos animais, observando que animais que consumiram OTA de quatro a oito semanas apresentaram
menor peso em relacdo aos animais que ndo consumiram.Os animais que consumiram OTA apresentaram rins com
menor peso frente aos que ndo consumiram (Figura 3), demonstrando agdo da toxina nos principais 6rgaos responsaveis
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por sua metabolizagéo, inibindo seu desenvolvimento. Arbillaga et al. (2008) afirmam que o estresse oxidativo gerado
pelo consumo de OTA pode interferir negativamente na sintese protéica renal em ratos. Nao foi observado efeito
bioprotetor dos acidos clorogénicos em relacdo aos rins dos animais que consumiram OTA em nenhuma das
concentragoes.
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Figura 3: Peso dos rins dos animais de diferentes tratamentos, expresso em gramas/ 100g de peso vivo (p<0,05).

Os animais que ndo consumiram &cidos clorogénicos tiveram seus figados com menor peso em rela¢do aos que
consumiram (Figura 4). Diversos estudos demonstraram que o consumo do café e/ou alguns de seus componentes atuam
de maneira positiva no controle glicémico e no metabolismo lipidico em ratos (Van Dijk et al., 2009; Pari, Karthikesan
& Menon, 2010). Cho et al. (2010) observaram que o consumo de acidos clorogénicos por ratos Wistar atua melhorando
niveis hormonais, 0 metabolismo lipidico e glicidico e diminuindo o peso e a quantidade de gordura visceral, que é em
parte, responsavel pela resisténcia a insulina.
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Figura 4: Peso do figado dos animais de diferentes tratamentos, expresso em gramas/ 100g de peso vivo (p<0,05).
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Lin et al. (2010) afirmam que um melhor metabolismo glicémico pode resultar em menores niveis séricos de
glicose e uma maior sintese de glicogénio muscular e principalmente hepéatico. Kraegen et al. (2001) demonstram
relagdo positiva entre o peso do figado de animais e seu contetdo de glicogénio. Assim é possivel dizer que o maior
peso deste 6rgdo quando foram consumidos os acidos clorogénicos é justificado pela melhora do metabolismo glicidico
e maior producdo de glicogénio hepético. Também é possivel ver que o consumo de OTA néo afetou o figado dos
animais, ja que nao ha diferenca entre os grupos 1 e 5.

Os animais que ndo consumiram 4acidos clorogénicos apresentaram corages de menor peso quando
comparados aos animais que consumiram (Figura 5).
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Figura 5: Peso do coracdo dos animais de diferentes tratamentos, expresso em gramas/ 100g de peso vivo (p<0,05).

Tratando-se o coragdo de um musculo estriado que armazena glicogénio entre suas miofibrilas, os beneficios
do consumo de acidos clorogénicos relatados por Cho et al. (2010) justificam os resultados encontrados ao final deste
ensaio em relacdo a esse 6rgdo.Os animais que consumiram OTA e &cidos clorogénicos simultaneamente apresentaram
pulmdes com menor peso em ralagdo ao demais (Figura 6).
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Figura 6: Peso dos pulmdes dos animais de diferentes tratamentos, expresso em gramas/ 100g de peso vivo (p<0,05).

Os animais que consumiram OTA e &cidos clorogénicos simultaneamente apresentaram pulmdes com menor
peso em ralacdo ao demais (Figura 6).
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CONCLUSOES

Os animais que consumiram OTA apresentaram rins com menor peso frente aos que ndo consumiram.

Os animais que ndo consumiram &cidos clorogénicos apresentaram coracdes e figados de menor peso quando
comparados aos animais que consumiram.

Os animais que consumiram OTA e &cidos clorogénicos simultaneamente apresentaram pulmdes com menor peso em
relacdo ao demais.
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