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RESUMO

NASCIMENTO, Manuella Domiciano do. Efeito do extrato de café verde (Coffea
canephora) nos biomarcadores metabdlicos e na morfologia dos tecidos
hepéaticos e adiposo, em ratos com obesidade induzida por dieta rica em
gordura. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientador: Prof. Dr. André
Gustavo Vasconcelos Costa. Coorientadoras: Profd. Dr2. Neuza Maria Brunoro Costa
e Profa. Dr2. Mirelle Lomar Viana.

A obesidade é uma condi¢do crénica global que resulta em excesso de gordura
corporal, aumentando o risco de doencas como diabetes tipo 2 e problemas
cardiovasculares. Estad associada a resisténcia a insulina, dislipidemia, inflamacéo
cronica e estresse oxidativo. Alimentos contendo compostos bioativos tém mostrado
potencial para auxiliar na modulacéo da obesidade. O café verde (Coffea canephora)
ou cru, € rico em compostos bioativos como acido clorogénico, cafeina e trigonelina,
gue apresentam menor perda quando ndo passados pela torra. Estudos indicam que
o café verde pode oferecer beneficios para reduzir o estresse oxidativo e 0 peso
corporal. Assim, objetivou-se avaliar o efeito do extrato de café verde sobre alteragdes
metabdlicas e morfologia dos tecidos hepaticos e adiposo, em ratos submetidos a
obesidade. A amostra de café verde foi obtida de produtores do Caparad Capixaba.
Inicialmente quantificou-se os compostos majoritarios do café verde. Apos 48 ratos
Wistar adultos foram divididos em quatro grupos (n=12): grupo CT (dieta controle
comercial, sem suplementacéo de extrato de café verde), HF (dieta hipercaldrica rica
em gordura, sem suplementacdo de café verde), HFP (dieta hipercalorica rica em
gordura, suplementada com extrato de café verde desde a primeira semana de
experimento) e HFT (dieta hipercalorica rica em gordura, suplementada com extrato
de café verde a partir da oitava semana de experimento). A dieta para inducédo da
obesidade foi hipercaldrica e hiperlipidica (5,35kcal/g), composta por 31,2 % de banha
de porco. A suplementacdo com extrato de café verde foi realizada diariamente, com
a preparacéao de 2 mL de extrato por animal, que foi incorporado a dieta dos animais.
Os animais foram monitorados diariamente quanto a ingestdo alimentar e
semanalmente quanto ao peso corporal. Na 152 semana, foi realizado o teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal. Na 162 semana os animais foram submetidos a
jejum de 12 horas e eutanasiados por puncdo cardiaca. O sangue foi coletado e
centrifugado para analises dos marcadores metabdlicos. O tecido adiposo epididimal
e o figado foram removidos, pesados e preparados para analises inflamatorias,
oxidativas e histoldgicas. Foi aplicado o teste t para comparacdo dos resultados dos
grupos controle e ANOVA, complementada com teste de Tukey (p>0,05) para
comparacao dos grupos testes com o controle positivo. O modelo de obesidade
proposto foi efetivo, como demonstrado pelo ganho de peso, coeficiente de consumo
alimentar e calorico e parametros murinométricos. Por outro lado, o extrato de café
verde ndo apresentou efeitos significativos sobre o consumo alimentar, ganho de
peso, intolerancia a glicose, perfil oxidativo, inflamatério ou morfologia do tecido
adiposo. O grupo HFT apresentou menores concentracbes de aspartato
aminotransferase e aumento dos niveis de HDL-c, além de redugéo na gravidade da



esteatose hepatica, passando de grave para moderada. O extrato de café verde pode
beneficiar a saude hepética em condi¢des de obesidade, promovendo na modulacéo
de marcadores hepaticos, além de atenuar a gravidade da esteatose no figado,
indicando seu potencial coadjuvante no tratamento das alteracdes metabdlicas
decorrentes do consumo excessivo de calorias e de gordura.

Palavra-chave: Conilon, Composto Bioativos, Tecido Adiposo, Esteatose Hepatica,
Inflamacéo, Estresse oxidativo.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Manuella Domiciano do. Effect of Green Coffee Extract (Coffea
canephora) on Metabolic Biomarkers and the Morphology of Hepatic and
Adipose Tissues in Diet-Induced Obese Rats. 2024. Dissertation (Master's degree
in Food Science and Technology) - Federal University of Espirito Santo, Alegre — ES.
Advisor: Prof. Dsc. André Gustavo Vasconcelos Costa. Co-advisor: Prof. Drs. Neuza
Maria Brunoro Costa and Prof. Drs. Mirelle Lomar Viana.

Obesity is a global chronic condition characterized by excessive body fat, increasing the
risk of diseases such as type 2 diabetes and cardiovascular problems. It is associated with
insulin resistance, dyslipidemia, chronic inflammation, and oxidative stress. Foods
containing bioactive compounds have shown potential to assist in modulating obesity.
Green coffee (Coffea canephora), or unroasted coffee, is rich in bioactive compounds
such as chlorogenic acid, caffeine, and trigonelline, which undergo less degradation
compared to roasted coffee. Studies indicate that green coffee may offer benefits in
reducing oxidative stress and body weight. Thus, this study aimed to evaluate the effect
of green coffee extract on metabolic alterations and the morphology of liver and adipose
tissues in rats subjected to obesity. The green coffee sample was obtained from producers
in the Caparad Capixaba region. Initially, the major compounds in green coffee were
guantified. Forty-eight adult Wistar rats were divided into four groups(n=12): CT group
(control commercial diet, no supplementation with green coffee extract), HF group (high-
fat, high-calorie diet without green coffee supplementation), HFP group (high-fat, high-
calorie diet supplemented with green coffee extract from the first week of the experiment),
and HFT group (high-fat, high-calorie diet supplemented with green coffee extract starting
in the eighth week of the experiment). The obesity-inducing diet was high-calorie and high-
fat (5.35kcal/g), consisting of 31.2% pork lard. Green coffee extract supplementation was
administered daily, with 2 mL of extract per animal, incorporated into their diet. The
animals were monitored daily for food intake and weekly for body weight. In the 15th week,
an intraperitoneal glucose tolerance test was performed. In the 16th week, the animals
were subjected to 12 hours of fasting and euthanized via cardiac puncture. Blood was
collected and centrifuged for metabolic marker analyses. Epididymal adipose tissue and
the liver were removed, weighed, and prepared for inflammatory, oxidative, and
histological analyses. A t-test was applied to compare control results, and ANOVA
followed by Tukey's test (p>0.05) was used for test group comparisons against the positive
control. The proposed obesity model was effective, as demonstrated by weight gain, food
and caloric intake coefficients, and murinometric parameters. On the other hand, green
coffee extract showed no significant effects on food intake, weight gain, glucose
intolerance, or oxidative, inflammatory, or adipose tissue morphology parameters.
However, the HFT group exhibited lower aspartate aminotransferase concentrations,
increased HDL-c levels, and a reduction in hepatic steatosis severity, shifting from severe
to moderate. Green coffee extract may benefit liver health in obesity conditions,
modulating hepatic markers and attenuating the severity of liver steatosis, indicating its
potential as an adjuvant in treating metabolic alterations resulting from excessive calorie
and fat intake.

Keywords: Conilon, Bioactive Compounds, Adipose Tissue, Hepatic Steatosis,
Inflammation, Oxidative Stress.



1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crbnica, progressiva e multifatorial, caracterizada pelo
acumulo excessivo de tecido adiposo, com impacto significativo na satde metabdlica e nas
dimensdes sociais e psicologicas dos individuos, afetando negativamente pessoas de
todas as idades e grupos socioecondmicos globalmente (CHANDRASEKARAN E
WEISKIRCHEN, 2024; WHO, 2024). Estima-se que em 2025, 2,3 bilhdes de adultos no
mundo estejam acima do peso, com 700 milhdes de individuos vivendo com obesidade
(ABESO, 2024).

Essa condicdo tem se tornado uma das maiores preocupacdes de saude publica
global, uma vez que esta fortemente associada a uma série de complicagbes metabdlicas,
incluindo diabetes tipo 2, hipertenséo, dislipidemia e doencas cardiovasculares (BRAY et
al., 2017; WHO, 2024), sendo a resisténcia a insulina um fator central no desenvolvimento
desses disturbios (BRAY et al., 2017; WHO,2024).

Varios mecanismos estao associados ao desenvolvimento da obesidade, sendo eles
relacionados a fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (LIN E LI, 2021). Dentre os
guais destaca-se o0 desequilibrio entre a energia armazenada em excesso e a energia
utilizada pelo corpo, resultando em um gasto energético insuficiente e acumulo de gordura
(CHANDRASEKARAN E WEISKIRCHEN, 2024).

O consumo de dietas hiperlipidicas esta associado ao desenvolvimento da
obesidade, promovendo a hipertrofia dos adipdcitos e gerando diversos problemas de
saude (KADOWAKI et al., 2002). A ingestéo elevada de gordura contribui para a ativacao
de vias metabolicas que favorecem o armazenamento de lipidios no tecido adiposo. Por
exemplo, a baixa expressdo da adenosina monofosfato quinase reduz a oxidacédo de
acidos graxos, enquanto a ativacao da lipoproteina lipase (LPL), induzida pelo fator adiposo
induzido pelo jejum (FIAF), favorece o acumulo de triglicerideos (SEID e ROSENBAUM,
2019). Além disso, a diminuicdo dos niveis do peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-
1) esta associada ao aumento da resisténcia a insulina e a reducao da secrecao de acidos
biliares pelo figado. A diminuicdo do peptideo YY contribui para a reducdo da saciedade,
favorecendo o ganho de peso, a lipogénese é também intensificada pela regulacdo positiva
das enzimas acetil-CoA carboxilase e acidos graxos sintase (FAS) (SEID e ROSENBAUM,
2019).



O excesso de tecido adiposo, presente na obesidade, estad associado a uma
inflamacéao crénica de baixo grau, com aumento de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-
a e a IL-1B, e ao estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento na producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (AL-DOMI et al., 2017; PETELIN et al., 2017). A reducao da
inflamacgéao e do estresse oxidativo na obesidade tem sido investigada como um potencial
abordagem para terapéutica em quadros de complicacdes metabdlicas (KAWAI, AUTIERI
e SCALIA, 2021). Nesse sentido, alimentos funcionais, ricos em compostos bioativos, tém
sido propostos como auxiliares na reducéo da obesidade e no manejo das comorbidades
relacionadas (GREEN, ARORA e PRAKASH, 2020; DREHER e FORD, 2020). Entre essas
fontes alimentares, o café se destaca pela presenca de compostos bioativos com efeitos
benéficos (SIROTKIN E KOLESAROVA, 2021).

O café verde, ou café cru, refere-se ao grao obtido apds o beneficiamento, incluindo
etapas como colheita, limpeza e secagem, antes da torrefacédo (SEMEN et al., 2017). Esse
grao é rico em compostos bioativos, como acido clorogénico, cafeina e trigonelina, cujas
concentracfes podem variar conforme a variedade do café, o estagio de maturacao, as
condigdes climaticas e a composigao do solo (SANLIER et al., 2019; SEMEN et al., 2017).
O café verde, devido as suas propriedades antioxidantes (JESZKA-SKOWRON et al., 2016)
e anti-inflamatorias (BHANDARKAR et al.,, 2019a), oferece beneficios a saulde,
favorecendo o metabolismo de glicose e lipidios (MENG et al., 2013) e proporcionando
protecéo hepatica (HOSSEINABADI et al., 2020).

O café verde, ao contrario do café torrado, preserva melhor seus compostos
bioativos, como o acido clorogénico, que sdo parcialmente perdidos pelo calor durante o
processo de torrefacdo (BOSSO et al., 2023). Em razdo dessa preservacao, o café verde
oferece vantagens em comparacédo ao café torrado, justificando seu uso (BHANDARKAR
et al., 2019; MUNOZ et al., 2020).

Pesquisas sugerem multiplos beneficios do uso café verde e seus compostos para
a saude (VERMA et al., 2024). Em estudos em modelo animal, a suplementacdo com
extrato de café verde reduziu o peso corporal, melhorou os niveis de colesterol e a
resisténcia a insulina, principalmente devido ao acido clorogénico, que modula o
metabolismo da glicose e reduz a inflamacéo e o estresse oxidativo (SELIEM et al., 2022).
Em humanos, ensaios clinicos randomizados mostraram que o café verde pode reduzir o

peso corporal, o indice de massa corporal e a glicemia de jejum, além de conferir beneficios



ao perfil lipidico, sugerindo ainda beneficios metabdlicos e anti-inflamatoérios (KHALILI-
MOGHADAM et al., 2023).

Além disso, o café verde demonstrou um possivel efeito hepatoprotetor em
humanos, com reducdo nos niveis de aspartato aminotransferase em pacientes com
doenca hepatica gordurosa nado alcodlica e melhoria nos parametros do perfil lipidico
(SHAHMOHAMMADI et al., 2017). No entanto, as evidéncias s&do inconsistentes, com
alguns estudos ndo observando mudancgas significativas, o que sugere a necessidade de
mais pesquisas para esclarecer esses efeitos (DING AND ZHANG, 2021).

Nesse contexto, a intervencéao dietética com extrato de café verde, € pautada na sua
capacidade antioxidante proveniente de compostos bioativos como uma proposta para
minimizar os efeitos metabolicos associados a obesidade, com o objetivo de fornecer novas
perspectivas e estratégias de manejo da obesidade e reducdo do risco das doencas

relacionadas.



2. HIPOTESE

A suplementacdo com extrato aquoso de café verde (Coffea canephora) em modelo
animal com obesidade induzida pela dieta, ira promover melhoria nos marcadores
metabdlicos e a salde hepatica. A administracédo do extrato de café verde de forma precoce
ird prevenir o desenvolvimento da obesidade e a administracdo de forma tardia, ou seja,

apos a doenca instalada, reduzira os danos gerados pela obesidade.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do extrato de café verde sobre alteragdes metabdlicas e morfologia

dos tecidos hepaticos e adiposo, em ratos induzidos a obesidade.

3.2 Especificos

e Analisar o teor de cafeina, acido clorogénico, trigonelina no extrato de café verde;

¢ Induzir a obesidade nos animais experimentais;

e Investigar o efeito do extrato de café verde sobre o consumo alimentar e medidas
murinomeétricas dos animais experimentais;

e Analisar o efeito do extrato de café verde na tolerancia a glicose, perfil lipidico,
marcadores hepaticos, perfil oxidativo e inflamatorio dos animais;

e Verificar a acao do extrato de café verde sobre a infiltracdo lipidica do tecido hepatico
em ratos;

e Avaliar o efeito do extrato de café verde sobre a morfologia do tecido adiposo, dos ratos.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Obesidade e comorbidades associadas

Considerada um problema de saude publica global, a obesidade tem acometido
milhdes de pessoas em todo o mundo ao longo dos anos (APRELINI et al. 2021). Dados
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que, em 2022, uma em cada oito
pessoas no mundo viviam com obesidade, evidenciando um aumento preocupante da
doenca ao longo dos anos em todo o mundo, independentemente da faixa etaria, com alta
prevaléncia entre criangas, adolescentes e adultos (WHO, 2024).

Essa prevaléncia fica ainda mais alarmante com as projecfes futuras da doenca,
gue indicam que com a continuidade de crescimento de maneira exponencialmente bilhdes
de pessoas em todo o mundo estardo vivendo com obesidade até 2030 (WORLD OBESITY
FEDERATION, 2024). Esses dados evidenciam a urgéncia de intervencdes eficazes para
combater a obesidade e as comorbidades associadas, uma vez que o aumento da
prevaléncia de obesidade representa um desafio para a saude publica e a economia global
(LEMAMSHA et al., 2019; WORLD OBESITY FEDERATION, 2024).

Além de seu impacto sobre a saude, associado ao desenvolvimento de diversas
doencas cronicas, a obesidade gera implicacdes socioeconémicas significativas. Os custos
com tratamentos médicos e o0 aumento das despesas de saude impdem desafios
crescentes aos sistemas de saude, que enfrentam uma elevada demanda de recursos para
atender pacientes com comorbidades relacionadas a obesidade (NILSON et al., 2020;
RIMES-DIAS et al., 2022).

A obesidade é definida pela OMS como uma doenca multifatorial complexa,
caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal que representa um risco a saude
(WHO, 2024). Seu aparecimento é fortemente associado ao desequilibrio energético, ou
seja, aumento do consumo de alimentos altamente caldricos, particularmente advindos de
alimentos ricos em acucares e gordura, juntamente com um estilo de vida sedentario. Além
disso, a obesidade pode ser influenciada por uma combinacdo de fatores genéticos,
ambientais, comportamentais e socioecondmicos, que ampliam a dificuldade de controle
da doenca (BUSEBEE et al. 2023; JAISON et al. 2024; KIM et al. 2024).

A regulacdo energética € um processo dindmico e complexo que envolve nédo

apenas mecanismos sensoriais e motores entéricos, mas também complexas vias



hormonais e neuroldgicas, que interagem de forma interdependente, sendo essenciais para
a manutencao da homeostase energética (BUSEBEE et al., 2023). A integracao de sinais
entre estruturas centrais, como o nucleo arqueado do hipotdlamo, e 6rgaos periféricos é
essencial para o controle do ciclo fome-saciedade, um componente chave na regulacao da
homeostase energética (BACARRI et al., 2024). Os neurbnios envolvidos nesse processo
sdo regulados por receptores que promovem efeitos orexigenos ou anorexigenos,
resultando na producdo de peptideos considerados biomarcadores de disturbios
metabdlicos frequentemente associados a obesidade (BACARRI et al., 2024).

O acumulo de gordura, sintoma caracteristico da obesidade, esta vinculada a
diversas alteracBes metabolicas, imunoldgicas e inflamatérias que promovem danos
teciduais e comorbidades associadas a condi¢cdo (BUSEBEE et al., 2023; WEIJIE, 2024). O
tecido adiposo é formado por diversos tipos de células, incluindo adipocitos, células
endoteliais e células imunologicas, as quais produzem citocinas pro- inflamatorias, como
fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL), que sdo essenciais para a manutencao
e funcao do tecido (MAN et al., 2022).

Os adipdcitos, principais células do tecido adiposo, desempenham funcdes
essenciais na regulacdo da homeostase energética, armazenamento de lipidios e na
comunicacao intercelular por meio da secrecéo de adipocinas, que atuam nao apenas no
préoprio tecido adiposo, mas também em outros o6rgaos, como o figado, os musculos e o
cérebro (SONG E KUNG, 2019). O tecido adiposo também desempenha papel fundamental
na regulacdo energética por meio da secrecdo de hormdnios como a leptina e a
adiponectina (BUSEBEE et al., 2023).

A obesidade é uma doenca que tem impacto em todos os sistemas organicos do
individuo, sendo um fator de risco para aumento da mortalidade e desenvolvimento de
diversas doencas como diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertenséo, dislipidemias, doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (BUSEBEE et al., 2023). Essa condi¢cao impacta
diretamente a saude mental, qualidade e expectativa de vida (JAISON et al., 2024).

Estudos mostram que a obesidade, ao modificar o tecido adiposo, induz uma
ativacao pro-inflamatoria das células imunes residentes nesse tecido (REYES-FARIAS et
al., 2021; UNAMUNO et al., 2018). Esse processo resulta em um estado de inflamacéo
cronica de baixo grau, caracterizado pela liberacdo de moléculas pré-inflamatoérias, como
TNF-a e IL-6, pelo tecido adiposo (UNAMUNO et al., 2018). Essas moléculas disseminam-

se sistemicamente, atingindo em outros tecidos, onde comprometem o metabolismo e



favorecem o desenvolvimento de condi¢cbes como resisténcia a insulina e dislipidemias
(KANE E LYNCH, 2019; LE LAY et al., 2021, UNAMUNO et al., 2018).

As dislipidemias, que representam um grupo de alteracdbes metabdlicas
caracterizados por modificacdo nos niveis de lipidios no sangue, incluindo colesterol total
e suas fracbes, bem como os triglicerideos. Essas condi¢cdes exercem uma contribuicéo
significativa no desenvolvimento e progresso de doencas cardiacas, sendo consideradas
um dos principais fatores de risco para a aterosclerose, infarto e acidente vascular cerebral
(BERBERICH E HEGELE, 2022).

A disfuncéo do tecido adiposo, bem como a resisténcia a insulina séo os principais
mecanismos que promovem a dislipidemia. A insulina atua suprimindo a lipdlise no tecido
adiposo ao inibir a atividade da lipase sensivel a horménios, o que limita a liberacéo de
acidos graxos livres na circulacdo (VEKIC et al., 2019). Além disso, a insulina promove a
degradacéao da apolipoproteina B-100 (apoB-100) e reduz a secrecao de lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) pelo figado (HAAS et al., 2013, SU et al., 2021).

Na circulacéo, a insulina estimula tanto a hidrolise de triglicerideos das particulas de
VLDL, mediada pela LPL, quanto a atividade da lipase hepética, promovendo, de forma
geral, a degradacdo de lipoproteinas ricas em TG. No figado, a insulina favorece a
desfosforilacdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase, ativando a enzima e
aumentando a taxa de sintese de colesterol (SU et al., 2021, VEKIC et al., 2019). Na
resisténcia a insulina, a depuracao plasmatica de lipoproteinas ricas em triglicerideos (TG)
€ prejudicada, levando a hipertrigliceridemia. Nessa condicdo, a atividade da proteina de
transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) facilita a troca de TG por ésteres de
colesterol entre as particulas lipoproteicas, resultando em particulas de LDL-c e HDL-c
enriquecidas com TG, que se tornam menores e mais densas apos a hidrolise por lipases
plasmaticas (SU et al., 2021).

Consequentemente, compreender as causas, sintomas clinicos e métodos de
tratamento das dislipidemias € crucial para prevenir e tratar de maneira eficaz essas
condi¢Bes, visando diminuir o impacto na gravidade e letalidade das doencas
cardiovasculares (KAMSTRUP, 2021). As dislipidemias estéo ligadas a fatores de risco que
podem ser modificados, como dieta inadequada, falta de atividade fisica, excesso de peso,
tabagismo e diabetes mellitus (BERBERICH E HEGELE, 2022; KAMSTRUP, 2021).

A resisténcia a insulina, assim como as dislipidemias, € um distirbio metabdlico

intimamente ligado a fatores de risco modificaveis, como alimentagdo inadequada,



sedentarismo e sobrepeso. A resisténcia a insulina € um quadro fisiopatoldgico complexo,
caracterizado pela disfuncdo na regulacédo de glicose, com diminuicdo da resposta dos
tecidos-alvo, como musculo, figado e tecido adiposo, a acdo da insulina (SZUKIEWICZ,
2023; ZHAO et al., 2023). Entre os principais mecanismos que contribuem para essa
condicdo estdo a inflamacdo crbnica de baixo grau, frequentemente associada a
obesidade, onde o aumento significativo no aciimulo de lipidios induzido pela dieta leva a
intensificacdo da secrec¢do de citocinas pré-inflamatorias, tanto por adipécitos quanto por
macroéfagos, resultando na liberacdo de fatores de resposta pro-inflamatéria como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas 1 e 6 (AHMED et al., 2021; ZHAO et al.,
2023).

Essas citocinas interferem na via de sinaliza¢do da insulina ao alterar o padréo de
fosforilagcdo do substrato do receptor de insulina (IRS). Normalmente, a fosforilagéo do IRS
ocorre em residuos de tirosina, 0 que € essencial para a ativacao da fosfatidilinositol-3-
guinase (PI13K) e, subsequentemente, da proteina quinase B (PKB ou AKT). Essa ativacao
permite a translocacdo do transportador de glicose GLUT4 para a membrana celular,
promovendo a captacao de glicose (AHMED et al., 2021, SZUKIEWICZ, 2023; ZHAO et al.,
2023).

Entretanto, na obesidade, citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a e a IL-1p3
promovem a fosforilagdo do IRS em residuos de serina, um processo mediado por
proteinas como p38 MAPK e JNK. Essa fosforilacdo em serina inibe a fosforilacdo em
tirosina, prejudicando a sinalizacao da insulina (AHMED et al., 2021). Além disso, o TNF-a
estimula a expressao da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), que desfosforila residuos
de tirosina no receptor de insulina e no IRS, e a IL-6 induz a expressao de proteinas
supressoras da sinalizacao de citocinas, que bloqueiam fisicamente a interacao do receptor
de insulina com o IRS (AHMED et al., 2021, BLACK, 2022; PEI et al., 2022) (Figura 1).
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Figura 1 - Potenciais mecanismos celulares de resisténcia a insulina induzida pela obesidade. Adaptado de:
AHMED et al.,, 2021. A cor vermelha indica o0 mecanismo molecular da resisténcia a insulina associada a

obesidade. A cor verde claro indica a via de sinalizac&o da insulina modificada.

Essas alteracdes cumulativas comprometem a sensibilidade a insulina em tecidos
como figado, musculo e tecido adiposo, contribuindo para a resisténcia a insulina (SONG
E KUNG, 2019). A hiperinsulinemia compensatoria que ocorre em resposta a resisténcia a
insulina contribui ainda mais para a disfuncdo metabdlica, auxiliando em um ciclo vicioso
gue pode levar ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 e outras complicacbes metabdlicas
(SZUKIEWICZ, 2023).

Diabetes mellitus é uma doenca crbnica ndo transmissivel caracterizada pela
incapacidade do corpo de produzir ou utilizar adequadamente a insulina, um horménio
essencial para controlar os niveis de glicose no sangue (GU et al., 2024). Sendo uma
condicéo global que afeta milhdes de pessoas, com um crescimento alarmante nos ultimos
anos, conforme destacado pela OMS (WHO,2023).

Existem dois tipos principais de diabetes: o tipo 1, onde o sistema imunoldgico do
préprio organismo ataca e destréi parcialmente ou totalmente as células beta pancreaticas,
gue sao responsaveis por produzirem insulina (BRAWERMAN e THOMPSON, 2020;
RAHMATI et al., 2022; SAEEDI et al., 2019). Nesse processo autoimune 0 corpo se torna

incapaz de produzir insulina suficiente para as necessidades corporais e como resultado o
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individuo passa a ser insulinodependente, dependendo de uma fonte exdgena diaria para
regular seus niveis de glicose no sangue e prevenir complicacbes a longo prazo
(BRAWERMAN E THOMPSON, 2020; RAHMATI et al., 2022).

Contudo, a diabetes do tipo 2, o tipo mais comum da doenca, geralmente se
desenvolve ao longo dos anos de vida do individuo, o corpo se torna resistente a insulina
ou produz insulina em quantidades insuficientes para atender o organismo, sendo essa
fortemente associada ao estilo de vida do individuo (LAAKSO, 2019; SAEEDI et al., 2019).

Em ambos os tipos a doenca pode desencadear a complicagbes graves se nao
forem tratados adequadamente, como doencas cardiovasculares, doenca hepatica,
problemas renais e problemas de visuais (TOMIC et al., 2022). O tratamento varia conforme
o tipo, gravidade, idade do individuo, complicagbes relacionadas, mas similarmente as
outras comorbidade relacionadas a obesidade inclui: mudancas no estilo de vida com perda
de peso, habitos mais saudaveis de alimentacéo e atividade fisica, além de monitoramento
regular dos niveis de glicose sanguinea e, em muitos casos, medicamentos para controlar
a glicemia (KANALEY et al., 2022; SANZ-CANOVAS et al., 2022).

A diabetes mellitus tipo 2 e obesidade, podem contribuir ainda para o
desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA), especialmente
guando associada a resisténcia a insulina. Pois a resisténcia a insulina contribui para o
acumulo de gordura no figado, uma vez que altera o0 metabolismo de acidos graxos livres,
promovendo a lipotoxicidade, glicotoxicidade, inflamacao e até mesmo fibrose (MARUSIC
et al., 2021; TANASE et al., 2020).

A doenca hepatica ndo alcodlica, pode se apresentar de duas formas. A menos
severa, conhecida como esteatose hepatica ou DHGNA, ocorre quando ha um acumulo
anormal de gordura nos hepatocitos, as células do figado, na auséncia de consumo
excessivo de alcool (DUSEJA et al., 2023; MARUSIC et al., 2021). Esta condic&o pode ser
causada por fatores como dieta inadequada, obesidade, resisténcia a insulina,
dislipidemias, diabetes tipo 2 e condicfes genéticas (TANASE et al., 2020). A esteato-
hepatite ndo alcodlica (NASH) representa a forma mais grave da DHGNA, caracterizando-
se pela presenca de esteatose associada a inflamacéo e a fibrose hepatica. Essa condicéo
apresenta um risco aumentado de progressdo para complicacbes mais severas, como
cirrose ou carcinoma hepatocelular (DUSEJA et al., 2023; LUO E LIN, 2021).

A abordagem principal no tratamento da esteatose hepatica concentra-se em

mudancas no estilo de vida. Isso inclui uma dieta balanceada, com restricdo de calorias e
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saudavel, limitando o consumo de gordura saturada e redug¢do no consumo de acgucares.
Além disso, a reducéo do peso corporal combinado com exercicios fisicos, é fundamental.
A atividade fisica ndo so6 ajuda na perda de peso, mas também melhora a sensibilidade a
insulina, o que pode reduzir o acumulo de gordura no figado. Além das mudancas no estilo
de vida, em casos especificos, podem ser considerados medicamentos para tratar a
esteatose hepatica, embora ainda seja limitada a variedade de farmacos com consenso de
recomendacao (DUSEJA et al., 2023; HOSSEINABADI et al., 2020).

O uso de alimentos com componentes bioativos, principalmente fitoquimicos,
também tém sido estudados como alternativa no tratamento para pacientes com obesidade
e comorbidades associadas, incluindo a DHGNA, tal fato se da pelas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdérias, antilipidémicas e antiadipogénicas destes alimentos
(HOSSEINABADI et al., 2020).

4.2 Café verde e seus compostos

O café é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo, sendo apreciada
pelo seu sabor e pelos efeitos que proporciona ao organismo, tanto em termos de estimulo
guanto pelos beneficios a saude, especialmente na reducado de risco de doencas crénicas
ndo transmissiveis (GOKCEN E SANLIER, 2019, KOSITAMONGKOL et al., 2021). Tais
efeitos sdo atribuidos principalmente aos compostos bioativos presentes em sua
composi¢éo, que atuam como agente antiobesidade (CARO-GOMEZ et al., 2019; SELIEM
et al., 2022), antidiabético (CARO-GOMEZ et al., 2019; GOKCEN AND SANLIER, 2019),
hepatoprotetor (DING AND ZHANG, 2021; YU et al., 2024), antioxidante e anti-inflamatério
(GOKCEN AND SANLIER, 2019, RAMOS et al., 2021).

O café verde, por sua vez, refere-se aos graos de café em sua forma crua, ou seja,
beneficiados antes do processo de torrefacdo. Nessa condi¢édo, os graos preservam maior
guantidade de compostos bioativos, que sdo amplamente valorizados pelos seus
potenciais beneficios a saude (SANLIER et al., 2019; SEMEN et al., 2017).

Durante o processo de torra, uma parte significativa dos compostos presentes no
grao verde, como 0s acidos clorogénicos, € degradada devido as altas temperaturas. Isso
resulta em menores concentracdes desses compostos no café torrado, que, embora seja a
forma mais consumida, apresenta quantidade fendlica e capacidade antioxidante
relativamente reduzidas (SEMEN et al., 2017).
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A composicao quimica do café verde pode variar significativamente dependendo de
fatores genéticos, como a espécie de Coffea utilizada. Por exemplo, a Coffea canephora,
tende a ter niveis mais altos de acido clorogénico em comparagdo com a Coffea arabica
(TABELA 1). Fatores ambientais, como altitude, clima e préticas agricolas, também
influenciam a concentracdo dos compostos bioativos presentes nos graos de café verde
(HALL et al., 2022).

Tabela 1 - Composicéo de acido clorogénico, cafeina e trigonelina no café verde e torrado
nas espécies C. canephora e C. arabica .

Acido clorogénico  Cafeina  Trigonelina

Variedade Autor
(g/100q9) (g/100g9) (g/100g9)
Café Verde
C. canephora 7,09 - - (GUTIERREZ ORTIZ
et al., 2019)
7,16 1,43 4,13 (LEMOS et al., 2020)
1,55 1,76 - (WONGSA et al.,
2019)
C. arabica 3,13 0,97 0,65 (ACIDRI et al., 2020)
4,22 1,19 0,91 (SUALEH; TOLESSA;

MOHAMMED, 2020)

Café torrado

C. canephora 0,56 a 1,04 3,80 a 3,98 - (CORSO; VIGNOLI;
BENASSI, 2016)
1,55 1,76 - (WONGSA et al.,
2019)
C. arabica 1,00 1,30 0,85 (ACIDRI et al., 2020)
1,94 1,16 0,84 (SUALEH; TOLESSA,;

MOHAMMED, 2020)

Dentre os principais componentes presentes no café verde, os mais destacados e
estudados sao o acido clorogénico e a cafeina, porém outros compostos como trigonelina,
acido cafeico e diterpenos como kahweol e cafestol também desempenham funcbes na
gualidade e caracteristicas quimicas do café (HALL et al., 2022).

O café é rico em polifendis, com destaque para os acidos clorogénicos, conhecidos

por suas propriedades antioxidantes e antinflamatérias (NGUYEN et al., 2024). O &cido
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cafeoilquinico, principal polifenol do café, € um éster formado pelo acido cafeico e o acido
quinico, sendo amplamente referido como acido clorogénico. Esse termo, no entanto,
abrange todos os ésteres hidroxicinamicos do acido quinico, incluindo os &cidos cafeoil-,
feruloil-, dicafeoil- e cumaroilquinico, além de suas diversas formas isoméricas do &cido
clorogénico (NGUYEN et al., 2024; TAJIK et al., 2017). Diferentes tipos de café possuem
variagcdes na composicdes de acido clorogénico, sendo o &cido 5-cafeoilquinico (5-CQA) o
isbmero mais abundante nos gréos de café verde e em outras fontes vegetais (5-CQA)
(TAJIK et al., 2017).

Estes acidos atuam em diversas fun¢des no organismo, auxiliando na neutralizacao
de radicais livres, na reducdo da peroxidacdo lipidica e na inibicdo de citocinas pré-
inflamatorias (MACHADO et al., 2023). Aléem disso, estudos sugerem que o0s acidos
clorogénicos podem influenciar alteragbes metabolicas, modulando o metabolismo de
glicose, lipideos, funcdo cardiovasculares e hepaticas, o que pode auxiliar na sindrome
metabdlica e doencas relacionadas (BHANDARKAR et al., 2019; BHANDARKAR et al.,
2019a).

Esses efeitos na manutencdo da homeostase metabdlica da glicose e dos lipidios
pelo acido clorogénico estéo relacionados a ativacao de vias metabdlicas, como a proteina
guinase ativada por AMP (AMPK), cinases reguladas por sinal extracelular (ERK), e a
inibicdo de enzimas lipidicas, incluindo lipase pancreatica e HMG-CoA redutase (NGUYEN
et al., 2024; YAN et al., 2020). Além disso, o acido clorogénico influencia o metabolismo do
colesterol, modulando a homeostase de acidos biliares e bilirrubina por meio de receptores
como o receptor farnesodide X e receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama
(PPARY) (NGUYEN et al., 2024; YE et al., 2022).

A cafeina € o componente mais conhecido do café verde, sendo um alcaloide
amplamente estudado por seus efeitos ao sistema nervoso, resultando em maior estado de
alerta, excitacao, energia e melhoria de humor. No metabolismo, a cafeina € rapidamente
absorvida no trato gastrointestinal e metabolizada no figado pelas enzimas do citocromo
P450 (BARREA et al., 2023; NUGRAHINI et al., 2020).

Entre os efeitos fisiologicos da cafeina, inclui-se o bloqueio dos receptores de
adenosina, especialmente no sistema nervoso central, o que reduz a sensacao de
sonoléncia (BARREA et al.,, 2023). Além disso, apresenta efeitos antioxidantes que
protegem o organismo contra danos celulares, diminuindo os niveis de biomarcadores de

estresse oxidativo. Ademais, eleva a concentragéo e a atividade de enzimas antioxidantes
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em varios érgaos (SAIMAITI et al., 2023). Com isso, contribui para a redugéo do risco de
condicbes como doengas cardiovasculares, obesidade, diabetes mellitus, doencas
neurodegenerativas e hepaticas, por meio de suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatoérias (KACZMARCZYK-SEDLAK, et al., 2019).

4.3 Café verde e efeitos na saude

A complexa interacdo dos compostos bioativos do café verde, como o &acido
clorogénico, confere um impacto positivo em diversas areas da saude, incluindo condicées
como obesidade, diabetes e dislipidemias (VERMA et al., 2024).

Contudo, grande parte das pesquisas concentra-se em modelos in vitro ou animais,
utilizando compostos bioativos isolados presentes no café verde, o que limita a
extrapolagédo dos resultados para humanos. Ensaios clinicos que avaliem os efeitos do
extrato integral de café verde em popula¢cdes humanas ainda sao escassos, apesar de sua
importancia para validar os potenciais beneficios observados em estudos preliminares. A
Tabela 2 apresenta os resultados de estudos sobre o efeito do extrato de café verde e seus

compostos bioativos majoritarios em diferentes condi¢cdes de saude.
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Tabela 2 — Efeito do café verde e dos compostos majoritarios sobre a saude

Composto Dosagem Tempo Modelo Experimental Principais resultados Autor
Excesso de peso
ACG do 14 Camundongos Controle do ganho de peso i
220 mg/Kg . (CARO-GOMEZ et al.,
extrato de semanas ApoE -/- corporal e reducéo da
] (3x/semana) _ o 2019)
café verde (dieta HF) adiposidade.
Controle do ganho de peso
9 Camundongos ~
Trigonelina  50mglkg (oo Cs7BY6 (dista HF) corporal e redugdo da (COSTA et al., 2020)
adiposidade; reducao da inflagéo
no tecido adiposo.
Homens e mulheres
Extrato de 400 mg (ROSHAN et al.,
. . 64 dias (18 a 70 anos) Reducédo da CC e do apetite.
café verde  (2x/dia) , . 2018)
diagnosticados com
SM e IMC > 25Kg/m?2
Homens e mulheres
Extrato de 200 mg 8 (20 a 60 anos) com Reducao de peso médio, do IMC  (HOSSEINABADI et
. . diagnostico de ] ~ .
café verde  (2x/dia) semanas e da CC; reducéo da leptina. al., 2020)

DHGNA e IMC 25-
35Kg/m2
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Tabela 2 — Continua

Diabetes mellitus

ACG do 14 Camundongos Reducéo da glicose de jejum e i
220 mg/Kg o . (CARO-GOMEZ et al.,
extrato de semanas ApoE -/- melhora da sensibilidade a
. (3x/semana) _ _ _ 2019)
cafe verde (dieta HF) insulina.
) ) Camundongos Reducao na glicemia e melhora
Trigonelina 50 mg/kg _ o . _ (COSTA et al., 2020)
semanas C57BI/6 (dieta HF) da sensibilidade a insulina.
Ratos Albinos Reducédo dos niveis de glicose
Extratode 50 e 100 28 dias _ _ _ o (ABDEL-MOHSEN et
] Diabéticos (dieta HF e e aumento da sensibilidade a
café verde  mg/Kg _ _ al., 2023)
STZ - 35 mg/kg) insulina
Homens e mulheres Reducéo da glicose e da
Extrato de 400 mg 64 dias . , o S < (ROSHAN et al., 2018)
] ' diagnosticados com insulina de jejum; reducéo de
café verde  (2x/dia)

SM e IMC>25Kg/m?

resisténcia a insulina.

Doencas cardiovasculares

Ratos Albinos

Reducao de colesterol total,

Extrato de 50 e 100 28 dias S ' o (ABDEL-MOHSEN et

] Diabéticos (dieta HF e trigliceridios e LDL; aumento de
café verde  mg/Kg al., 2023)

STZ -35 mg/kg) HDL.
] Redugéo do estresse oxidativo;
Acido Células HUVECs ividade ant ot
atividade antiapoptética;

dlorogénico 100 MM 2horas  incubadas com LDLox Pop (TSAl et al., 2018)

(150 pg/mL)

aumento da massa e potencial

de membrana mitocondrial.
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Tabela 2 — Continua

Doencas hepéticas

ACG do 14 .
220 mg/Kg Camundongos Melhora da DHGNA e da (CARO-GOMEZ et al.,
extrato de semanas _ _ _
] (3x/semana) ApoOE -/- (dieta HF) fibrose hepética. 2019)
café verde
Reducédo do dano hepético e do
_ _ 9 Camundongos _ .
Trigonelina 50 mg/kg processo inflamatorio e (COSTA et al., 2020)

semanas C57BI/6 (dieta HF) o
oxidativo

_ Reducéo dos niveis de ALT e
Ratos Albinos )
Extrato de . o ' AST; melhora do perfil (ABDEL-MOHSEN et
] 100 mg/Kg 28 dias Diabéticos (dietaHF e . o
café verde inflamatorio e oxidativo; al., 2023)
STZ - 35 mg/kg) . o
melhora histopatologica.

ACG: Acido clorogénico; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; CC: circunferéncia da cintura; DHGNA: doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica; HDL: lipoproteina de alta densidade; HF: dieta hipercalérico rica em gordura(dieta high - fat); IMC: indice de massa corporal;
LDL: lipoproteina de baixa densidade; LDLox - lipoproteina de baixa densidade oxidada; SM: sindrome metabdlica; STZ: estreptozotocina.
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Na obesidade, o consumo de café verde pode ser benéfico para melhorar
parametros relacionados a doenca por meio de diversos mecanismos biolégicos. A
ingestdo de café verde pode contribuir para a perda de peso corporal ao reduzir a
absorcao de gordura, aumentar a queima de gordura para obtencéo de energia e inibir
enzimas relacionadas a sintese e ao armazenamento de gorduras no corpo
(ASBAGHI et al., 2020; BONETTI et al., 2022). Esses efeitos ocorrem por meio da
estimulacéo da oxidagéo de acidos graxos e da inibicdo da lipogénese e do acumulo
de gordura corporal, mediante a regulacdo negativa de genes relacionados a
adipogénese como: PPARYy, proteina de ligacdo ao CCAAT/enhancer a (C/EBPa),
acido graxo sintase, leptina e cluster de diferenciacao 36 (ASBAGHI et al., 2020).

Ao examinar os efeitos do extrato de café verde em ratos com obesidade
induzida, evidenciaram-se melhorias significativas nos parametros metabdlicos. A
suplementacdo com 200 mg de extrato de café verde por quilograma de peso corporal,
administrada oralmente por 8 semanas apos a inducao da obesidade, resultou em
reducdo do peso corporal e dos 6rgaos, melhora nos niveis de colesterol e insulina,
aumento da adiponectina e reducao da resisténcia a insulina (SELIEM et al., 2022).

Estudos clinicos e experimentais corroboram que o café verde poderia auxiliar
na reducéo de peso corporal, no indice de massa corporal, bem como na absorcéo e
acumulo de gordura no organismo (PIMPLEY et al.,, 2023; SELIEM et al., 2022;
VERMA et al., 2024).

O café verde melhora a sensibilidade a insulina e reduz os niveis de lipidios no
sangue, 0 que € crucial para o gerenciamento da obesidade e das condicbes
associadas (KHALILI-MOGHADAM et al. 2023; NIKPAYAM et al., 2019; SELIEM et
al.,, 2022). Contudo, é importante conduzir maiores investigacdes para elucidar
possiveis inconsisténcias e informacdes conflitantes (ASBAGHI et al., 2020).

Pesquisas destinadas a avaliar os efeitos da suplementacédo com café verde na
obesidade revelaram ndo apenas uma reducdo significativa em parametros
relacionados a obesidade, como peso corporal e marcadores bioquimicos, mas
também uma reducao na resisténcia a insulina, diminuicdo dos niveis de insulina e do
indice de HOMA (FASIHI et al., 2020; SELIEM et al., 2022). Em um ensaio clinico
randomizado, duplo-cego e controlado que investigou os efeitos da suplementacao
com extrato aquoso de café verde (400 mg, duas vezes ao dia, por 10 semanas) em

pacientes com diabetes tipo 2 e sobrepeso/obesidade, foi possivel observar uma
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reducdo significativa no peso corporal, indice de massa corporal (IMC) e glicemia de
jejum no grupo suplementado com café verde (KHALILI-MOGHADAM et al., 2023).

Acredita-se que o efeito benéfico do café verde sobre o metabolismo da glicose
deve-se aos seus compostos bioativos, com destaque para o &cido clorogénico
(KHALILI-MOGHADAM et al., 2023). Ha indicios de que o acido clorogénico pode inibir
a atividade da enzima glicose-6-fosfatase, a qual desempenha um papel crucial na
regulacao dos niveis de glicose no sangue, ao limitar a sintese de glicose por meio
dos processos de gliconeogénese e glicogendlise (ONG et al., 2012; SELIEM et al.,
2022). Ademais, o consumo de café verde esta associado a reducdo dos niveis de
glicose sérica, efeito atribuido a ativacao da AMPK, a qual promove a translocacéo do
GLUT4 para a membrana plasmatica, facilitando o transporte de glicose para o interior
das células e sua eliminagao periférica (SELIEM et al., 2022).

Além dos acidos clorogénicos, a cafeina também desempenha um papel
significativo na saude metabdlica. A cafeina tem sido associada a efeitos positivos nos
niveis de insulina e na resisténcia a insulina, impactando diretamente no DM, o que
pode ajudar a reduzir as complicacOes e a mortalidade dos pacientes (SAIMAITI et al.,
2023). Em suma, os compostos presentes no café verde atuam atraves de multiplos
mecanismos para ajudar a controlar os niveis de glicose no sangue e melhorar a
sensibilidade a insulina (KHALILI-MOGHADAM et al., 2023; ONG et al., 2012; SELIEM
et al., 2022).

Além dos efeitos benéficos na obesidade e diabetes, o café verde também
apresenta propriedades que podem influenciar positivamente as dislipidemias
(BERBERICH E HEGELE, 2022). Em animais foi demonstrado que a ingestdo de
extrato de café verde esta ligada a uma reducao consideravel nos niveis de colesterol
total, triglicerideos e lipoproteina de baixa densidade, promovendo um perfil lipidico
mais saudavel (SELIEM et al., 2022).

No estudo de Khalili-Moghadam et al. (2023), observaram-se mudancas
significativas no perfil lipidico de humanos suplementados com capsulas contendo 400
mg de extrato de café verde, duas vezes ao dia, durante 10 semanas. Houve um
aumento nos niveis de HDL-c e diminuicdo nos triglicerideos, embora os niveis de
colesterol total e LDL-c tenham permanecido inalterados. Além disso, 0s niveis de
proteina C-reativa reduziram-se, sugerindo beneficios metabdlicos e anti-inflamatérios
(KHALILI-MOGHADAM et al., 2023).
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Em concordancia, outros estudos demonstraram que a suplementacao de café
verde reduziu o colesterol total, LDL-c e triglicerideos e aumentou a capacidade
antioxidante total, indicando potenciais beneficios na redu¢éo do risco cardiovascular
e modulac&o do perfil lipidico (MARTINEZ-LOPEZ et al., 2019; SALAMAT et al., 2019).
Tal modulacédo pode ser explicada pela acdo do &cido clorogénico, que estima-se
exercer efeitos hipolipemiantes ao reduzir a absorcao de lipidios e a formacéo de
micelas de colesterol, através da inibicdo da atividade da lipase pancreatica
(ASBAGHI et al., 2020a; KHALILI-MOGHADAM et al., 2023).

Condi¢cbes metabdlicas como obesidade, diabetes e dislipidemias estédo
intimamente ligadas as doencas hepaticas, pois as alteragcdes no metabolismo da
glicose e dos lipidios frequentemente contribuem para o desenvolvimento e a
progressdo dessas disfuncdes (TANASE et al., 2020). As doencas hepaticas,
incluindo esteatose hepatica, hepatite, fibrose e cirrose, comprometem as funcoes
essenciais realizadas pelo figado (CHEN et al., 2024; TANASE et al., 2020).
Alteracdes hepéaticas, como inflamacgéo, acimulo de gordura e fibrose, podem resultar
em condicdes graves e progressivas, comprometendo significativamente a saude do
orgao (DARE et al., 2024; GUO et al., 2022).

Os efeitos associados ao café verde podem contribuir para a reducéo do risco
de desenvolvimento de esteatose hepatica e a inibicdo da progressao para esteato-
hepatite com fibrose, bem como auxiliar na modulacdo de fatores metabdlicos,
promovendo a saude hepatica e mitigando os riscos associados (HOSSEINABADI et
al., 2020; TANASE et al., 2020).

Para avaliar a saude hepética, frequentemente se utilizam biomarcadores
enzimaticos especificos, como a aspartato aminotransferase (AST) e a alanina
aminotransferase (ALT) (ASBAGHI et al., 2021). Em condi¢cfes normais, os niveis de
AST e ALT no sangue séo baixos, mas niveis elevados estdo comumente associados
a doencas hepaticas cronicas (DING E ZHANG, 2021). A aspartato aminotransferase
(AST), encontrada também em outros tecidos, € menos especifica para a avaliacdo
de leséo hepatica do que a alanina aminotransferase (ALT), que € predominantemente
expressa no figado. No entanto, ambos sao utilizados como marcadores laboratoriais
para a avaliacdo de lesdo hepatocelular e sdo frequentemente empregados no

diagnostico e monitoramento de doencas hepéticas (LIU et al., 2024).
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Estudos sugerem que a ingestao de café, incluindo o café verde pode reduzir
0s niveis de ALT e AST, sugerindo um efeito hepatoprotetor. A utilizacdo do extrato
de café verde com aveia mostrou efeitos positivos na diminuicdo das enzimas
hepaticas AST e ALT, além de reduzir os niveis de colesterol total, LDL-c e
triglicerideos (MATEOS et al.,, 2022). Outro estudo, ao analisar individuos com
excesso de peso e DHGNA, a ingestdo de 1000 mg extrato de café verde por dia,
durante 8 semanas, resultou em melhorias significativas nos niveis de aspartato
aminotransferase (AST), triglicerideos, colesterol total e acidos graxos livres em
comparacdo ao grupo controle. No entanto, ndo foram observadas diferengas
relevantes em relagédo ao peso corporal, HDL-c e LDL-c, assim como no grau de
esteatose e demais enzimas hepaticas analisadas (SHAHMOHAMMADI et al., 2017).

Apesar de varios estudos, ainda ndo ha consenso sobre a relagdo entre o
consumo de café e os niveis de ALT e AST, e consequentemente saude hepatica
(DING E ZHANG, 2021). Portanto, o efeito da suplementagédo com café verde na
funcao hepatica ndo € claro (ASBAGHI et al., 2021). Os mecanismos pelos quais o
café verde influencia a saude hepéatica envolvem diversos processos metabdlicos. Ja
discutidos anteriormente, os efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e a influéncia no
metabolismo lipidico e glicose do café verde sdo fundamentais para a protecéo
hepatica (ASBAGHI et al., 202; HOSSEINABADI et al., 2020; XUE et al., 2023).

Adicionalmente, o café verde oferece beneficios sobre a fibrose hepatica. O
acido clorogénico, presente no café verde, tem mostrado potencial na atenuacéo da
fibrose hepatica através da reducdo da inflamacédo, supressdo da lesdo oxidativa
hepatica e inibicdo da ativacdo das células estelares hepaticas, que sdo responsaveis
pela producao da matriz extracelular no figado e desempenham um papel importante
na progressdo da fibrose hepética (MIAO et al., 2022). Assim, sugere-se que
alteracdes no estilo de vida, incluindo o consumo de compostos bioativos, possam
auxiliar no manejo das doencas hepaticas (HOSSEINABADI et al., 2020).

De maneira geral, o café verde através dos seus compostos, também possui
notaveis propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias que sao particularmente
importantes para a promoc¢do da saude e prevencdo de doencas. Os compostos
bioativos, especialmente os &cidos clorogénicos e cafeina, desempenham um papel
crucial na protecao contra a inflamagéo e o estresse oxidativo (MASEK et al., 2020;
NGUYEN et al., 2024; SAIMAITI et al., 2023).
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O acido clorogénico (ACG), presente no café verde, exerce efeitos diversos na
atividade anti-inflamatérias e antioxidantes (SALAMAT et al.,, 2019). Atuando na
reducdo da atividade de vias de sinalizacdo inflamatérias, como o fator nuclear kappa
B (NF-kB), a cinase N-terminal de juncédo (JNK), as cinases reguladas por sinal
extracelular (ERK) e a proteina quinase ativada por mitdgeno p38 (p 38 MAPK)
(NGUYEN et al., 2024). Além disso, o AGC inibe a producao de fatores inflamatérios
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 1 beta (IL-1B8) e a
interleucina 6 (IL-6), diminui a expressao da ciclooxigenase-2 (COX-2) e a liberacéo
de prostaglandina E2 (PGE2) em células expostas a lipopolissacarideo (LPS), além
de controlar a liberacdo de citocinas e quimiocinas, ajudando a prevenir patologias
(NGUYEN et al., 2024; NIKPAYAM et al., 2018).

Além de estar ligado a ativacéo de vias relacionadas a eliminacéo de radicais
livres, protegendo os tecidos contra danos oxidativos e apoptose. Os acidos
clorogénicos demonstraram melhorar a capacidade antioxidante do plasma,
evidenciada pela reducdo dos niveis de malondialdeido e de lipoproteina de baixa
densidade oxidada (ox-LDL) (NIKPAYAM et al., 2018). Além disso, o0 ACG pode
aumentar a capacidade antioxidante total do plasma, contribuindo de maneira
significativa para a defesa celular contra o estresse oxidativo (NIKPAYAM et al., 2018;
SALAMAT et al., 2019).

Em sintese, os compostos bioativos do café verde, especialmente os acidos
clorogénicos, desempenham um papel fundamental na promocdo da saude e na
prevencao de diversas doencas cronicas, evidenciando-se como aliados valiosos no
combate a inflamacéo, ao estresse oxidativo e as disfuncées metabdlicas. No entanto,
embora os resultados sejam promissores, 0s estudos realizados em humanos ainda
sdo limitados, ressaltando a necessidade de pesquisas adicionais para consolidar

essas evidéncias e ampliar o entendimento sobre seus beneficios clinicos.
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5. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado nos Laboratérios dos Departamentos de Medicina
Veterinéria, Engenharia de Alimentos e de Farmacia e Nutricdo da Universidade do
Espirito Santo (UFES), campus Alegre. As amostras de café verde do tipo Conilon
(Coffea canephora) foram adquiridas de produtores da propriedade Fazenda Pessin
(20°20'17.8"S 41°24'04.9"W), no municipio de Muniz Freire — ES, referente a safra de
2021 - 2022. Conforme informagdes dos produtores, o café foi colhido manualmente
e seco de forma indireta, ou seja, sem contato direto com a fonte de calor, a uma
temperatura média de 180°C por aproximadamente 50 horas. Durante o processo, 0

ar quente circula ao redor dos graos, removendo a umidade de maneira controlada.

5.1. Extrato aquoso de café verde

Os gréos de café verdes foram moidos em moinho de facas tipo Willy SL-31
(Solab, Brasil) e em seguida peneirados (14 mesh) para obtencdo de tamanho de
particulas inferior a 1,18 mm, armazenados em embalagens a vacuo e ao abrigo da
luz até elaboracéo dos extratos. O extrato aquoso foi obtido diariamente utilizando um
sistema de filtracdo simples com filtro de papel, onde era filtrado 1 g de p6 para cada
1,6 mL de agua a 90°C (SILVA et al., 2022).

5.2 Determinacéao dos teores de cafeina, acido clorogénico e trigonelina

A determinacdo dos teores de cafeina, acido clorogénico e trigonelina no
extrato de café verde foi obtida utilizando-se um sistema cromatografico UPLC Acquity
(Waters Corporation, EUA), equipado com sistema de bomba quaternaria e detector
de arranjo de diodos (DAD). As amostras e a fase movel foram filtradas em
membranas de 0,22 um antes da analise. Injetou-se 20 yL das amostras de extrato
aquoso (diluido na propor¢éao 1:5 v/v) em uma coluna de fase reversa C18 (21 x 50
mm, 1,7 um, Waters Acquity), mantida a 40°C. A fase movel utilizada foi composta por
metanol, &gua e acido acético na proporc¢ao de 20:80:1 (v/v), com fluxo de 0,1 ml/min,
eluicdo isocratica e com tempo de corrida de 8 minutos. A identificagdo dos compostos

foi feita a 272 nm, comparando-se padrées comerciais com 0S compostos de
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interesse, e a quantificagdo feita com concentragdes conhecidas dos compostos. O

apéndice A apresenta as curvas padrao dos compostos analisados.

5.3 Estudo em modelo animal

Foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus)
(aproximadamente 21 dias de idade), provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram alojados em gaiolas
individuais de ac¢o inoxidavel, com controle da iluminacao (ciclo de luz claro/escuro de
12 horas), temperatura de 22 °C (x 1 °C) e receberam dieta e agua ad libitum. Os
animais permaneceram em ambientac&o por 7 dias.

Foi realizado durante todo o experimento o controle diario do consumo
alimentar e avaliagcdo semanal do peso corporal. O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo, campus
Alegre, sob o numero 001/2023 (Anexo A).

5.4 Delineamento experimental

Foram testados os efeitos do extrato de café verde, de forma preventiva e de
tratamento, sobre as altera¢cdes metabolicas e morfologicas relacionadas a obesidade.
Para isso apos o periodo de ambientacdo os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais (n= 12/grupo): grupo CT (controle negativo, dieta controle comercial,
sem suplementacdo de extrato de café verde), HF (controle positivo, dieta
hipercalorica rica em gordura para inducédo da obesidade, sem adicdo do extrato de
café verde), HFP (grupo experimental de prevencdo, dieta hipercaldrica rica em
gordura para inducdo da obesidade, com adicdo do extrato de café verde desde a 12
semana de tratamento) e HFT (grupo experimental de tratamento, dieta hipercalorica
rica em gordura para inducdo da obesidade, com adicédo do extrato de café verde a
partir da 8% semana).

Os animais receberam agua e dieta ad libitum e a inducédo da obesidade foi
realizada durante 8 semanas, por meio da administracao de uma dieta hipercalérica e
hiperlipidica, ou seja, rica em gordura (HF). As concentracdes de cafeina e de acido

clorogénico analisados no extrato de café foram utilizadas para determinar o
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percentual de suplementagdo da dieta dos animais. Os animais foram monitorados
diariamente em relacdo a ingestédo alimentar e semanalmente, para avaliacdo do peso
corporal, tais registros foram utilizados para o calculo da média de ingestéo total e
ingestdo dos compostos majoritarios do extrato de café verde, média de ganho de
peso e coeficiente de eficiéncia alimentar.

Na 152 semana foi realizada a andlise glicémica, pelo teste de tolerancia a
glicose intraperitoneal (TTGip). Na 162 semana, ou seja, ao final do experimento, foi
aferido e registrado o comprimento nasoanal (CNA) dos animais. Esses dados foram
utilizados para o célculo do indice de Lee, um parametro que relaciona o peso corporal
e o comprimento nasoanal, sendo o indice foi calculado por meio da férmula: [3VPeso
corporal (g)/CNA (cm)]. ApGs os animais foram submetidos a jejum de 12 horas e
anestesiados pela administracao intraperitoneal de uma dose de 0,4 mL/100 g de
massa corporal de uma combinacdo de cetamina, xilazina e soro fisioldgico, na
proporcao de 1,5:1:1,5 via intraperitoneal. Ap0s, foi realizada a eutanasia por puncéo
cardiaca e o sangue coletado foi centrifugado a 3000g por 10 minutos a 4°C (MPW
Med. Instruments, modelo MPW-351, Warszawa, Poland) para obtencdo do soro. O
soro foi transferido para microtubos identificados e armazenado a -80° C até o
momento da analise dos marcadores metabdlicos. Tecido adiposo epididimal e figado
foram removidos, lavados com soro fisioldgico e pesados para analises histologicas e
para observacao de alteracdes inflamatérias e oxidativas. Uma parte dos tecidos foi
imediatamente fixada, enquanto outra parte foi armazenada a -80°C para posteriores
analises. A partir do peso do figado, também foi calculado o indice hepatossomatico
(IHS), calculado utilizando a formula: (peso do figado (g)/peso corporal total do animal

(9)) x 100. O periodo experimental total foi de 16 semanas (Figura 3).
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Figura 2 — Esquema do desenho experimental. CT: grupo controle negativo, dieta comercial; HF: grupo
controle positivo, dieta high fat; HFP: grupo que recebeu dieta high fat suplementada com extrato desde
a 12 semana de tratamento; HFT: grupo que recebeu dieta high fat suplementada com extrato de café

verde a partir da 82 semana de tratamento.

5.5 Dietas experimentais

O grupo controle recebeu dieta comercial da marca Nuvilab® (339 kcal/100 g;
dos quais 63% de carboidratos, 26% de proteinas e 11% de lipideos) (DE VICENTE
et. al. 2021). Os grupos com inducéo de obesidade receberam dieta hipercal6rica rica
em gordura — HF, sendo sua composicao baseada na AIN-93M, com adicao de 31,2%
de banha de porco (CINTRA et al., 2012; REEVES et. al. 1993) (TABELA 3).

A composicdo da dieta hipercalorica rica em gordura (535,8 kcal/100 g; dos
qguais 34,7% de carboidratos, 17% de proteinas e 35,2% de lipideos), contava com os
seguintes ingredientes: caseina, celulose microfina, mix de minerais (AIN-93M), mix
de vitaminas (AIN-93M), L — cistina e bitartarato de colina adquiridos na Rhoster®;
amido de milho (Maisena®), sacarose (Uni&o®), 6leo de soja (Soya®), banha (Aurora®)
(Tabela 3). As dietas foram preparadas semanalmente e acondicionadas em sacos
plasticos e permaneceram sob refrigeracdo até o momento da administracdo aos
animais.

O extrato de café verde foi incorporado na dieta no momento da montagem dos
pellets e a quantidade do extrato aquoso de café verde ofertada dependeu dos
resultados da analise do teor de cafeina, visto que a dosagem diaria deste composto
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ndo deveria passar de 45 mg de cafeina/kg de peso (ILBACK et. al. 2007; SILVA et.
al. 2022). Dessa forma, foram ofertados 2 ml de extrato por dia por animal, adicionados

e homogeneizados na dieta no momento da oferta para os animais experimentais.

Tabela 3 — Composicao da dieta experimental

Ingredientes (g/100g) CT HF

Racao comercial 100 -
Amido de milho - 115
Caseina - 20
Sacarose - 13,2

Amido dextrinizado - 10
Oleo de soja - 4,0
Banha - 31,2

Celulose microfina - 5
Mix de minerais AIN-93M - 3,5

Mix de vitaminas AIN-93M - 1
L-cistina - 0,3
Bitartarato de Colina - 0,2

Energia (kcal/100q) 339,0 535,8

5.6 Avaliacao da tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip) foi realizado na 152
semana com animais ndo anestesiados, apos jejum de 8h. Uma solucéo de glicose a
50% (2,0 g/kg de peso corporal) foi administrada na cavidade peritoneal, e as
amostras de sangue foram coletadas através de uma incisdo na ponta da cauda, nos
tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos para a determinacdo das concentracdes de
glicose. Os niveis de glicose no sangue foram medidos com um glicosimetro portatil
(Accu-Chek, Roche), usando tiras de testes apropriadas. Os resultados, expressos
em mg.dL? , foram utilizados para calcular a rea sob a curva (AUC) de glicose,

plotada em um grafico versus o tempo em minutos.
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5.7 Marcadores bioguimicos

As dosagens de colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
triacilglicerois, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
foram realizadas por analisador bioquimico semi automético (Bio-2000IL, BioPlus).

As dosagens foram determinadas a partir do soro, com a utilizagdo dos Kkits
enzimaticos colorimétricos da marca Gold Analisa®. O contetdo de lipoproteina de
baixa densidade (LDL-c) foi estimado pela Equacéo de Friedewald (FRIEDEWALD;
LEVY; FREDRICKSON, 1972).

LDL-c (mg/dL) = Colesterol total — HDL-c — (Triacilglicerais /5).

O indice de Castelli | foi obtido pela razdo entre colesterol total e HDL-c
(Colesterol/HDL-c), enquanto o indice de Castelli 1l foi determinado pela raz&o entre
LDL-c e HDL-c (LDL-c/HDL-c).

5.8 Biomarcadores de estresse oxidativos

As amostras de tecidos adiposo e hepatico coletadas foram utilizadas para a
determinacdo das atividades de enzimas antioxidantes, incluindo catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD) e oxido nitrico (ON). Inicialmente para as analises, o
homogenato de figado foi preparado com 200 mg de figado, o qual foi misturado com
1 mM de EDTA (pH 7.4) e 1000 yL de tampéao fosfato (50 mM). O conteudo foi
macerado e centrifugado (1200g/ 10 min/ 4°C), e o sobrenadante foi coletado para a
analise das enzimas antioxidantes, 0 mesmo processo foi realizado para analise do
tecido adiposo.

Para a quantificacdo da enzima superoxido dismutase (SOD), 243 uL de
tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 8,2) (1 mM de EDTA), 12 uL de MTT (1,25 mM) e 15 uL
de pirogalol (10 mM) foram misturados no homogeneizado dividido em aliquotas. Para
determinar o branco, 12 L de MTT e 288 pL de tampé&o foram adicionados aos pocos,
0s quais foram incubados por 5 minutos a 37°C, e a leitura foi realizada em um
espectrofotdbmetro a 570 nm (Thermo Scientific Multiskan GO, Waltham, MA, EUA). A
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quantificacdo de SOD foi expressa em unidades de SOD/mg de proteina
(MARKLUND, 1985).

A catalase foi realizada nas amostras do homogeneizado conforme descrito
acima. Aos 0, 30 e 60 segundos apOs o inicio da reagdo, a absorbancia foi
determinada em 240 nm (Thermo Scientific Multiskan GO, Waltham, MA, EUA). A
atividade enzimética foi relatada como pmol por mL de amostra, e os dados foram
expressos em U de catalase por mg de proteina. A atividade da catalase foi calculada
de acordo com a Lei de Beer-Lambert (AEB, 1984).

Para a quantificacdo do o6xido nitrico foram utilizados 100 pL do
homogeneizado, adicionado ao reagente de Griess e a absorbancia foi determinada
em 570 nm (Thermo Scientific Multiskan GO, Waltham, MA, EUA) (GRIESS, 1879).

5.9 Quantificacdo de PPAR-y, TNF- a, IL-18 e IL-10

As amostras de tecido adiposo e figado foram homogeneizadas usando um
inibidor de protease. O homogenato preparado foi analisado por imunoensaio com 0s
kits ELISA Rat PPAR-y (Receptor Gamma Ativado por Proliferador de Peroxissomo -
E-EL-R0724, Elabscience, Houston, TX, EUA), Rat TNF-a (Fator de Necrose Tumoral
Alfa - E-EL-R2859, Elabscience,Houston, TX, EUA), Rat IL-18 (Interleucina 1 Beta -
E-EL-R001, Elabscience,Houston, TX, EUA) e Rat IL-10 ( Interleucina 10 - ERA23RB,
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham MA, EUA). As concentracbes foram
calculadas por comparacdo com as curvas padrao correspondentes, com diluicdo de
1:50 (v/v) para o figado e 1:10 (v/v) para o tecido adiposo. O soro também foi

analisado, usando uma diluicdo de 1:20 (v/v).

5.10 Analises histomorfoldgicas

As analises histoldgicas foram realizadas no Laboratério de Patologia Animal
do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCAE/UFES). Apo6s a eutanasia dos animais experimentais, o figado e o tecido
adiposo epididimal esquerdo foram coletadas e fixadas em formol tamponado (10%),
até que fosse observado completa fixacdo. Apds, os fragmentos de aproximadamente

1 cm? foram colocados em cassetes e passaram por processamento em histotécnico
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automatico (OMA, modelo DM-40), onde foram desidratados em concentracdes
crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) por 60 minutos em cada etapa. Apos,
foram diafanizados com trés banhos de xilol por 60 minutos cada. Os tecidos foram
embebidos em dois banhos de parafina (65°C), por 60 minutos cada, apos finalizado
o processo foram emblocados em parafina e armazenados em freezer até 0 momento
do corte.

Utilizou-se um micrétomo (Leica RM2235) para os cortes dos blocos, cuja
espessura foi ajustada para 5um. Os cortes foram estendidos em banho-maria (40°C)
e colocados em laminas de vidro. Apés, foram acondicionados em laminarios de
madeira e secos. Ja secas, foi feito o processo de montagem das laminas: as laminas
foram desparafinizadas com dois banhos de xilol um de 10 minutos seguido por um
de 5 minutos. Em sequéncia, os cortes foram desidratados com dois banhos de etanol
100% por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram passadas em agua corrente
seguida por uma passagem em agua destilada.

Os cortes receberam, entdo, coloracdo com Hematoxilina-Eosina, que durou 3
e 4 minutos, respectivamente, entre as colacdes as laminas foram lavadas em agua
por 10 minutos seguidas por passagem em agua destilada. ApOs esse processo, 0S
cortes foram novamente desidratados com trés banhos de alcool 100% e diafanizados
com um banho de xilol por 3 minutos, cada. Por fim, os cortes passaram mais uma
vez no xilol e foram cobertos com laminulas de vidro, sobre balsamo do Canada.

Foram feitas microfotografias dos cortes histolégicos utilizando microscopio
optico (Opticam Microscopy Technology®, modelo O500R) acoplado a uma camera
de captacao de imagens (Opticam Microscopy Technology® - Lopt 14003) com auxilio
do software OPTHD 3.7 (Opticam Microscopy Technology®). Para a andlise do figado,
fotos foram capturadas aleatoriamente de cada animal, utilizando-se a lente objetiva
de 20x.

A infiltracao lipidica hepatica foi avaliada qualitativamente, classificando o grau
de infiltracdo de acordo com a quantidade de goticulas de gordura presentes no tecido
hepatico. As microfotografias foram examinadas e categorizadas em uma escala de O
a 4, onde: nenhum hepatocito afetado (0), menos de 25% do parénquima afetado (1),
entre 25 e 50% do parénquima afetado (2), entre 50 e 75% do parénquima afetado (3)
e mais de 75% do parénquima afetado (4) (CINTRA et al., 2006). Posteriormente, foi

calculada a média dos valores obtidos nas imagens de cada grupo. Ja para o tecido
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adiposo, foram feitas microfotografias do tecido para observar aleatoriamente o
minimo de 20 adipdcitos, sendo necessario a andlise de mais de uma fotografia, todas
tiradas utilizando-se a lente objetiva de 20x. A area de cada adipécito foi avaliada,
com auxilio do software Software Image-Pro Plus® 4.5 (Media Cybernetics, Rockville
EUA).

5.11 Anélise estatistica

Para as andlises estatisticas utilizou o software GraphPad Prism, versao
10.1.2 Inicialmente, foi aplicado o teste Kolmogorov—Smirnov para testar a
normalidade dos dados e, apds a confirmacédo da normalidade, foi aplicado o teste t
para analise dos grupos CT e HF. Os grupos HF, HFP e HFT foram comparados por
meio da aplicacdo da analise de variancia (ANOVA), complementada com teste de

Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

6. RESULTADOS

6.1. Composicao do extrato de café verde

Entre os compostos bioativos analisados o acido clorogénico foi o composto

majoritario, sendo seguido pela cafeina e trigonelina (Tabela 4).

Tabela 4 — Quantificacdo de compostos bioativos do extrato de café verde

Analise* Concentracdes

Acido clorogénico (mg/mL) 5,53+1,79
Cafeina (mg/mL) 1,84+0,35

Trigonelina (mg/mL) 0,73%0,08

Dados expressos em médiatdesvio padrdo (n=3)
*Analises realizadas em triplicata.

6.2 Peso, consumo alimentar e parametros murinométricos dos animais

A quantidade diaria consumida dos compostos bioativos do extrato aquoso de
café verde pelos animais durante o periodo experimental ndo apresentou diferenca

significativa entre os grupos HFP e HFT (Figura 3 A, 3 B, 3 C, p>0,05).
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Foi observada diferenca (p<0,05) entre o consumo alimentar médio diério,
coeficientes de eficiéncia alimentar (CEA) e caldrica (CEC) entre os grupos CT e HF
(Figuras 3 D, 3 F, 3 G, respectivamente). Embora ndo se tenha observado diferenca
significativa entre os consumo calérico médio dos grupos (Figuras 3 E, p<0,05). O
grupo controle CT apresentou um consumo alimentar médio diario maior que o grupo
experimental HF. No entanto, observou-se que a eficiéncia alimentar e caldrica foi
menor no grupo CT, indicando que apesar do menor consumo em gramas, a dieta rica
em gordura do grupo HF foi mais eficiente em promover o ganho de peso dos animais.

Os animais do grupo HF apresentaram um maior ganho de peso na 82 e 162
semana, quando comparados aos animais do grupo CT (Fig. 3 H e Fig. 3 I, p<0,05).
O mesmo comportamento foi observado no ganho de peso final dos animais (Fig. 3 J,
p<0,05). Contudo, a suplementacdo das dietas com extrato de café ndo apresentou
efeito significativo na atenuagéo do ganho de peso dos animais, quando comparado
ao grupo HF.

A Tabela 5 apresenta o0s parametros murinométricos dos animais
experimentais. Em relacdo a circunferéncia abdominal, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos CT e HF (p>0,05). No entanto, observou-se maior
circunferéncia abdominal no grupo HFT em relacédo ao grupo HF (Tabela 5, p<0,05).
Ao analisar o comprimento nasoanal dos animais nao foi possivel observar diferenca
entre os comprimentos dos animais dos diferentes grupos experimentais (p>0,05). O

indice de Lee, mostrou diferencas significativas apenas entre os grupos HF e CT.
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Figura 3 — Graficos de peso e consumo. Consumo diério de acido clorogénico (A), consumo diério de
cafeina (B), consumo diario de trigonelina (C), consumo alimentar médio diario (D), consumo calorico
médio (E), coeficiente de eficiéncia alimentar até a 16° semana (CEA) (F), coeficiente de eficiéncia
caldrica até a 16° semana (CEC) (G), ganho de peso até a 8° semana (H), ganho de peso até a 16°
semana (l), ganho de peso ao final do experimento (J). Dados expressos em média + desvio padrao
(n=48). * Diferenca estatistica entre CT e HF pelo teste t (p < 0,05).
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Tabela 5 - Andlise dos pardmetros murinométricos dos animais experimentais.

CT HF HFP HFT
Circunferéncia abdominal (cm)  17,46+1,21 17,9+1,35> 18,440,612 19,40+1,022
CNA (cm) 23,54+0,82 23,45+1,15% 23,04+0,012 23,29+0,812
indice de Lee 0,33+0,01 0,36+0,00® 0,36+0,012 0,37+0,012

Dados expressos em média + DP (n=48). * Diferenca estatistica entre CT e HF pelo teste t (p < 0,05)
na mesma linha. Letras diferentes em uma mesma linha representam diferenca estatistica, pelo teste
de Tukey (p < 0,05). CT: grupo controle negativo, dieta comercial normocalérica; HF: grupo controle
positivo, dieta hipercaldrica rica em gordura; HP: grupo que recebeu dieta hipercaldrica rica em gordura
suplementada com extrato desde a 12 semana de tratamento; HT: grupo que recebeu dieta
hipercaldrica rica em gordura suplementada com extrato de café verde desde a partir da 82 semana de
tratamento. CNA: Comprimento nasoanal.

6.3 Perfil glicémico e marcadores bioquimico dos animais

Observou-se que os valores de glicemia e AUC (Area sob a curva) foram
significativamente maiores no grupo HF em comparacéo com o CT (Fig. 4 B, p<0,05).
Esses resultados indicam uma maior intolerancia a glicose no grupo HF em relacao
ao CT, sugerindo que a dieta hipercalorica rica em gordura teve um impacto negativo
na regulacédo da glicemia. Nao foram encontradas diferencas significativas entre o
grupo HF e aqueles que receberam extrato de café verde, o que sugere que a

intervencdo com o café verde nao foi efetiva na melhoria da tolerancia a glicose.
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Figura 4 - Perfil Glicémico. Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip) (A), area sob a curva
(AUC) do TTGip (B). * Diferenca estatistica entre CT e HF pelo teste t (p < 0,05).

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados referentes aos parametros
bioquimicos sanguineos dos animais experimentais. Os parametros ALT, colesterol

total, LDL-c e triacilgliceréis ndo apresentaram diferencas estatisticas entre nenhum
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dos grupos analisados (p>0,05). Verificou-se diferenca significativa nos niveis de AST
entre os grupos CT e HF, com valor médio mais elevado no grupo que recebeu a dieta
rica em gorduras. Houve reducao de AST no grupo HFT em comparacédo ao HF e HFP
(Tabela 6, p< 0,05).

Ao analisar os niveis de HDL-c, ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre os grupos CT e HF, mas houve diferenca entre o grupo HF e HFT.
Adicionalmente, os dados indicam que o grupo HF apresentou menores valores das
razdes Colesterol/HDL e LDL/HDL, em relagéo ao grupo CT(p< 0,05).
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Tabela 6 - Resultados bioquimicos sanguineos dos animais experimentais

Marcadores CT HF HFP HFT Variacao Variacao
Bioquimicos relativa (%) relativa (%)
(HFP vs HF)  (HFT vs HF)
AST (U/L) 64,44+8,98  76,86+14,63™ 77,41+9,34%  64,50+9,05° 100,71 83,91
ALT (U/L) 39,9249,84  43,14+12,04% 45,79+12,428 36,958,792 106,14 85,65
Colesterol total (mg/dL) 65,64+10,18 57,42+9,90%  59,50+6,56% 62,67+10,432 103,62 109,14
HDL-c (mg/dL) 26,61+5,04 23,78+4,87°  26,94+3,37%  28,39+2,882 113,28 119,38
LDL-c (mg/dL) 23,14+6,56 18,394+6,202  17,83+8,842 16,73+10,532 96,95 90,97
Triacilgliceréis (mg/dL) 68,45+12,65 63,54+22,36 52,67+8,28% 63,56+11,112 82,89 100,03
Colesterol/HDL-c 2,58+0,27 2,26+0,24" 2,12+0,342 2,22+0,242 93,80 98,23
LDL-c/HDL-c 0,96+0,30 0,68+0,18™ 0,59+0,36% 0,66+0,33% 86,76 97,05

Dados expressos em média = DP (n=48). * Diferenca estatistica entre CT e HF pelo teste t (p < 0,05). Letras diferentes em uma mesma linha representam
diferencga estatistica, pelo teste de Tukey (p < 0,05). CT: grupo controle negativo, dieta comercial normocalérica; HF: grupo controle positivo, dieta hipercalérica
rica em gordura; HP: grupo que recebeu dieta hipercaldrica rica em gordura suplementada com extrato desde a 12 semana de tratamento; HT: grupo que
recebeu dieta hipercaldrica rica em gordura suplementada com extrato de café verde desde a partir da 8% semana de tratamento. AST: aspartato amino
transferase; ALT: alanina aminotransferase; HDL-c: lipoproteina de alta densidade; LDL-c: lipoproteina de baixa densidade.
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6.4 Quantificacdo de biomarcadores oxidativos e inflamatérios no soro, tecido

adiposo e hepatico

Entre as enzimas quantificadas no tecido hepatico, ndo houve diferenca nos

teores de SOD, CAT e 6xido nitrico

(Fig. 5 A; Fig. 5 B; Fig. 5 C, respectivamente).

Neste mesmo tecido, a concentracao de IL-10 (Fig. 5 D) do grupo HF foi superior ao

grupo CT (p< 0,05), mas nao houve diferenga entre os grupos tratados com dieta rica

em gordura (Fig. 5 D). De forma semelhante, ndo foram observadas diferengas

significantes entre os grupos HF na quantificacdo de IL-13, TNF-a e PPAR-y (Fig. 5

E; Fig. 5 F; Fig. 5 G, respectivamente).
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Figura 5 — Concentracdo de superdxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B), 6xido nitrico (ON)
(C), IL-10 (D), IL-1B (E), TNF-a (F) e PPAR-y (G) no tecido hepatico dos animais experimentais.*

Diferenca estatistica entre CT e HF pelo teste t (p < 0,05).

38



Com relacéo ao tecido adiposo, ndao houve diferenga na concentragéo de SOD,
CAT, ON e IL-1-B (Fig. 6 A; Fig. 6 B; Fig. 6 C; Fig. 6 D, respectivamente), quando
compararam-se o0s grupos controle (CT e HF) quanto entre os grupos tratados com
dieta rica em gordura. Também foi feita a quantificacdo de PPAR-y e IL-10 (Fig. 7 A,
Fig. 7 B, respectivamente) no soro dos animais, poréem néo foi constatada diferenca

estatistica entre 0s grupos experimentais.
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Figura 6 — Concentracdo de superdxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B), 6xido nitrico (ON)
(C) e IL-1B (D) no tecido adiposo dos animais experimentais. * Diferenca estatistica entre CT e HF pelo
teste t (p < 0,05).
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Figura 7 — Concentracdo de PPAR-y (A) e IL-10 (B) sanguineo dos animais experimentais. * Diferenca

estatistica entre CT e HF pelo teste t (p < 0,05).
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6.5 Analise morfoldgica dos tecidos hepético e do tecido adiposo epididimal

Os dados da Tabela 7 apresentam os resultados das andlises no tecido
hepético e adiposo. Em relacdo aos parametros hepéticos, o peso do figado e o grau
de infiltrac&o lipidica foram maiores no grupo HF em comparacdo com o grupo CT (p<
0,05). No entanto, o grupo HF ndo apresentou diferenca significativa em relacdo aos
demais grupos que receberam o extrato de café verde. Nao foram observadas
diferencas entre os grupos para o indice hepatossomatico.

Com relacdo ao peso do tecido adiposo epididimal, observou-se diferenca
estatistica entre os grupos controle, sendo que o grupo HF apresenta uma média de
peso duas vezes maior do que o valor apresentado no grupo CT. Ainda, observou-se
gue o peso do tecido adiposo epididimal do grupo HFT foi superior aos grupos HF e
HFP. A area dos adipdcitos e o perimetro dos adipocitos apresentaram diferenca

estatistica somente entre os controles.

Tabela 7 - Analise morfologica do tecido hepatico e do tecido adiposo epididimal

CT HF HFP HFT
Figado (g) 16,9442,67 20,21+3,26™ 21,645+3,22% 21,63+ 3,802
Grau de infiltrac&o lipidica (0-4) 0,22+0,26 3,30+0,63™ 3,1540,742 2,86+0,942
IHS 3,31+0,29 3,43+0,24% 3,58+0,472 3,35+0,43%
TAE (9) 7,62+222  17,74+3,83"  18,23+3,40° 21,03+3,562
Area dos Adipécitos (mm?) 0,28+0,04 0,42+ 0,08* 0,480,132 0,49+0,11°
Perimetro do adipécito (mm) 2,03+£0,17 2,52+ 0,25* 2,59+0,40° 2,66+0,272

Dados expressos em média £ DP. * Diferenca estatistica entre CT e HF pelo teste t (p < 0,05). Letras
diferentes em uma mesma linha representam diferenca estatistica, pelo teste de Tukey (p < 0,05). CT:
grupo controle negativo, dieta comercial normocal6rica; HF: grupo controle positivo, dieta hipercalérica
rica em gordura; HP: grupo que recebeu dieta hipercalérica rica em gordura suplementada com extrato
desde a 12 semana de tratamento; HT: grupo que recebeu dieta hipercalérica rica em gordura
suplementada com extrato de café verde desde a partir da 82 semana de tratamento. IHS: indice
hepatossomatico; TAE: Tecido adiposo epididimal.

Na Figura 8 sdo apresentadas as microfotografias do tecido hepatico (Fig. 8 A,
B, C e D) e do tecido adiposo epididimal (Fig. 8 E, F, G e H) dos grupos experimentais.
No figado, observou-se um percentual de infiltracdo lipidica elevado nos grupos de
animais que recebeu a dieta HF, caracteristica que contraria a observada ao grupo
controle, no qual ndo se observa deposicédo de gordura. Os grupos HF e HFP

apresentaram maior acumulo lipidico (superior a 75% de depdsito), quando
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comparado ao grupo HFT. O grupo HFT apresentou um menor acumulo de gordura

(entre 50% e 75%), sendo caracterizado por menores goticulas lipidicas.

Figura 8 - Fotomicrografias representativas dos tecidos hepatico (A, B, C, D) e adiposo epididimal (E,
F, G, H) dos animais experimentais. CT: grupo controle negativo, dieta comercial normocalérica (A e E
HF: grupo controle positivo, dieta hipercalérica rica em gordura (B e F); HFP: grupo que recebeu dieta
hipercaldrica rica em gordura suplementada com extrato desde a 12 semana de tratamento (C e G);
HFT: grupo que recebeu dieta hipercalérica rica em gordura suplementada com extrato de café verde
desde a partir da 82 semana de tratamento (D e H). Menos que 25% (+), entre 25% e 50% (++), entre
50% e 75% (+++) e maior que 75% (++++). Coloracdo com hematoxilina-eosina (HE). Resolu¢éo: 500
pixels. As setas indicam deposicao lipidica no tecido hepético.

7. DISCUSSAO

Entre os compostos bioativos analisados no presente estudo, o acido
clorogénico foi o principal componente encontrado no extrato de café verde, com
concentragcdo de 5,53+1,79 mg/mL, seguido pela cafeina e pela trigonelina. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura, que também identifica o &cido clorogénico
como o principal composto bioativo no extrato aquoso de café verde, seguido pela
cafeina e trigonelina (DO CARMO et al., 2022; LEMOS et al., 2020; MUNOZ et al.,
2020; SILVA et al., 2022). Em um estudo realizado com graos de café verde da mesma
regido, verificou-se concentracbes de 5,78+0,43 mg/mL para &cido clorogénico,
3,73+0,49 mg/mL para cafeina e 2,04+0,09 mg/mL para trigonelina (SILVA et al.,
2022). Embora os valores sejam semelhantes aos do presente estudo, a variabilidade
natural entre amostras de café pode ser atribuida a caracteristicas genéticas dos
graos, condi¢cBes de colheita e pds-colheita, praticas agronémicas e fatores climaticos
e ambientais (WONGSA et al., 2019).
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No presente estudo, o modelo experimental de inducdo da obesidade
demonstrou-se efetivo. Durante o periodo experimental de 8 semanas, a dieta
hipercaldrica e hiperlipidica induziu um aumento significativo no ganho de peso nos
animais, padrdo que se observou até o final do periodo experimental. A diferenca no
consumo alimentar e nos coeficientes de eficiéncia alimentar e calorica reforgca a maior
capacidade da dieta hipercal6rica rica em gordura em promover ganho de peso,
apesar do menor consumo diario pelos animais. Adicionalmente, os parametros
murinométricos auxiliam no embasamento da efetividade do modelo experimental
utilizado.

Os resultados deste estudo ndo mostraram efeitos favoraveis do consumo de
extrato de café verde na diminuicdo do peso e adiposidade dos animais obesos.
Apesar disso, a literatura aponta que o extrato de café verde contém compostos
bioativos capazes de influenciar no controle de peso, ao aumentar a lipolise (SELIEM
et al., 2022), estimular a B-oxidacéo, reduzir a atividade da lipase pancreatica, exercer
efeito lipolitico nos adipdcitos (BONETTI et al., 2022), bem como inibir a sintese de
acidos graxos, da hidroximetil-glutaril-CoA redutase e da acil-CoA-colesterol
aciltransferase (RIOS-HOYO E GUTIERREZ-SALMEAN, 2016).

A administracdo de uma dieta rica em gordura induziu também ao quadro de
intolerancia a glicose, como pode ser evidenciado pelos niveis mais elevados de
glicemia e pela maior area sob a curva (AUC) no teste intraperitoneal de tolerancia a
glicose (TTGip). Contudo, os animais dos grupos suplementados com extrato de café
verde ndo exibiram efeitos na reversédo ou atenuacao do quadro de obesidade e na
intolerancia a glicose causada pelo consumo de dieta HF. A intolerancia a glicose
observada nos grupos HF corrobora a literatura cientifica, que descreve o impacto
negativo das dietas ricas em gordura sobre a regulacdo da glicose, principalmente
guando esta € associado a obesidade (BASHIR et al., 2023; CHOI et al., 2016).

A auséncia dos efeitos significativos do extrato de café verde sobre o peso dos
animais e a intolerancia a glicose observados pode ser atribuida a dose utilizada e
tempo de intervencédo, que podem nao ter sido suficiente para produzir uma resposta
fisiologica mensuravel. Além das alteracdes nos niveis glicémicos, uma dieta rica em
gordura, principalmente saturada, pode impactar a homeostase do organismo,
modificando parametros associados ao metabolismo lipidico e a saude hepatica. A

ingestdo de gorduras saturadas tem sido associada a aumentos nos niveis de
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colesterol LDL e triacilglicerdis, o que torna o perfil lipidico menos saudavel (IZAR et
al., 2021), além de contribuir para 0 acumulo de gordura hepatica (PARKS et al.,
2017).

No presente estudo, o grupo HF néo diferiu do grupo CT no que se refere aos
niveis de colesterol total, LDL-c e triacilglicerdis. Esse achado foi semelhante aos
resultados encontrados em um estudo utilizando um modelo experimental para
inducéo de dislipidemia, no qual foi observado um possivel feedback negativo, ou seja,
uma protecdo do proprio animal a alta oferta lipidica (CINTRA et al., 2006). A elevada
deposicao de gordura no figado observada no grupo HF pode ser explicada pelo
aumento da captacdo de acidos graxos livres pelo figado, associado a um
desequilibrio entre a sintese e a exportacéo de lipoproteinas, resultando na reducéo
desses componentes na corrente sanguinea dos animais. Contrariamente, esperava-
se uma elevacao nos niveis de HDL com a administracéo de extrato de café verde,
uma vez que estudos demonstram sua associacdo com a regulacédo e melhoria do
perfil lipidico em animais e humanos (KHALILI-MOGHADAM et al., 2023; SELIEM et
al., 2022). Além disso, o acido clorogénico, presente no café verde, pode exercer
efeitos hipolipemiantes ao reduzir a absorcao de lipidios e a formacéao de micelas de
colesterol, por meio da inibicdo da atividade da lipase pancreatica e da HMG-CoA
redutase (ASBAGHI et al., 2020; KHALILI-MOGHADAM et al., 2023).

Adicionalmente, no sangue dos animais, foram dosadas as enzimas AST e
ALT. O grupo HF apresentou um aumento significativo nos niveis de AST. No entanto,
a administracdo do extrato de café verde apés o estabelecimento da obesidade (HFT)
reduziu a concentracdo desse marcador de salude hepatica a niveis semelhantes ao
do grupo CT. Os resultados demonstram que a administracéo de extrato de café verde
pode apresentar efeitos benéficos na funcdo hepéatica, mesmo no contexto de
obesidade, 0 que é consistente com a literatura existente sobre a hepatoprotecéo
associada aos compostos do café verde. Yu e colaboradores (2024), ao analisarem a
ingestdo de &cido clorogénico em animais alimentados com dieta HF, observaram
uma reducao nos niveis de AST, indicando que o acido clorogénico poderia acelerar
0 metabolismo da gordura e proteger a funcéo hepéatica (YU et al., 2024). Além disso,
Xu et al. (2014) verificaram que a administracdo de ACG também reduziu os niveis
séricos de AST e ALT em um modelo animal com lesdo hepética aguda induzida por

tetracloro-1,4-benzoquinona (XU et al., 2014). Esses efeitos protetores no figado séo
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atribuidos as propriedades antioxidantes e anti-inflamatoérias do ACG, um antioxidante
eficaz, capaz de mitigar as reacfes oxidativas e proteger o figado contra danos
causados pelo estresse oxidativo, promovendo a expressao de enzimas antioxidantes
e prevenindo a peroxidacao lipidica (HOSSEINABADI et al., 2020; XU et al., 2014).
Ademais, Shahmohammadi e colaboradores observaram redu¢é@o nos niveis séricos
de ALT apéds suplementacédo com 1 g/dia de extrato de café verde em individuos com
doenca hepatica gordurosa nédo alcoodlica (DHGNA), reforcando a evidéncia de que o
extrato pode melhorar a saude hepatica em condicbes patoldgicas
(SHAHMOHAMMADI et al., 2017). Portanto, sugere-se que o extrato de café verde
pode ter um efeito terapéutico significativo nos niveis de enzimas hepéticas no
contexto de obesidade, especialmente na forma de tratamento quando comparado
com a abordagem preventiva.

Atualmente, um novo conceito estd sendo estabelecido para a disfuncao
hepatica, substituindo a antiga denominacdo de doenca hepética gordurosa néo
alcodlica por doenca hepatica esteatodtica associada a disfuncdo metabdlica. Essa
atualizacdo reflete uma definicAo mais precisa, caracterizando a condicédo
comohepatica esteatdtica que ocorre na presenca de um ou mais fatores de risco
cardiometabdlicos, excluindo o consumo prejudicial de alcool como causa. A mudanca
visa reconhecer a complexidade da doenca, que esta intimamente ligada a disturbios
metabdlicos e ao perfil cardiometabdlico dos pacientes (TACKE et al., 2024). Portanto,
individuos obesos ou diabéticos com alguns parametros bioquimicos, oxidativos e
inflamatorios considerados normais ainda podem desenvolver doenca hepatica.

De forma mais simplificada, a doenca hepatica gordurosa nao alcodlica é
caracterizada pelo aumento de gordura no figado sem causas secundarias evidentes.
O inicio da doenca esta fortemente ligado a resisténcia a insulina e a disfuncéo do
tecido adiposo (GODOY-MATOS et al., 2020). A esteatose € 0 primeiro estagio da
doenca, tendo como causas a dieta, lipogénese de novo ou lipidios liberados do tecido
adiposo. O estresse oxidativo, inflamacéo, disfuncdo mitocondrial e resisténcia a
insulina podem levar a lesdes hepéaticas graves, resultando no segundo estagio da
doenca, que € a esteato-hepatite ou cirrose (FOURET et al., 2018).

Embora o papel protetor do café na esteatose hepatica ainda seja controverso,

estudos demonstraram uma possivel associagdo promissora entre o consumo dos
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compostos do café verde e a protecdo contra esteatose hepética, progressdo de
fibrose e danos hepéticos (CALABRO et al., 2020).

Em um estudo com o objetivo de avaliar o efeito da cafeina na reducéo de
danos hepaticos, causados por uma dieta rica em gordura em modelo animal,
constatou-se que o tratamento com cafeina melhorou a saude hepética, por meio da
reducdo dos niveis elevados de ALT, AST e bilirrubina, além de diminuir a expressao
hepéatica de mMRNA da sintase de acidos graxos e acetil-CoA carboxilase (HELAL et
al., 2018). Outro estudo mostrou que a suplementacdo de &cido clorogénico em
animais com dieta rica em gordura reduziu o acimulo de lipidios no figado e os niveis
de marcadores de lesao hepatica (ALT e AST), além de diminuir o nimero de goticulas
lipidicas e aliviar a inflamacao no trato portal, indicando um efeito hepatoprotetor (XU
et al., 2021). Por outro lado, em outro estudo, a cafeina e o extrato de café verde néo
foram efetivos em reduzir a esteatose hepatica em ratas (VELAZQUEZ et al., 2020).

No presente estudo, os animais alimentados com dieta hiperlipidica sem extrato
(HF) ou como prevencao (HFP), apresentaram um grau de infiltracéo lipidica superior
a 75%, caracterizada por macrogoticulas de gordura. Em contraste, o grupo tratado
com extrato de café verde apos o estabelecimento da obesidade (HFT) mostrou uma
infiltrac&o lipidica reduzida, com valores entre 50% e 75% e predominancia de
microgoticulas. Esses resultados demonstram uma melhor eficacia do tratamento com
café verde na reducédo do acumulo de gordura e atenuacdo do grau de esteatose no
figado, reduzindo-o de grave para moderado.

Areducéo na infiltracao lipidica observada no grupo tratado com extrato de café
verde apds o desenvolvimento da obesidade (HFT) pode ser atribuida a varios
mecanismos associados ao extrato. O café verde pode atuar reduzindo a lipogénese
(FARIAS-PEREIRA et al., 2019), promovendo a lipolise e oxidacdo de lipidios
(BONETTI etal., 2022), além de inibir a absorcéo de lipidios e modificar o metabolismo
hepatico do colesterol e dos acidos graxos (ASBAGHI et al., 2020). O inicio precoce
do tratamento, ou seja, anterior a manifestacdo da obesidade, pode nao ter sido
suficiente para prevenir a esteatose devido as respostas metabdlicas ajustadas, ao
passo que a administracdo apds o desenvolvimento da obesidade pode ter sido mais
eficaz por agir em condicfes patoldgicas ja estabelecidas.

Ao avaliar o tecido adiposo epididimal, observou-se que os grupos alimentados

com a dieta hiperlipidica apresentaram aumento no peso e na hipertrofia dos
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adipécitos em comparacdo ao grupo controle. Além disso, como evidenciado no
presente estudo a suplementagcdo com o extrato de café verde ndo conseguiu reverter
ou atenuar parametros relacionados a adiposidade nos animais experimentais.
Adicionalmente, devido a ingestdo de uma dieta hiperlipidica, que resultou em
obesidade e ao aumento da adiposidade foi possivel observar o desenvolvimento de
esteatose hepética gordurosa nao alcodlica nos animais, sendo essa confirmada pelos
parametros morfologicos e histoldégicos hepéticos, que evidenciaram alteracdes
relacionadas ao aumento hepético e maior grau de infiltracdo lipidica relacionada a
dieta.

A anadlise do perfil oxidativo no tecido hepéatico ndo revelou diferencas
estatisticas significativas entre os grupos experimentais. No presente estudo, a
suplementacdo com extrato de café verde nao foi efetiva para o aumento de
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e oxido nitrico (ON) no tecido hepatico
e no tecido adiposo. Esse resultado pode estar relacionado a dose administrada ou a
duracdo da intervencéo, que podem ter sido insuficientes para promover alteracdes
significativas na atividade antioxidante. Embora estudos anteriores sugiram que o
extrato de café verde possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (CHOI et
al.,, 2016), tais efeitos ndo foram observados de forma conclusiva no presente
experimento, ressaltando a complexidade das interacbes metabdlicas envolvidas.

A inflamacé&o crénica de baixo grau relacionada a obesidade é caracterizada
pela infiltracéo tecidual de células imunes e pela producéo de adipocinas e citocinas
inflamatorias. Esse processo envolve a ativacdo de células tanto do sistema
imunoldgico inato quanto do adaptativo (AGRAWAL et al., 2017; GUZIK et al., 2017).
Essas células podem migrar pelo tecido adiposo, figado e outros 6rgaos, contribuindo
para o desenvolvimento da inflamacéao sistémica (ANDERSEN et al., 2016).

No presente estudo foi observado um aumento na expressao hepatica de IL-10
no grupo HF, mas ndo foram observadas alteraces significativas nos niveis das
citocinas proé-inflamatoérias IL-13, TNF-a e do fator de transcricdo PPAR-y entre os
grupos. A IL-10 atua auxiliando a resposta inflamatéria através de atividades
imunorregulatérias, sendo proposto que a capacidade do organismo obeso de
produzir essa citocina (MEDEIROS et al., 2018, MOGHBELI et al., 2021). Esses
achados fortalecem a hipotese de que o organismo pode ter desenvolvido

mecanismos adaptativos para regular tanto a resposta inflamatoria quanto o estresse
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oxidativo, mantendo um equilibrio dindmico visando minimizar as alteraces
provocadas pela obesidade no tecido adiposo e hepético. Essa adaptacdo dos
animais a condicao de obesidade pode ter reduzido a capacidade de detectar efeitos
distintos do extrato de café verde. Além disso, a variabilidade na concentracdo desses
biomarcadores nos animais contribuiu negativamente para a clareza dos resultados.
Em resumo, o extrato de café verde demonstrou um impacto positivo na
reducdo da infiltracdo lipidica no figado e na normalizacdo dos niveis de AST,
sugerindo sua eficacia na melhoria da saude hepatica, especialmente em contextos
de obesidade induzida pela dieta. Estes achados ressaltam o potencial terapéutico do
extrato de café verde no tratamento e manejo de condi¢des associadas a obesidade
e sindrome metabdlica, sublinhando a importancia de abordagens dietéticas e

suplementares na promocéo da saude.

8. CONCLUSAO

Este estudo identificou e quantificou os compostos majoritarios do extrato de
café verde, destacando o acido clorogénico como o componente majoritario. A dieta
hipercalorica rica em gordura utilizada induziu de forma eficiente a obesidade nos
animais experimentais, reproduzindo condi¢cdes metabdlicas associadas a obesidade.

A suplementacdo com extrato de café verde nao apresentou efeitos
significativos sobre o consumo alimentar, o ganho de peso, a intolerancia a glicose, o
perfil oxidativo e inflamatdrio ou na morfologia do tecido adiposo. Contudo, o extrato
de café verde demonstrou um efeito hepatoprotetor ao reduzir a infiltracao lipidica no
figado, sendo este o principal achado deste estudo. Esse efeito pode estar relacionado
a capacidade dos compostos bioativos presentes no extrato de modular o
metabolismo lipidico e proteger contra a esteatose hepatica induzida pela dieta. Além
disso, foi observado um efeito positivo nos niveis de HDL, sugerindo um impacto
positivo no perfil lipidico. No caso da enzima AST, o extrato foi eficaz em melhorar o
estado funcional do figado, o que reforca seu potencial hepatoprotetor.

Os resultados deste estudo destacam a relevancia do extrato de café verde
como uma intervencdo com efeitos benéficos sobre a salde hepética, embora com

limitac6es no controle dos parametros sistémicos da obesidade. Estudos futuros séo
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necessarios para aprofundar os mecanismos de ag¢édo envolvidos, testar diferentes

dosagens e explorar potenciais efeitos sinérgicos com outras estratégias terapéuticas.
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10. APENDICE

APENDICE A- Gréficos das curvas padréo dos teores de acido clorogénico, cafeina e

trigonelina.
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11. ANEXO

ANEXO A- Aprovagdo do comité de ética.

T

w2y Uni\'ersj(lg(]t‘ Federal
e doEspirito Santo

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito do extrato de café verde na microbiota, saude intestinal e biomarcadores metabdlicos de animais

alimentados com dieta hiperlipidica e hipercalorica.”, registrada sob o n.2 001/2023, sob a responsabilidade de André Vasconcelos Costa,
que envolve a produgdo, manuten¢do ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n.167 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS — CAMPUS DE ALEGRE (CEUA-ALEGRE) do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Satude da Universidade Federal do Espirito Santo (Ufes).

Vigéncia da autorizacado: 03/2023 a 06/2024 Finalidade: Pesquisa

Espécie(s): Ratos da raca Wistar

Peso: aproximadamente entre 150g e 160g Idade: 3 semanas Sexo: Machos
Nimero de animais: 48

Origem: Biotério Central da UFES, Centro de Ciéncias da Satide, campus Maruipe, Vitéria - ES..

Alegre-ES, 15/02/2023
Mashal Costa Leme - Coordenador da CEUA-ALEGRE

Cristiane dos Santos Vergilio — Vice-coordenadora a CEUA-ALEGRE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
PROTOCOLO DE ASSINATURA

O documento acima foi assinado digitalmente com senha eletrénica através do Protocolo
Web, conforme Portaria UFES n° 1.269 de 30/08/2018, por

MARSHAL COSTA LEME - SIAPE 1818683

Departamento de Medicina Veterinaria - DMV/CCAE

Em 24/02/2023 as 10:29

Para verificar as assinaturas e visualizar o documento original acesse o link:
https://api.lepisma.ufes.br/arquivos-assinados/656 795 ?tipoArquivo=0
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