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Resumo

Objetivo: devido ao consumo rotineiro do café pela populagio brasileira, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial carcinogénico de
diferentes concentragdes do café (Coffea arabica), por meio do Teste para Detecgio de Tumor Epitelial em Drosophila melanogaster. Métodos: para avaliar o
efeito carcinogénico do café, larvas de 3° estagio descendentes do cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, sb* e machos mwh/mwh foram tratadas com
diferentes concentragdes de café comercial (100; 50; 25; 12,5 e 6,26 mg/mL). Ap6s a exposicdo (48h) e o processo de metamorfose, as moscas adultas foram
analisadas quanto a presenca de tumor epitelial, e os grupos tratados foram comparados com o controle negativo (dgua ultrapura). A toxicidade do café foi
mensurada por meio da taxa de moscas que sobreviveram a etapa de metamorfose ap6s exposicdo. Resultados: foi observado diferenga estatisticamente
significativa na taxa de sobrevivéncia (p < 0,05) e na frequéncia de tumor epitelial total (p < 0,05) em moscas tratadas com 100 mg/mL de café, quando
comparado ao controle negativo. Conclusées: o café, na concentragdo de 100 mg/mL, foi téxico e carcinogénico para D. melanogaster.

Palavras-chave: Café. Carcinogenicidade. Genotoxicidade.

Abstract

Objective: Due to the routine consumption of coffee by the Brazilian population, the present work aims to evaluate the carcinogenic potential of different
concentrations of coffee (Coffea arabica) through the Test for Epithelial Tumor Detection in Drosophila melanogaster. Methods: In order to evaluate the
carcinogenic effect of coffee, third-stage larvae descended from the cross between virgin females wts/TM3, sb1 and males mwh/mwh were treated with
different concentrations of commercial coffee (100, 50, 25, 12, 26 mg/mL). After exposure (48h) and the metamorphosis process, the adult flies were
analyzed for the presence of an epithelial tumor and the treated groups were compared with the negative control (ultrapure water). Coffee toxicity was
measured by the rate of flies that survived the post-exposure metamorphosis stage. Results: A statistically significant difference was observed in survival
rate (p < 0.05) and frequency of total epithelial tumor (p < 0.05) in flies treated with 100 mg/mL of coffee, when compared to the negative control.
Conclusions: Coffee at the concentration of 100 mg/mL was toxic and carcinogenic to D. melanogaster.

Keywords: Coffee. Carcinogenicity. Genotoxicity.

INTRODUCAO

O café compreende plantas de aspecto arbustivo pertencentes
a familia das Rubiaceae e ao género Coffea’. Trata-se de
uma das matérias-primas mais comercializada no Brasil e no

Império do Brasil e também da Republica Velha*.

Em um pequeno espago de tempo, o Brasil tornou-se uma

comércio internacional. A grande aceitacdao do café se deve,
principalmente, as suas propriedades organolépticas e seus
efeitos estimulantes, o que tém atraido atengdes no ambito
cientifico?.

No Brasil, o café é uma espécie vegetal exdtica que foi
introduzida no pais em 1727 e, em seguida, ganhou espago na
agricultura e passou a ser cultivada em quase todo o territdrio
brasileiro®.

Na economia brasileira, durante o século XIX e o inicio do
século XX, o café foi o principal produto de exportagdao do
Pais, mantendo as divisas necessarias para a permanéncia do

das maiores potencias exportadoras de café, representando
em 1845, 45% da produgdo mundial e contabilizando 80% das
receitas cambiais3. Em 2016, fechou a colheita de café com
51,37 milhdes de saca (60 Kg cada uma), tendo um aumento
na produc¢do de 18,8% em relagdo ao ano de 2015, de acordo
com os numeros divulgados pela Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab)®.

O grao de café torrado possui, aproximadamente, 2000
compostos quimicos; no entanto, sua composicdo quimica
é bastante varidvel, dependendo da espécie utilizada, que
se diferenciam pelo seu teor em diversos componentes
como cafeina, minerais, compostos fendlicos, trigonelina,
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aminodcidos, aminas biogénicas, diterpenos, acidos gordos,
esterdis, B-carbolinas, entre muitos outros?.

A composi¢do quimica do café é bastante complexa, sendo a
cafeina o principal componente. O consumo de doses baixas a
moderadas da substancia é capaz de causar efeitos no organismo
humano, como melhoria do estado de alerta, aumento da
disponibilidade de energia, da capacidade de concentragao,
do desempenho em tarefas simples, da vigilancia auditiva, do
tempo de retengdo visual e da diminui¢cdo da sonoléncia e do
cansacgo’.

O consumo da cafeina de forma moderada geralmente ndo
apresenta nenhum risco a saude, porém seu consumo em
excesso ou por individuos sensiveis a substancia pode induzir
efeitos negativos como taquicardia, palpitages, insonias,
ansiedade, tremores, dores de cabega e nduseas. A lenta
metabolizacdo hepdtica da cafeina pelo complexo enzimatico
via citocromo P450 pode ser o fator responsavel por esses
efeitos fisioldgicos no organismo?.

Dados na literatura permanecem inconclusivos quanto a
cinética do café e seus efeitos na integridade do DNA. Enquanto
alguns autores defendem o café como um potente agente
antioxidante, antigenotdxico e anticarcinogénico6,7,8,9, outros
declaram os efeitos genotoxicos da bebida?®.

Nesse sentido, avaliar o efeito de potenciais xenobidticos
na integridade do material genético é de suma importancia
no intuito de prevenir doengas associadas a instabilidade
genétical.

Baseado na necessidade do rastreio da genotoxicidade,
mutagenicidade e carcinogenicidade de diferentes substancias
de natureza quimica, diferentes testes e protocolos foram
desenvolvidos para identificar danos discretos (mutagdes
pontuais) e grosseiros (aberragdes cromossOmicas e eventos
de aneuploidias) no DNA. Sendo assim, o uso de um
organismo-modelo com caracteristicas especificas intrinsecas
(sensibilidade e resposta) é de suma importancia no desenho
de um teste que possa mensurar respostas, 0 mais proximas
possiveis do homem (possibilidade de extrapolagdo).

A espécie Drosophila melanogaster, conhecida popularmente
como “mosca da fruta”, é um versatil organismo-modelo
usado em pesquisas cientificas de Genética e Biologia do
Comportamento e foi responsavel por fornecer importantes
informacdes em pesquisas cientificas. Seu uso na genética
toxicoldgica ganha forga apds o sequenciamento do genoma
humano e a constatacdo da homologia de 75% dos genes
associados a doengas entre o homem e a Drosophila sp®.

O Teste para Detecgao de Tumor Epitelial em D. melanogaster
é um teste baseado na perda da heterozigose do marcador
wts (gene supressor de tumor homdlogo ao gene LATS1 em
humanos), que resulta na proliferagdo anormal de células
neopladsicas no tegumento da mosca, quando o composto
testado é capaz de levar a perda da heterozigose**>. Desde sua
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padronizacdo, o teste temsidointensamente usado para rastrear
potenciais xenobidticos com propriedade carcinogénical®!>?6,

Em fungdo da ampla utilizacdo do café pela maioria da
populagdo brasileira e devido aos dados inconclusivos presentes
na literatura cientifica, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar o potencial carcinogénico de diferentes concentragGes
do café, por meio do Teste para Detec¢do de Tumor Epitelial em
Drosophila melanogaster.

MATERIAL E METODOS
Agentes quimicos

O café Trevo de Minas (lote: 2178) foi produzido por produtos
alimenticios Nosso Sabor LTDA, Monte Carmelo, Minas Gerais,
Brasil. O produto foi adquirido em comércio local na prépria
cidade, onde a industria desenvolve as suas atividades.

A Mitomicina C (CAS 50-07-7) foi utilizada como controle positivo
nesta pesquisa. A formulagcdo em pé liofilizado é fabricada por
Kyowa Hakko Kirin Co. Ltda. Shizuoka (Japao), embalado por
Bristol-Myers Squibb S.r.I Sermoneta-Latina-Itdlia e importado
por Bristol-Myers Squibb Farmacéutico S.A.

Preparagdo do extrato aquoso de café

Neste trabalho, o preparo do extrato aquoso de café foi feito
por método convencional. Em resumo, café comercial Trevo de
Minas em po foi colocado em filtro de papel (Jovita®) sob coador,
e, em seguida, foram adicionados 200 mL de agua quente
(100°C). O pé usado foi, em seguida, descartado, e o extrato
aquoso apods resfriamento (temperatura ambiente), usado nos
experimentos. No presente trabalho, foram preparadas cinco
solugdes de café nas concentragGes de 100; 50; 25; 12,5 e 6,25
mg/mL para os ensaios bioldgicos.

Teste para Deteccdo de Tumor Epitelial em Drosophila
Melanogaster

Linhagens de Drosophila, cruzamento e tratamento

D. melanogaster pertence a Classe dos insetos, ordem Diptera
e, por ser classificado como invertebrado, ndo necessita de
licenca perante o comité de ética para pesquisa com animais.
Neste trabalho, foram utilizadas duas linhagens mutantes de D.
melanogaster: (1) multiple wing hairs (mwh 3-0,3) e (2) warts
(wts,3-100).

A linhagem multiple wing hairs é mantida em homozigose
recessiva para o marcador mwh no cromossomo 3 em posi¢do
distal em relagdo ao centrémero. De forma diferente do fenétipo
selvagem que produz um unico pelo por célula, o gene mwh
em homozigose recessiva produz fendtipo de pelo nas asas da
mosca em formato multiplo.

A linhagem warts é mantida em hemizigose na presenca do
balanceado cromossémico TM3, Sb', no cromossomo 3. O gene
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warts atua como gene supressor de tumor quando expresso na
condicdo selvagem, controlando o ciclo celular, impedindo a
instalagdo de células cancerigenas.

Nesse sentido, a manifestagdo de tumor epitelial no corpo e
apéndices da mosca pode ocorrer, caso haja delegdo desse gene
(agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos) e a expressdo do alelo
recessivo, formando clones de células que sdo consideradas
altamente invasivas.

Essas linhagens foram mantidas em estoque, em frascos
contendo ¥4 meio de cultura a base de banana (1230 mL de
agua; 16,5 g de 4gar; 234 g de banana; 37,5 g de fermento
bioldgico e 1,5 g de nipagin em pd) em estufa B.O.D (SOLAB) em
ciclos claro-escuros (12h:12h) na temperatura de 25 + 2°C e 65
+ 5% de humidade relativa.

Foi realizado o cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas
virgens da linhagem wts, [1] in [1] kni [ri-1] p [p] wts [3-17]/
TM3,Sb [1]. Nesse cruzamento, foram geradas as progenies
MH - trans-heterozigoto marcado (mwh +/+wts) e progénie BH
- heterozigoto balanceado (mwh +/+TM3, Sb'). No teste wts,
apenas a progenie MH é analisada. A expressao do balanceador
cromossdmico resulta em fendtipo de pelos curtos e espessos
no corpo da mosca. Ja na progénie MH, ocorre o contrario, com
fendtipo de pelos longos e finos, sendo feita, dessa forma, a
identificacdo da progénie.

Apds cruzamento mwh +/+mwh x wts+/TM3, Sb’, foi feita a
coleta de embrides dentro do periodo de 8 horas em frascos,
contendo o meio de cultura a base de agar (4%) e fermento
bioldgico suplemento com sacarose. Larvas de 3° estagio (72+4
horas de desenvolvimento) foram lavadas com agua obtida
por sistema de osmose reverse e, em seguida, foram coletadas
com auxilio de peneira de malha fina. Logo depois da coleta,
as larvas foram submetidas a tratamento cronico (48 horas).
As larvas foram colocadas em vials (2,5 cm de diametro por 8
cm de comprimento) contendo 1,5 g de puré de batatas (Yoki®
Alimentos S.A) hidratadas com 5 mL de solugao de café nas
concentragdes 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg/mL.

Agua obtida por sistema de osmose reverse foi usada como
controle negativo. Mitomicina C (MMC) na concentragdo de
0,1mM (3,33 mg/mL) (exposi¢do durante 6 horas) foi utilizada
como controle positivo. Essa concentragcdo é baseada em
estudos de recombinagdo mitética em D. melanogaster e
ensaios de carcinogénesel’!>16,

Fixagdo de moscas e analise de tumor epitelial

Adultos eclodidos do cruzamento mwh +/+mwh x wts +/
TM3,Sb' foram fixados em etanol 70% (v/v) e analisados sobre
lupa estereoscépica (Bel® Photonics) em placa de petri com
glicerina. Os dados foram expressos em forma de diagrama
padrdo, expressando os numeros de tumores observados em
cada apéndice da mosca (olhos, cabecga, corpo, asas, pernas e
halteres).

Ensaio de sobrevivéncia

J. Health Biol Sci. 2020; 8(1):1-6

Vinte larvas de 32 estagio descendentes do cruzamento entre
machos da linhagem mwh/mwh com fémeas virgens da
linhagem wts, [1] in [1] kni [ri-1] p [p] wts [3-17]/TM3,Sb [1]
foram transferidas para vials (2,5 cm de didametro por 8 cm
de comprimento), contendo 1,5 g de puré de batatas (Yoki®
Alimentos S.A) e 5 mL de solu¢do de café nas concentragdes
100; 50; 25; 12,5 e 6,25 mg/mL. A taxa de sobrevivéncia foi
avaliada pela quantidade de larvas que, apds o tratamento,
passaram pelo processo de metamorfose e atingiram a fase
adulta (imago).

Analise estatistica

Foi usado o teste U ndo paramétrico de Mann-Whitney,
utilizando o nivel de significancia p < 0,005 para calcular as
diferencgas estatisticas entre a frequéncia de tumores epiteliais
nas moscas tratadas com café e os controles negativo e positivo.
Comparag0es estatisticas referentes a taxa de sobrevivéncia das
moscas tratadas com o café e os controles negativo e positivo
foram feitas por meio do teste do Chi-quadrado para razées de
amostras independentes.

RESULTADOS
Ensaio de sobrevivéncia

Na Figura 1, estdo apresentados os resultados referentes a taxa
de sobrevivéncia de D. melanogaster expostas a diferentes
concentragdes de café.

Figura 1. Taxas de sobrevivéncia dos descendentes de Drosophila
melanogaster resultantes dos cruzamentos mwh/mwh e wts/
TM3, sb', tratadas cronicamente com diferentes concentracdes
de café (colunas pretas). NC = Controle negativo (Agua); PC =
Controle positivo (Mitomicina C: 3,33 mg/mL
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Foi quantificada a frequéncia de tumor na cabeca, olhos, térax,
abdémen e todos os demais apéndices da mosca (pernas, asas
e halters), e as frequéncias de tumores das moscas tratadas
com café ou mitomicina C foram comparadas com a frequéncia
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de tumor observadas nas moscas do grupo controle negativo,
para estimar o potencial carcinogénico. Ndo foi observado
relacdo dose dependéncia, e os resultados revelaram que o
café concentrado (100 mg/mL) é capaz de levar a perda da
heterozigose do marcador wts, sendo evidenciado, portanto,
efeito carcinogénico.

Mitomicina na concentragdo de 3,33 mg/mL (0,1 mM) induziu
alta frequéncia de tumor epitelial, diferindo, estatisticamente,
(P<0,05) do controle negativo em todos os apéndices analisados
nas moscas.

DISCUSSAO

Na literatura, o teste wts tem demonstrado ser de grande
eficiéncia no rastreio de xenobidticos com atividade
carcinogénica e anticarcinogénica de diferentes compostos
isolados e substancias complexas'?!>

Partindo da premissa que uma grande variedade de células
cancerigenas sao resultantes do acumulo de mutagdes que
escapam do mecanismo de reparo do DNA da célula, avaliar
toxicocinética de substancia usadas na alimentagdo, é de
suma importancia no intuito de prevenir doencas associadas a
instabilidade genética.

Nesse sentido, no presente trabalho foram avaliadas a
toxicidade e a carcinogenicidade de extratos de café torrado/
moido de uso comercial em D. melanogaster. As concentragées
testadas foram baseadas na concentragdo de uso recomendado
pelo fabricante (25 mg/mL). Duas doses menos concentradas
foram avaliadas (12,5 e 6,25 mg/mL). Devido ao consumo de
café mais concentrado por uma parcela da populagdo humana,
neste trabalho, foram incluidas duas concentra¢des para
estimar os efeitos de doses concentradas de café (100 e 50 mg/
mL), sobre a toxicidade e a integridade do material genético.
Os resultados apresentados mostram que o extrato de café
na concentragdo de 100 mg/mL apresenta atividade toxica e
carcinogénica para D. melanogaster.

Desde a década de 80, o extrato do café tem sido intensamente
estudado quanto a sua capacidade de induzir efeitos
mutagénicos. A maioria dos pesquisadores usou, como

organismo modelo, Linhagens de Salmonella para rastreio
da genocidade do café, por meio do teste Ames. Diferentes
intervalos de tempo de exposi¢cdo e concentragdes confirmaram
que o café ou compostos isolados do vegetal apresentam
atividade mutagénical®?% 202122, 23,

Em vertebrados, eventos genotdxicos/mutagénicos do café ou
compostos isolados do vegetal também foram confirmados em
alguns trabalhos. Em ratos, a exposi¢cdo ao café resultou em
alteragGes negativas confirmando danos citogenéticos por meio
do Teste do micronucleo em células HepG2%.

Vérios compostos presentes no café foram usados em
tratamento isolado para verificar a contribuicdo desses nos
danos no DNA. Muitos deles foram sugeridos como sendo a
causa dos danos genéticos, entre eles, destacam-se a cafeina?’,
Trigolenina*?, metais de transi¢do?, quercentina®, 4cido
clorogénico, metilglioxal, acido cafeico?’, compostos fendlicos29
e o perdxido de hidrogénio®.

Curiosamente, efeitos mutagénicos nao foram observados na
literatura em tratamentos envolvendo o café verde, o que leva a
deduzir que a presenga dos compostos mutagénicos presentes
no café esta relacionada com o processo de torrefacdo. Essa
hipétese é suportada pelos resultados de Fujita et al*, na
qual afirma que o peréxido de hidrogénio (potente agente
mutagénico), surge no café, apds torrefagdo e que a maior
concentragdo é encontrada no café durante o preparo a 37 a
80°C (média de 500 a 750 pg de perdxido de hidrogénio em
150 mL de café). Efeitos mutagénicos no café, apds torrefagdo,
foram confirmados por outros autores?®?’.

Embora, no presente trabalho, ndo tenha sido quantificada a
presenca desses compostos no extrato do café, os resultados
para toxicidade (figura 1) e carcinogenicidade (tabela 1) na
concentragdo de 100 mg/mL em D. melanogaster pode ser
resultante do aumento da concentracdo de algum desses
compostos ou todos eles na concentracdo do extrato de café
total (100 mg/mL). Embora os resultados sejam preocupantes
devido ao consumo diario do café pelo homem, outros trabalhos
devem ser conduzidos, haja vista que varios trabalhos também
confirmam que vertebrados superiores ndo sado afetados pelos
componentes do café, devido, principalmente, a ativacdo do
sistema de metaboliza¢do!®253°,

Tabela 1. Frequéncia de tumor epitelial observados em descendentes heterozigotos para o gene supressor de tumor wts de D.
melanogaster tratados com diferentes concentrag¢ées de Café (CF) e Mitomicina-C (MMC).

Numero de tumores analisados (total de tumores)

Tratamento Numero de

(mg/mL) individuos olhos cabega asas corpo pernas halteres Total
Controle negativo 300 0,003(01) 0,000 (00) 0,020 (06) 0,096 (29) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,120 (36)
MMC 3,33 130 0,138(18)* 0,115(15)* 2,138(278)* 0,823 (107)* 0,300 (39)* 0,046 (06)* 3,561 (463)*
CF 100 300 0,030(09)* 0,010(03) 0,040(12)* 0,123 (37)* 0,033 (10)* 0,000 (00) 0,236 (71)*
CF 50 300 0,013(04) 0,003 (01) 0,026 (08) 0,066 (20) 0,033 (01) 0,000 (00) 0,113 (34)
CF 25 300 0,000 (00) 0,000 (00) 0,030 (09) 0,093 (28) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,123 (37),.
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Numero de tumores analisados (total de tumores)

Tratamento Numero de

(mg/mL) individuos olhos cabeca asas corpo pernas halteres Total
CF 12,5 300 0,000 (00) 0,000 (00) 0,006 (02) 0,100 (30) 0,050 (00) 0,000 (00) 0,100 (30)
CF 6,25 300 0,000(00) 0,003 (01) 0,023 (07) 0,080 (24) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,106 (32)

Diagndstico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia (P < 0,05).

* Valores considerados diferentes do controle negativo (P < 0,05). MMC, Mitomicina C; CF: Café.

Além disso, atividade antioxidante do café ja foi observada
por diferentes autores®**, gerando a falta de consenso ao que
diz respeito ao risco proporcionado pela bebida. O extrato
aquoso da casca do café ardbica demonstrou atuar como um
potente agente antioxidante protetor contra danos genotdxicos
induzidos pelo carcindgeno Benzo(a)Pireno em células
HepG232. Resultados semelhantes foram observados por outros
autores®:34,

Segundo Stadier et al*® (1994), o café possui compostos
mutagénicos e antioxidantes e que o tipo de preparo, e o
sistema de metabolizacdo (desintoxicacdo) diferencial entre
os organismos podem levar a um desbalango em uma dessas
atividades, gerando uma protegdo contra radicais livres
(atividade antioxidante) ou deixar o organismo vulnerdvel a

eventos mutagénicos.
CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir
que o extrato de café na concentragdo de 100 mg/mL, em
D. melanogaster e nessas condigdes experimentais, é toxico
e carcinogénico. Outros trabalhos devem ser conduzidos,
priorizando o uso de vertebrados em diferentes sistemas testes,
visando a outras informagdes acerca da toxicocinética do café.
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