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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial efeito mutagénico do café. O material genético é
constantemente exposto a varios agentes artificiais e naturais, que podem acarretar em uma mutacao. O
café é importante alimento consumido mundialmente, porém ja que contém substdncias que podem
acarretar em uma mutacdo, torna-se importante o estudo sobre os possiveis efeitos mutagénicos. Neste
estudo foram analisados, por meio de testes ex vivo em ratos Wistar, eritrécitos micronucleados, através
do ensaio do micronucleo, laminas de células de medula dssea desses roedores. A andlise dos dados
mostrou que os diferentes tratamentos testados ndo induziram micronucleos sobre eritrocitos
policromdticos, no entanto os animais que receberam a infusdo a 1% de café consumiram
significativamente maior quantidade de infusdo em relagdo aos animais que receberam 5 e 10%. Conclui-se
gue consumo de café em quantidades moderadas ndo é capaz de induzir efeitos mutagénicos.
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MUTAGEN EFFECT OF COFFEA ARABICA L. PLANT IN BONE MARROW CELLS OF WISTAR RATS.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the potential mutagenic effects of coffee. Our genetic material is constantly exposed
to various natural and artificial agents which may result in a mutation. The coffee is an important beverage
consumed worldwide, however it contains substances that may cause a mutation, therefore it is important to
study the possible mutagenic effects of coffee. In this study ex vivo erythrocytes of bone marrow cell from rats
were analyzed by using the micronucleus test. The data analysis shows that different treatments did not induce
micronuclei of polychromatic erythrocytes, however animals that received infusion of 1% of coffee consumed
significantly greater amount of infusion than animals that received 5% and 10%. The conclusion was that coffee
consumption in moderate amounts is not capable of inducing mutagenic effects.
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INTRODUGCAO

O café é um dos produtos mais
importantes do Brasil. O pais é o primeiro
produtor e o segundo consumidor mundial do
produto. O consumo de café por pessoa no Brasil
(6,4 Kg/por habitante ano) bateu recorde em
fevereiro de 2013, sendo o maior ja registrado no
pais desde 1965, e tem se mantido estdvel nos
ultimos anos, segundo a Abic (Associacdo
Brasileira da Industria de Café)*2.

Muitas revisdes tém considerado o
potencial mutagénico do café em varios sistemas
biolégicos, tais como bactérias, leveduras e em
cultura de células de mamiferos®®. Testes in vitro

demonstraram que a cafeina, presente em cafés
e chads, afeta a acdo reparadora do DNA durante a
divisdio celular, modificando a resposta
apoptotica e alterando o funcionamento do gene
p53, que codifica uma proteina reguladora do
ciclo celular®’.

Nehlig et al. obtiveram resultados que
demonstraram que o café é clastogénico pela
inibicdo de mecanismos de reparo, seguido de
excisao, fotorreativacdo pos-replicagdo,
diminuicdo do tamanho do repiclon, inibicdo,
elongacdo e formacdo do intervalos de DNA
transformante®.
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Estudos cientificos corroboraram que as
mulheres, durante a gestagdo, devem diminuir
consideravelmente o consumo de café, pois a
depuracdo da cafeina fica alterada durante a
gravidez, sobretudo no segundo e terceiro
trimestres, quando a meia-vida da cafeina é de
cerca de 7 e 10 horas, enquanto que, em
mulheres ndo-gravidas é de 2,5 a 4,5 horas. Este
aumento da meia-vida da cafeina nas maes
coincide com o periodo durante o qual o
desenvolvimento fetal é exponencial e 0 acumulo
desta substancia poderia representar potenciais
riscos para o feto, tais como: baixo peso ao
nascer, retardo de crescimento uterino, aborto
espontaneo e aumento do risco de ruptura
precoce das membranas®’.

O crescimento das taxas de morbidade e
mortalidade perinatal e neonatal tem acontecido
devido, sobretudo, a auséncia, no feto, de
enzimas necessarias para a demetilacio da
cafeina, deixando-o exposto por um longo
periodo da vida intrauterina a esta substancia'®*.
Outros estudos relatam também que, durante a
gestacdo, a cafeina aumenta as concentragoes de
catecolaminas no sangue, e esses hormonios
acarretam efeitos negativos para o feto, em
virtude da vasoconstricdo e da hipdxia fetal'>*.

O teste do micronicleo tem sido
amplamente usado tanto in vitro quanto in vivo
como um teste primario em genética
toxicolégica, pela sua capacidade de avaliar
genotoxidade.  Os  microntcleos  sdo
fragmentos cromossdmicos ou cromatides
acéntricas e de cromossomos inteiros, que nao
sao incorporados no nucleo da célula filha
durante a divisdo celular. Eles sdo corpusculos
contendo DNA sem qualquer conexdo estrutural
com o nucleo principal®.

A presenca de micronucleos pode ser
considerada um indicativo prévio da existéncia de
alteragGes cromossémicas, por isso, a analise de
sua frequéncia vem a ser proposta como uma
alternativa para métodos classicos em
monitoramento de danos cromossémicos,
podendo ser empregada para detectar efeitos
citogenéticos em individuos cronicamente
exposto a agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos™*®.

Como o café possui uma mistura
complexa de diferentes moléculas com atividade
genotdxica, como: o metilglioxal, o perdxido de
oxigénio e os dicarbonos alifaticos, formados
durante o processo de torrefacdo e, multiplas
analises mostraram que o café induz a mutagdes
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em varias cepas de Salmonella typhimurium, em
células de hamster chinés e em linfécitos
humanos'’, é importante analisar o potencial
mutagénico do café.

Portanto, este trabalho possui como
objetivo a investigacdo de possiveis danos
genéticos, decorrentes da exposicdo a grandes
doses de café no organismo, através do teste do
micronlcleo em ratos Wistar, avaliando a
potencialidade citotdxica, genotodxica e
mutagénica do café no consumo cotidiano.

METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Biotério
experimental e Laboratério de Genética
Molecular da Universidade do Oeste Paulista -
UNOESTE.

Foram utilizados 20 ratos Wistar, em
idade adulta, pesando aproximadamente 250g,
divididos em quatros grupos com cinco animais
cada. Os ratos foram pesados e, mantidos em
caixas individuais com bebedouro e comedouro,
com livre acesso a ragdo, em condicOes
adequadas (umidade de 55%, temperatura
ambiente de 27° e ciclo de 12h luz — 12h escuro).
Um grupo recebeu agua ad libitum no
bebedouro, e o outros, diferentes concentragdes
(1, 5 e 10%) de café. Ou seja, ao invés de agua
receberam somente café ad libitum para beber,
em uma situacdo experimental de ingestdo
prolongada de café. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA
(protocolo n? 2347) da Universidade do Oeste
Paulista - UNOESTE.

O café foi preparadoem 1, 5 e 10%, onde
foi adicionada agua fervente. Essa infusdo foi
mantida por 15 minutos e, em seguida, filtrada.
Durante 19 dias, foi colocado o café no
bebedouro no periodo da manha até a tarde, no
periodo noturno foi colocado agua ad libitum e
em um periodo de 7 horas foi restringido o
acesso ao bebedouro.

As coletas para a andlise do micronucleo
foram efetuadas no 192 dia, com auxilio de
agulhas e seringas. Foi coletado o sangue
medular de cada animal, transferindo o material
para tubos vacutainer com anticoagulante EDTA.
Para cada animal foram preparadas trés laminas
com a técnica do esfregaco. As laminas foram
secadas em temperatura ambiente durante 24
horas, fixadas em metanol por 5 min e coradas
com solucdo de Giemsa.

Foram avaliados 3000 eritrécitos
policromaticos (EP) por animal (1000/lamina),
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para o registro da frequéncia de eritrdcitos
policromdticos micronucleados (PCEMNs). As
andlises foram feitas em microscépio 6ptico
(1000 x) com dleo de imersao.

Os parametros foram analisados por
ANOVA, seguidos do teste de Tukey, para
identificar as diferencas entre os grupos. Os
tratamentos foram considerados diferentes
estatisticamente quando p<0,05.
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RESULTADOS

De acordo com a Tabela 1, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos para
0 numero de micronucleos e peso dos animais
antes e depois do periodo experimental. Por
outro lado, observa-se que os animais do grupo
1% consumiram significativamente  maior
guantidade de infusdo em relagdo aos grupos 5%
e 10% que ingeriram menor quantidade de
infusdo (p<0,0001).

Tabela 1. Numero de micronucleos, peso dos animais antes e apds o periodo experimental e consumo de
infusdao pelos ratos submetidos aos tratamentos durante 19 dias.

Tratamentos Micronucleos Peso antes Peso depois Consumo
Controle 1,40 £ 0,59 189,13 + 27,39 181,95 + 20,50 -
Infusdo 1% 1,87 £0,77 153,95 + 18,73 187,19 + 13,84 490,20 +17,80°
Infusdo 5% 2,00+0,85 177,93 £ 27,54 194,59 + 17,38 337,20+ 47,30°
Infusdo 10% 1,80+ 0,61 185,58 + 10,82 183,45 + 6,96 255,20 +36,07 ¢

P 0,5887 0,0924

0,5901 <0,0001

Letras diferentes na coluna indicam diferencgas entre os grupos.

DISCUSSAO
Os resultados mostram que os diferentes
tratamentos testados nao induziram

micronucleos sobre eritrdcitos policromaticos.

Sabe-se que o café e a cafeina sdo
mutagénico em concentragées elevadas em
bactérias, leveduras e em cultura de células de
mamiferos in vitro®® .No entanto, o café e a
cafeina ndo teve os mesmos efeitos em animais
mutagénicos ex vivo®.

A acrilamida é classificada como uma
substancia provavelmente carcinogénica em
humanos®®, porém a quantidade de acrilamida
encontrada no café torrado é relativamente baixa
em relagdo ao potencial de formagdo resultante
da presenga abundante de asparagina e de
actcares redutores™.

O café também atua como um
antioxidante, reduzindo o efeito citotoxico e
mutagénico, ha indicios de que a xantina
presente no café é eficaz na inibicdo da oxidacdo
do DNA, efeito mediado através da redugao dos
radicais adenina e guanina®.

Foi reportado em outro estudo efeito
antimetastatico da cafeina em um modelo de
tumor de mamas em ratos’’. De acordo com
Abrahama e Stopperb® o café instantaneo com
cafeina pode exercer efeitos protetores in vitro
em células de mamiferos contra danos no DNA,
estas descobertas tém destacado o possivel papel
benéfico desta preparacdo de café como um
agente protetor contra a genotoxicidade.

O consumo de uma xicara de café, em
que se supde a ingestdo de 1-2 mg/kg de cafeina
por peso corpdreo resulta em concentragdo
plasmatica maxima de 5-10 uM. Um consumo
excessivo (concentracdo plasmatica >50 pM)
produz sintomas de cafeinismo (ansiedade,
agitacdo, dificuldades de conciliar o sono,
diarreia, tensdo muscular, palpitacdes cardiacas).
A dose letal (DLsy) é de 150-200 mg/kg de peso
corpéreo (concentracdo plasmatica aproximada
de 750 uM), que equivale ao consumo de uma sé
vez de 75 xicaras de café forte?. Levando em
consideracdo a concentragdo de cafeina presente
no café neste experimento, ndo houve uma
ingestdo expressiva de cafeina, o que leva a
importancia de novos estudos com o café em
concentragdes mais elevadas.

A investigacdo por meio do ensaio do
micronucleo, usada para avaliar a
mutagenicidade do café consumido em
moderadas quantidades, ndo obteve um
resultado significativo em animais superiores, em
comparagdao com alguns trabalhos encontrados
na literatura, os quais demonstram potencial
mutagénico do café e cafeina em organismos
inferiores.
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