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RESUMO

MENEGUELLI, Natélia Alves de Souza. Efeito do extrato aquoso de café verde
(Coffea canephora) na saude intestinal de animais alimentados com dieta
hipercalorica e hiperlipidica. 2024. Dissertagédo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientador: Prof.
Dr. André Gustavo Vasconcelos Costa. Coorientador(es): Prof. Dr. Leonardo Oliveira
Trivillin e Profa. Dra. Mariana Grancieri.

Habitos alimentares inadequados, como o0 excesso calérico e dietas ricas em gordura
saturada, estdo relacionados ao desenvolvimento da obesidade e a alteracdes
intestinais. O café verde € rico em compostos bioativos antioxidantes, que podem
auxiliar no manejo da obesidade. No entanto, seus efeitos sobre a saude intestinal,
especialmente no contexto da obesidade, ainda ndo estéo totalmente esclarecidos. O
objetivo foi avaliar o efeito do extrato aquoso de café verde na saude intestinal de um
modelo animal de obesidade. Foram utilizados 32 ratos Wistar adultos, divididos em
quatro grupos experimentais (n=8): grupo CT — controle negativo (dieta controle
comercial, sem suplementacdo de extrato de café verde), HF — controle positivo
(induzido a obesidade, sem extrato de café verde), HFP — grupo experimental de
prevencdo (induzido a obesidade, com suplementacao do extrato desde a 12 semana
experimental) e HFT — grupo experimental de tratamento (induzido & obesidade, com
suplementacdo de extrato a partir da 82 semana). A obesidade foi induzida durante
oito semanas com uma dieta hipercalorica e hiperlipidica (HF). Ao final da 162 semana,
os animais foram eutanasiados. Coletaram-se amostras do tecido colbnico para
analises de marcadores oxidativos (catalase, superoxido dismutase - SOD e 6xido
nitrico - ON), morfometria e proteinas de juncdo. O conteudo cecal e col6nico foi
utiizado para as analises de pH, acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e
imunoglobulina A. O consumo alimentar foi monitorado diariamente, e 0 peso
semanalmente. Na andlise estatistica, aplicou-se teste t entre CT e HF, e ANOVA
seguido de Tukey para HF, HFP e HFT, adotando-se 5% de probabilidade. Em
comparacao a CT, o grupo HF apresentou médias significativamente maiores (p<0,05)
para coeficiente de eficiéncia alimentar e calorica, ganho de peso e parametros
murinométricos, confirmando a inducéo a obesidade. Observou-se também, reducao
significativa (p<0,05) do pH intestinal, ON, SOD, parametros morfométricos, claudina
e ocludina. Contudo, a suplementacdo com o0 extrato ndo alterou os parametros
relacionados ao consumo alimentar e murinométrico dos animais. Por outro lado, no
grupo HFP, o extrato preveniu as alteracées na mucosa e a reducao das proteinas de
juncao, enquanto no grupo HFT houve reducado do pH intestinal, aumento de butirato
e acetato e recuperagdo morfométrica e aumento de claudina e ocludina. Esses
achados evidenciam os beneficios do extrato aquoso de café verde para a saude
intestinal, destacando seu potencial como estratégia na prevencgéo e tratamento de
alteracdes intestinais induzidas por uma dieta high-fat.

Palavras-chave: obesidade, conilon, acido clorogénico, acidos graxos de cadeia
curta, proteinas de juncgéo.
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ABSTRACT

MENEGUELLI, Natdlia Alves de Souza. Effect of aqueous extract of green coffee
(Coffea canephora) on the intestinal health of animals fed a high-calorie and
high-fat diet. 2024. Dissertation (Master’s degree in Food Science and
Technology) — Federal University of Espirito Santo, Alegre — ES. Advisor: Prof. Dr.
André Gustavo Vasconcelos Costa. Co-advisor: Prof. Dsc. Leonardo Oliveira Trivillin
and Prof. Dsc. Mariana Grancieri.

Inadequate eating habits, such as excessive caloric intake and diets high in saturated
fats, are associated with the development of obesity and intestinal alterations. Green
coffee is rich in bioactive antioxidant compounds, which may assist in obesity
management. However, its effects on intestinal health, particularly in the context of
obesity, remain unclear. This study aimed to evaluate the effect of aqueous green
coffee extract on intestinal health in an animal model of obesity. A total of 32 adult
Wistar rats were divided into four experimental groups (n=8): CT — negative control
(commercial control diet without green coffee extract supplementation), HF — positive
control (obesity-induced without green coffee extract), HFP — prevention experimental
group (obesity-induced with extract supplementation from the first experimental week),
and HFT - treatment experimental group (obesity-induced with extract
supplementation starting from the 8th week). Obesity was induced over eight weeks
through a hypercaloric and high-fat diet (HF) diet. At the end of the 16th week, the
animals were euthanized. Colon tissue samples were collected for analysis of oxidative
markers (catalase, superoxide dismutase - SOD, and nitric oxide - NO), morphometric
parameters and junction protein. Cecal and colonic contents were used to analyze pH,
short-chain fatty acids (SCFAs), and immunoglobulin A (IgA). Food intake was
monitored daily, and body weight was measured weekly. For statistical analysis, a t-
test was applied between CT and HF groups, while ANOVA followed by Tukey’s post
hoc test was used for HF, HFP, and HFT groups, adopting a 5% significance level.
Compared to the CT group, the HF group exhibited significantly higher means (p<0.05)
for feed and caloric efficiency coefficients, weight gain, and murinometric parameters,
confirming the induction of obesity. A significant reduction (p<0.05) in intestinal pH,
NO, SOD, morphometric parameters, claudin, and occludin was also observed.
However, supplementation with the green coffee extract did not influence parameters
related to food intake or murinometric measurements. On the other hand, in the HFP
group, the extract prevented mucosal alterations and the reduction of junction proteins,
whereas in the HFT group, it promoted a reduction in intestinal pH, an increase in
butyrate and acetate levels, morphometric recovery, and increased claudin and
occludin quantification. These findings demonstrate the beneficial effects of aqueous
green coffee extract on intestinal health, highlighting its potential as a strategy for
preventing and treating intestinal alterations induced by a high-fat diet.

Keywords: obesity, conilon, chlorogenic acid, short-chain fatty acids, junction

proteins.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é um problema de saude publica mundial. Estima-se que, até o
ano de 2035, pelo menos 50% da populacdo adulta mundial apresentard excesso de
peso corporal, o qual é caracterizado pelo indice de massa corporal (IMC) superior a
25 Kg/mz2, Esse dado é preocupante, uma vez que entre as mortes anuais atribuidas
as doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT), 5 milhdes ocorrem em decorréncia
do excesso de peso da populacéo (LOBSTEIN; POWIS; JACKSON-LEACH, 2024).

O aumento da prevaléncia de obesidade esta diretamente relacionado ao estilo
de vida, como sedentarismo e padrao alimentar inadequado, marcado pelo excesso
no consumo de calorias e gorduras (JACOB et al., 2022). Esse padrdo dietético,
possui um impacto negativo para a saude intestinal, evidenciado por danos a estrutura
da mucosa (HUANG et al., 2020; LEE et al., 2017; TANAKA et al., 2020) e reducéo
das proteinas de juncdo, como claudina, ocludina e ZO-1 (BRANDT et al., 2019; XIE
et al., 2021; YANG et al., 2019). Essas alteragcdes aumentam a permeabilidade
intestinal, facilitando a translocacdo de conteido do Iimen para a circulagdo
sistémica, o que desencadeia a resposta imunolégica exacerbada (BRANDT et al.,
2019; XIE et al.,, 2021; YANG et al.,, 2019). Além disso, 0 consumo de dieta
hipercalorica e hiperlipidica est4 associada a perda da diversidade bacteriana e
disbiose, reduzindo a abundancia de bactérias benéficas produtoras de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) (XIE et al., 2021; XU et al., 2020; YANG et al., 2019), bem
como, associada ao desequilibrio das respostas oxidativas, caracterizadas pelo
aumento de marcadores oxidativos e diminuicdo da capacidade antioxidante (YANG
et al., 2019).

Em condigbes normais, a mucosa intestinal, a microbiota e o sistema
imunoldgico associado ao intestino interagem para manter a homeostase intestinal.
Resumidamente, a mucosa, formada por células epiteliais especializadas, atua como
uma barreira fisica e bioquimica, regulando interagbes com microrganismos e o
sistema imunologico, sustentada pelas proteinas de juncdo intestinal claudina e
ocludina (PEREZ-REYTOR et al., 2021; PETERSON; ARTIS, 2014). A microbiota
intestinal, composta principalmente por Firmicutes e Bacteroidetes, exerce fungbes

metabdlicas, como a producdo de AGCC (acetato, propionato e butirato) e protecao
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contra patogenos (IACOB; IACOB; LUMINOS, 2019; KAYAMA; OKUMURA; TAKEDA,
2020; ZHENG et al., 2023). Os AGCC séo utilizados como fonte de energia para as
células intestinais, regulam a integridade das proteinas de juncédo intestinal (KAYAMA;
OKUMURA; TAKEDA, 2020; PEREZ-REYTOR et al., 2021), e apresentam efeitos anti
inflamatorios (ZHENG et al., 2021). O sistema imunolégico intestinal, por sua vez, esta
intimamente ligado a defesa contra infeccbes e a regulacdo das respostas
imunoldgicas, através de componentes como a imunoglobulina A (IgA), um anticorpo
fundamental na neutralizacdo de patdgenos, sem desencadear inflamacédo
exacerbada, e reforcando a barreira intestinal (PIETRZAK et al., 2020; KAYAMA;
OKUMURA; TAKEDA, 2020). Esses sistemas interagem para manter a integridade da
barreira intestinal, modulando inflamac6es e equilibrio oxidativo, sendo essenciais
para a homeostase intestinal e a saude geral do organismo (TIAN; WANG; ZHANG,
2017; ZHANG et al., 2020). Alteracdes nessas funcdes, como disbiose e
desequilibrios no estresse oxidativo, podem comprometer a saude intestinal e
favorecer inflamagdes cronicas (IACOB; IACOB; LUMINOS, 2019; TIAN; WANG,;
ZHANG, 2017; ZHANG et al., 2020).

Diante disso, a manutencéo e recuperacado da homeostase intestinal tornam-se
essenciais, dada a relacéo existente entre a saude intestinal e o desenvolvimento de
complicacBes, como doencas inflamatérias intestinais (ZHANG et al., 2017; ZHENG
et al., 2023), cancer de colon (SILVA et al., 2022), doencas cardiovasculares (TANG;
KITAI; HAZEN, 2017), neuroldgicas (FILOSA; DI MEO; CRISPI, 2018) e hepéticas
(HUSSAIN et al., 2020). Logo, estratégias que visam restaurar as condi¢des intestinais
podem oferecer abordagens promissoras para serem utilizadas no co-tratamento de
doencas crbnicas ndo transmissiveis. Nesse contexto, o café tem sido considerado
como uma opcao interessante devido aos seus compostos com potencial anti-
inflamatorio, antioxidante e prebidtico (DAI et al., 2023; XU et al., 2020; ZHANG et al.,
2018).

O café possui duas variedades que dominam a producdao mundial, sendo elas
o café arabia e conilon (ICO, 2024). Essas duas espécies apresentam algumas
diferencas quanto a sua composicdo quimica, com destaque ao maior teor de
sacarose nos graos arabica em detrimento a maior quantidade de compostos bioativos

como os compostos fendlicos e a cafeina presentes no conilon (HUANG et al., 2021;
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MANNINO; KUNZ; MAFFEI, 2023; PINHEIRO et al., 2021). Além disso, apesar da
popularidade da bebida preparada a partir do café torrado, o café verde, obtido dos
graos crus e nao torrados, tem ganhado destaque em estudos devido a diferenca de
composicao e potencial antioxidante comparado aos gréos torrados (FREITAS et al.,
2023; HERAWATI et al., 2019). Entre seus diversos compostos, destacam-se o acido
clorogénico, a trigonelina e a cafeina, que tém demonstrado efeitos benéficos
significativos a saude (ABDEL-MOHSEN et al., 2023; ALAMRI et al., 2020; COSTA et
al., 2020; HERAWATI et al., 2019; KHAN et al., 2019).

No contexto intestinal, o uso do café verde mostra-se promissor para a
manutencdo da homeostase local. Estudos em modelo in vivo e in vitro de cancer de
colon observaram que o extrato de café verde auxilia na recuperacdo da barreira
intestinal e aumento de IgA, além de reducdo de marcadores inflamatorios e potencial
antiproliferativo em células cancerigenas (MOJICA et al., 2018; SILVA et al., 2022).

Embora ainda haja poucos estudos sobre o impacto do extrato de café verde
em parametros intestinais, evidéncias do uso de seus compostos majoritarios
isolados, apontam os efeitos positivos dessa suplementacao, incluindo a modulacao
da microbiota e aumento da diversidade bacteriana (DAl et al., 2023; YE et al., 2021),
melhora da morfologia intestinal e reducdo da permeabilidade intestinal (YE et al.,
2021) e reducao de processos inflamatérios (ZHANG et al., 2017; ZHENG et al., 2023).

Neste contexto, a hipotese do presente estudo foi de que a suplementagédo com
o extrato de café verde (Coffea Canephora) em animais alimentados com dieta
hipercalorica e hiperlipidica, durante 16 semanas, promove a manutencdo da saude
intestinal. Acredita-se que a suplementacao precoce com o extrato de café verde, ou
seja, concomitante a administracéo de uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica previna
alteracdes intestinais, a0 passo que a suplementacdo tardia, ou seja, apds a
obesidade instalada, seja capaz de recuperar parametros relacionados a integridade

e funcionalidade intestinal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do extrato aquoso de café verde (Coffea Canephora) nas
alteracdes intestinais decorrentes do consumo de dieta hiperlipidica e hipercalérica

em modelo experimental de obesidade.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar o teor de cafeina, acido clorogénico e trigonelina dos extratos de café
verde;

- Induzir a obesidade nos animais experimentais a partir da dieta hipercalérica e
hiperlipidica;

- Avaliar o ganho de peso e consumo alimentar dos ratos;

- Avaliar o efeito do extrato aquoso de café verde sobre o pH intestinal e o contetdo
de acidos graxos de cadeia curta;

- Avaliar o efeito do extrato aquoso de café verde sobre a producéo de IgA secretora
e biomarcadores do estresse oxidativo intestinal;

- Verificar a acdo do extrato aquoso de café verde sobre a morfologia intestinal e a
quantificacdo de proteinas de juncdo no intestino grosso.

18



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Compostos bioativos do café verde

O café € uma das bebidas mais consumidas e apreciadas no mundo, conhecido
por seu sabor e aroma caracteristicos, além de seu efeito estimulante atribuido ao
conteudo de cafeina presente (LEMOS et al., 2020; LOWERY et al., 2023). Apesar do
amplo consumo da bebida, preparada a partir dos graos torrados, ha um crescente
interesse nos estudos sobre os efeitos a saude associados ao café verde,
especialmente devido as diferencas no conteddo de componentes com potencial
antioxidante (DO CARMO et al., 2022; HERAWATI et al., 2019; SILVA et al., 2022).

O termo “café verde” refere-se aos graos crus e nao torrados, provenientes dos
frutos dos arbustos do género Coffea (SEMEN et al., 2017). Esses grdos sao
considerados uma rica fonte de compostos antioxidantes e tém sido objeto de estudos,
devido aos seus efeitos benéficos a salde (ABDEL-MOHSEN et al., 2023; RIZK et al.,
2021; ROSHAN et al., 2018; SILVA et al., 2022).

A composicdo dos gréos de café verde inclui carboidratos, lipidios, proteinas,
vitaminas e minerais, além de um complexo de compostos bioativos, incluindo acidos
fendlicos (acido clorogénico), alcaloides (trigonelina, cafeina, teobromina, teofilina),
diterpenos (cafestol e kahweol) e &cidos nicotinicos (vitamina B3) (JESZKA-
SKOWRON; FRANKOWSKI; ZGOtA-GRZESKOWIAK, 2020; NOVAES et al., 2023;
PURWOKO et al., 2022).

Entre os compostos bioativos, os acidos clorogénicos, a cafeina e a trigonelina
se destacam por exercer influéncia positiva sobre diversos aspectos fisiolégicos, como
o controle da progressédo do cancer (YAMAGATA et al., 2018), acao anti inflamatoria
e antioxidante (COSTA et al., 2020), além de efeito sobre o0 estado de alerta e a funcao
cognitiva (KILLGORE; KAMIMORI, 2020).

Os acidos clorogénicos (ACG), principais compostos fenolicos do café, sao
ésteres de acidos transcinamicos (acidos cafeico, ferulico e p-cumarico) e acido
quinico, formando os principais grupos de ACG, a saber: acidos cafeoilquinicos
(CQA), acidos dicafeoilquinicos (diCQA), acidos feruloilquinicos (FQA), acidos p-
cumaroilquinicos (p-CoQA) e acidos cafeoilferuloilquinicos (CFQA) (BADMOS; LEE;
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KUHNERT, 2019). Esses compostos, amplamente encontrados em plantas como
berinjela e cenoura, sdo especialmente abundantes no café verde, onde o &cido
cafeoilquinico pode representar mais de 85% do total de fendlicos, com destaque para
0 isdmero 5-CQA (BADMOS; LEE; KUHNERT, 2019; HALL; TREVISAN; DE VOS,
2022; LU et al., 2020). De uma maneira geral, os ACG se destacam por seu potencial
antioxidante e anti-inflamatorio, sendo associado a efeitos benéficos na morfologia e
microbiota intestinal (Zhang et al., 2018), potencial neuroprotetor (GAO et al., 2020) e
nefroprotetor (AL-MEGRIN et al., 2020), prevencao contra a obesidade (HE et al.,
2021) e atividade antitumoral (WANG; DU; CHEN, 2020).

A cafeina € um alcaloide conhecido por seus efeitos estimulantes do sistema
nervoso central (KILLGORE; KAMIMORI, 2020) e pelo uso como recurso ergogénico
na prética esportiva (LARA et al., 2021), sendo o café a principal fonte dietética dessa
substancia. Apoés a ingestéo, a absorcao da cafeina ocorre de maneira rapida e quase
completa (99%), distribuindo-se pelos tecidos corporais e sendo metabolizado pelo
figado e excretado pelos rins (DEPAULA; FARAH, 2019). Além das funcdes j& citadas,
a cafeina possui propriedades anti-carcinogénicas e anti-metastaticas (POUNIS et al.,
2017), além de efeitos positivos quanto a reducdo da progressdo do Parkinson
(HONG; CHAN; BAI, 2020) e Alzheimer, devido a sua acdo antioxidante e anti-
inflamatoria (IKRAM et al., 2020).

A trigonelina, também denominada acido N-metil nicotinico, € um alcaloide
encontrado em grande quantidade nos graos de café, representando cerca de 1% de
seu peso seco (JESZKA-SKOWRON; FRANKOWSKI; ZGOtA-GRZESKOWIAK,
2020). O uso dessa substancia demonstra sua capacidade de modular o estresse
inflamatorio e oxidativo, além de regular o metabolismo dos lipidios e da glicose para
a restauracdo da homeostase (NGUYEN et al., 2024). Esse composto apresenta
efeitos neuroprotetores e contribui para o alivio de lesdes celulares cardiovasculares,
hepaticas, renais e gastricas, além de possuir propriedades anticarcinogénicas e
antidiabéticas (NGUYEN et al., 2024).

Ressalta-se que a quantidade desses compostos pode variar de acordo com a
espécie do café e o processo de torra. As espécies Coffea arabica e Coffea canephora
dominam a producdo mundial de café (ICO, 2024). O café arabica é reconhecido por

seu elevado teor de sacarose, associado a qualidade da bebida (HUANG et al., 2021;
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PINHEIRO et al., 2021), a variedade conilon se destaca pelo maior conteudo de
polifendis (incluindo ACG), cafeina e maior capacidade antioxidante (BABOVA,
OCCHIPINTI; MAFFEI, 2016; FREITAS et al., 2023; MANNINO; KUNZ; MAFFEI,
2023).

O processo de torra, essencial para o desenvolvimento das caracteristicas de
cor, sabor e aroma do café, envolve a aplicacdo controlada de calor aos graos, mas
também pode afetar a composicdo quimica, especialmente o conteddo de &cido
clorogénico (HU et al.,, 2020) (TABELA 1). Os &cidos clorogénicos sdo mais
suscetiveis a degradacao durante a torra, com uma reducédo de 80-95% dependendo
da intensidade do tratamento térmico, o que pode diminuir a capacidade antioxidante
do café (AWWAD et al., 2021; FREITAS et al., 2023).
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Tabela 1 — Efeito da torrefacdo sobre a concentracdo de compostos dos graos de café

Compostos Coffea arabica Coffea canephora Fonte
Verde Torrado Verde Torrado
Acido Clorogénico 4.22* 1.941* 9.841** 0.91%* (SUALEH; TOLESSA;
MOHAMMED, 2020)*
(HERAWATI et al., 2019)**
3.131 1.00* - 15.032** (ACIDRI et al., 2020)*
(FREITAS et al., 2023)**
- 6.112* - 1.551x* (FREITAS et al, 2023)*
(WONGSA et al., 2019)**
59.732 - 70.962* - (GUTIERREZ ORTIZ et al.,
2019)*
4.941* - 62.182** - (BARBOSA et al, 2019)*
(PURWOKO et al., 2022)**
Cafeina 1.191* 1.16* 6.541%* 5.321** (SUALEH; TOLESSA;
MOHAMMED, 2020)*
(HERAWATI et al., 2019)**
0.97* 1.31* - 30.192** (ACIDRI et al, 2020)*

(FREITAS et al., 2023)**

Lvalores expressos em g/100g. 2 valores expressos em mg/g. Os asteriscos, (*) ou (**), na mesma linha indicam a relac&o entre a quantidade do composto

analisado e o estudo correspondente.
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Tabela 1 — Continua

Compostos Coffea arabica Coffea canephora Fonte
Verde Torrado Verde Torrado
Cafeina - 7.192* - 1.761** (FREITAS et al, 2023)*
(WONGSA et al., 2019)**
1.271* - 18.642** - (BARBOSA et al., 2019)*
(PURWOKO et al., 2022)**
Trigonelina 0.91* 0.84* - 5.342%* (SUALEH; TOLESSA;
MOHAMMED, 2020)*
(FREITAS et al., 2023)**
0.651* 0.851* - - (ACIDRI et al., 2020)*
- 5.582* - - (FREITAS et al., 2023)*

Lvalores expressos em g/100g. 2 valores expressos em mg/g. Os asteriscos, (*) ou (**), na mesma linha indicam a relagéo entre a quantidade do composto

analisado e o estudo correspondente.
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Nesse contexto, os graos verdes da espécie Coffea canephora apresentam um
perfil superior de compostos bioativos e atividade antioxidante, sugerindo um maior
potencial para beneficios a sadde. Importante ressaltar que além da variedade outros
fatores podem estar relacionados as alteragfes quimicas dos gréos de café, como a
estocagem dos grdos e método de processamento (KROL et al., 2020), bem como o
grau de maturacdo, microbiota associada, fatores climaticos e geograficos (BASTIAN
et al., 2021). Portanto, ao considerar a complexa mistura de componentes quimicos
nos graos de café verde e seus potenciais beneficios a salude, a compreensao sobre

a composicao quimica desses graos torna-se essencial.

3.2. Salde intestinal

O intestino € um importante érgdo do trato gastrointestinal, responséavel pelos
processos de digestdo e absorcdo de nutrientes. Sua estrutura € composta por um
epitélio que atua como barreira fisica contra potenciais substancias nocivas, uma
microbiota altamente diversificada, com fun¢des metabdlicas e imunolbgicas e o
sistema imunolégico associado ao tecido linfoide intestinal (GALT), essencial para a
regulacdo das respostas imunoldgicas (IACOB; IACOB; LUMINOS, 2019; KAYAMA,
OKUMURA; TAKEDA, 2020). A interacdo entre esses componentes contribui para
funcionamento adequado do intestino e, consequentemente, para a saude geral do
organismo, destacando a importancia de preservar essa estrutura.

As células epiteliais do intestino desempenham um importante papel como uma
barreira fisica e bioquimica entre o meio interno do corpo e o contetdo do limen, além
de regular a interagdo entre os microrganismos residentes e os componentes do
sistema imunoldgico. O epitélio intestinal &€ formado por uma camada Unica de células
que circunda todo o limen intestinal, sendo constituido por células com funcdes
absortivas, secretoras e imunoldgicas (PETERSON; ARTIS, 2014). Entre essas, 0s
enterocitos e colondcitos, principais células do intestino delgado e grosso,
respectivamente, possuem fungcdo absortiva e apresentam microvilosidades que
aumentam a superficie absortiva. As células enteroendécrinas secretam hormdénios
relacionados ao processo digestivo, enquanto as células de Paneth (intestino delgado)

e células caliciformes (intestino delgado e grosso) produzem proteinas
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antimicrobianas e muco, respectivamente, formando uma importante camada de
protecdo sobre o epitélio intestinal. Além disso, as células M, localizadas no epitélio
intestinal, transportam microrganismos e antigenos do Iumen para o GALT,
modulando a resposta imunoldgica (PETERSON; ARTIS, 2014).

A integridade do epitélio intestinal é sustentada pelas proteinas de juncéo,
como claudina e ocludina, presentes nas tight junctions (juncdes apertadas) na regiao
apical basolateral das células epiteliais. Essas proteinas formam complexos que
selam o espaco intercelular, regulando a permeabilidade paracelular e mantendo a
barreira contra microrganismos, ions e moléculas(PEREZ-REYTOR et al., 2021).

Além da barreira fisica de células, a manutencdo de um ambiente intestinal
saudavel depende da interacdo com a microbiota residente, composta
majoritariamente pelos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria
(IACOB; IACOB; LUMINOS, 2019; ZHENG et al., 2023). Essa microbiota associa-se
ao muco intestinal, formando uma barreira extra de protecdo contra patdégenos,
competindo por espaco e nutrientes e produzindo substancias antimicrobianas.
Também participa da sintese de vitaminas, digestdo de carboidratos complexos e
producdo dos AGCC - acetato, propionato e butirato - a partir da fermentacdo de
componentes alimentares (IACOB; IACOB; LUMINOS, 2019; KAYAMA; OKUMURA;
TAKEDA, 2020).

Os AGCC desempenham mudltiplas funcdes benéficas, como fonte de energia
para células intestinais, estimulo & producdo de muco e regulacédo da integridade
epitelial, modulando as proteinas de juncdo, como claudina, ocludina e ZO-1
(KAYAMA; OKUMURA; TAKEDA, 2020; PEREZ-REYTOR et al., 2021). Além disso, a
interacdo da microbiota intestinal e seus metabdlitos com o GALT exerce efeitos
imunomoduladores, equilibrando as respostas inflamatérias e oxidativas (IACOB,;
IACOB; LUMINOS, 2019; KAYAMA; OKUMURA; TAKEDA, 2020). No entanto,
alteracbes na composicdo da microbiota, com prevaléncia de microrganismos
patogénicos (disbiose), podem reduzir a producdo de AGCC, comprometer a barreira
intestinal e desencadear inflamacgdes cronicas (IACOB; IACOB; LUMINOS, 2019).

O sistema imunoldgico intestinal é essencial para a homeostase intestinal,
protegendo contra patégenos e reforcando a barreira intestinal. As células

imunoldgicas, como linfécitos, células dendriticas e macrofagos, estéo distribuidas no

25



epitélio, na lamina propria e no tecido linfoide associado ao intestino, como as placas
de Peyer e foliculos linfoides isolados (PIETRZAK et al., 2020). Entre os componentes
deste sistema estdo os linfocitos B, que produzem o anticorpo imunoglobulina A (IgA),
considerada a principal imunoglobulina no intestino. Apos ser secretada, a IgA migra
para o limen, onde regula a microbiota, impede a adesao de patdégenos e protege
contra infeccbes sem desencadear inflamacdes exacerbadas (PIETRZAK et al., 2020;
KAYAMA; OKUMURA; TAKEDA, 2020).

O estresse oxidativo também desempenha um papel relevante na saulde
intestinal. Marcadores como o 6xido nitrico (ON) em niveis adequados participa da
defesa contra patdgenos e funcéo vasodilatadora, enquanto a superoxido dismutase
(SOD) e a catalase (CAT) atuam como antioxidantes, controlando o estresse oxidativo
e danos a barreira intestinal. Entretanto, desequilibrios na produgdo de ON e
antioxidantes podem resultar em processos inflamatorios, prejudicando a mucosa
intestinal. Logo, o equilibrio na producdo desses marcadores € essencial para a
manutencao da saude intestinal (TIAN; WANG; ZHANG, 2017; ZHANG et al., 2020).

Nesse contexto, fatores como o0 estresse, uso continuo de antibioticos,
tabagismo e componentes da dieta, como o alto consumo de gorduras saturadas
(ANANTHAKRISHNAN, 2015; XIE et al., 2021), prejudicam a homeostase intestinal e
contribuem para patologias intestinais, como cancer de colon (SILVA et al., 2022),
colite ulcerativa (ZHANG et al., 2017) e sindrome do intestino irritavel (ZHENG et al.,
2023), além de condi¢cBes sistémicas, doencas neuroldgicas (FILOSA; DI MEO;
CRISPI, 2018), hepaticas (HUSSAIN et al., 2020), cardiovasculares (TANG; KITAI,
HAZEN, 2017) e obesidade (HARAKEH et al., 2016).

3.2.1. Impactos da dieta hiperlipidica na saude intestinal

O consumo de dietas hiperlipidicas e hipercaloricas € reconhecido como um
dos principais fatores dietéticos associados ao desenvolvimento da obesidade. Esse
padrdo alimentar, caracterizado por um alto teor de gorduras, é frequentemente
utilizado em modelos experimentais para a inducéo da obesidade, permitindo o estudo
das suas consequéncias metabdlicas e sistémicas (ABDEL-MOHSEN et al., 2023;
CARO-GOMEZ et al., 2019; COSTA et al., 2020; XU et al., 2020). Entre essas,
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destaca-se o impacto na saude intestinal, que tem se mostrado um alvo critico das
alteracdes promovidas pela obesidade (XIE et al., 2021; XU et al., 2020; YANG et al.,
2019).

A obesidade induzida por dietas hiperlipidicas provoca alteragcfes estruturais
na mucosa e compromete significativamente a integridade da barreira intestinal.
Estudos cientificos mostraram que esse padrao alimentar esta associado a alteracdes
estruturais no epitélio intestinal, incluindo a reduc¢éo do comprimento das vilosidades
(YANG et al., 2019), atrofia da mucosa (HUANG et al., 2020; TANAKA et al., 2020),
danos a estrutura das criptas (XIE et al., 2021) e reducdo do numero de células
caliciformes (LEE et al., 2017). Sugere-se que esses efeitos estdo relacionados a
lipotoxicidade induzida pelo excesso de gordura dietética, que afeta a funcédo das
células tronco intestinais, prejudicando os processos de proliferacao e diferenciacéo
celular, resultando em danos a mucosa intestinal (HUANG et al., 2020; LEE et al.,
2017).

Além disso, o padrao alimentar hiperlipidico compromete a integridade da
barreira intestinal, reduzindo a quantificacdo de proteinas de juncao apertada, como
claudina, ocludina e ZO-1 (BRANDT et al., 2019; XIE et al., 2021; YANG et al., 2019).
Uma vez consumida, a dieta hipercalorica e hiperlipidica pode promover a producéo
de toxinas por microrganismos patogénicos, que, por sua vez, induzem a cascatas de
sinalizagao nas células intestinais com a ativagao da proteina PKCa. Esses eventos
resultam na fosforilagdo da ZO-1, desconectando-a das proteinas de juncéo e da F-
actina, desorganizando a estrutura das juncdes apertadas e comprometendo a
integridade do epitélio intestinal (PEREZ-REYTOR et al., 2021). Essas alteracdes a
mucosa aumentam a permeabilidade intestinal, facilitando a translocagédo de
moléculas pré-inflamatérias, como lipopolissacarideos (LPS), para a circulagédo
sistémica (BRANDT et al., 2019; XIE et al., 2021; YANG et al., 2019), o que pode
também comprometer a absor¢do de nutrientes e a protecdo da mucosa contra danos
fisicos e quimicos.

Essas alteracOes estruturais do epitélio frequentemente estdo associadas a um
desequilibrio imunolégico local e sistémico, caracterizado pelo aumento de
mediadores inflamatorios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-
6 (IL-6), proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) (XIE et al., 2021; YANG et
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al., 2019). Além disso, observa-se uma disfuncédo na resposta oxidativa, evidenciada
pelo aumento na expressado de iINOS (BRANDT et al., 2019), pela elevacao dos niveis
de malondialdeido (MDA), um biomarcador de peroxidacao lipidica, e pela reducéo da
capacidade antioxidante total enddgena, incluindo a diminuicdo da atividade de
marcadores antioxidantes como a glutationa peroxidase (GSH-Px) (YANG et al.,
2019). Portanto, o consumo de dieta hiperlipidica reforca o papel do estresse oxidativo
na progressao dos danos intestinais e na perpetuacéo do estado inflamatorio.

Adicionalmente, o consumo de dietas ricas em gorduras e calorias promove
alteracdes significativas na composi¢ao da microbiota intestinal. Evidéncias cientificas
indicam uma reducao na diversidade e abundancia microbiana (XIE et al., 2021; XU
et al.,, 2020; YANG et al.,, 2019), acompanhada por um aumento de bactérias
potencialmente patogénicas, como Escherichia gram-negativas (XIE et al., 2021) e
Lachnospiraceae (XU et al., 2020), além de uma diminuicdo de bactérias benéficas,
incluindo os géneros Akkermansia, Bifidobacterium, Lactobacillus e Ruminococcus
(YANG et al.,, 2019). Esse desequilibrio resulta em um perfil disbiético, que
compromete a producdo de AGCC e intensifica processos inflamatorios e oxidativos
(XIE et al., 2021; YANG et al., 2019).

Esses achados evidenciam o efeito negativo do consumo de dieta hiperlipidica
sobre a integridade e funcionalidade do intestinal, reforcando a importancia de
estratégias alimentares para mitigar os efeitos adversos das desse padréao alimentar
na saude intestinal. Diante disso, 0 consumo de compostos bioativos tem se mostrado
promissor na manutencdo da saude intestinal, atuando na integridade da barreira
intestinal, regulacdo do sistema imunolégica (SILVA et al., 2022) e proliferacdo de
microrganismos benéficos (GOWD et al., 2019; YE et al., 2021; ZHANG et al., 2017).
Nesse contexto, o café verde, rico em polifen6is como o acido clorogénico, pode
promover efeitos significativos, auxiliando no funcionamento intestinal e na reducéo
do risco de patologias (FARAG et al., 2021; SILVA et al., 2022; ZHANG et al., 2017;
ZHENG et al., 2023).

3.3. Café verde e satde intestinal
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Os efeitos do café verde e de seus compostos tém sido relatados como
benéficos a saude intestinal devido as suas propriedades anti-inflamatérias,
antioxidantes e prebidticas, que promovem a melhoria da morfologia e de
biomarcadores intestinais e, consequentemente, um ambiente mais saudavel.

Contudo, estudos que exploram a relacdo entre o extrato de café verde e a saude
intestinal ainda sao limitados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito do extrato de café verde e de seus componentes sobre a saude intestinal

Modelo
Composto Dosagem Tempo , Principais resultados Autor
Experimental
] _ Melhora da barreira intestinal e
Extrato de café 2 mL de 15 Ratos Wistar com o (SILVA et al.,
_ . aumento dos niveis de IgA
verde extrato semanas inducéo de CCR 2022)
secretora.
] Células de cancer de . o ' ]
Extrato de café 500 e 1000 ] Efeito antiproliferativo em células (MOJICA et al.,
72 horas colon (Caco-2 e HT- R
verde ppm 29) de céncer colorretal. 2018)
Melhora da morfologia intestinal;
o Ratos Sprague -
Acido 20 e 50 _ L reducéo da permeabilidade (RUAN et al.,
. 14 dias Dawley com injecao _ _ )
clorogénico mg/Kg intestinal, aumento das proteinas 2014)
de LPS (1 mg/kg) L
de juncéo.
14 (CARO-
ACG do extrato 220 mg/Kg Camundongos Reducao da perda da 3
semanas _ _ . . . _ . GOMEZ et al.,
de café verde (3x/semana) ApOE -/- (dieta HF) diversidade microbiana intestinal. 2019)
. Aumento do comprimento do
Acido 20 Camundongos ) ] _ (YE etal,
. 150 mg/Kg _ colon e das proteinas de juncéo;
clorogénico semanas C57BL/6 (dieta HF) 2021)

reducédo da Pl e de Firmicutes e
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aumento de Bacteroidetes e

Verrucomicrobia e Akkermansia.

Tabela 2 — Continua

Melhora do indice de atividade

da doenca; melhora de lesbes no

. Camundongos célon e da producao de mucina;
Acido _ ) _ . . (ZHANG et al.,
. 1 mM 15 dias C57BL/6 induzidos a  reducgao sérica de IFNy, TNFa e
clorogénico . . o 2017)
colite por DSS a 2,5% IL-6; melhora da infiltracdo de
células imunes; aumento da
diversidade da microbiota fecal.
Sprague-Dawley com  Aumento do peso do ID; reducao
. leséo intestinal da PI, da injaria e inflamacéao
Acido _ . _ _ _ (ZHOU et al.,
. 60 mg/kg 28 dias induzida por tecidual; melhora do perfil
clorogénico _ o 2016)
endotoxina oxidativo; aumento da funcéo
(300 pg/Kg) metabdlica mitocondrial.
Sprague Dawley Reducéo da sensibilidade
. induzidos a sindrome  visceral, da inflamagéo e da PI;
Acido ) L ) (ZHENG et al.,
. 50 mg/Kg 1 semana do intestino irritavel aumento das proteinas de
clorogénico 2023)

com acido acético a
4%

juncdo; alteracéao da diversidade

da microbiota.

31



Tabela 2 — Continua

Pacientes com . .
Alteragdo na composicao

i _ diagnostico de _ _ o _ (BARANDOUZI
Cafeina >400 mg/dia - ) _ ) microbiana (maior diversidade
sindrome do intestino . et al., 2021)
o bacteriana).
irritavel

Maior riqueza e uniformidade das

_ o bactérias intestinais; Aumento de
) _ Pacientes saudaveis _ ) o (DAl et al.,
Cafeina >130 mg/dia - Faecalibacterium e Alistipes e
(50 e 75 anos) . 2023)
reducéo de

Erysipelatoclostridium.

CCR: cancer colorretal; DSS: sulfato de dextrano sddico; ID: intestino delgado; IFNy: interferon gama; IgA: imunoglobulina A; e IL-6: interleucina 6; LPS:
lipopolissacarideo; Pl: permeabilidade intestinal; TNFa: fator de necrose tumoral alfa.
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Os processos inflamatérios podem comprometer a estrutura da mucosa,
aumentando a permeabilidade intestinal pela reducdo na expresséo de proteinas de
juncédo, o que resulta em uma barreira intestinal disfuncional. Nesse contexto, o acido
clorogénico demonstra potencial para reduzir a infiltracdo de macrofagos, células T e
neutrofilos, além de reducédo de citocinas pré inflamatérias, como interferon gama
(IFNy), TNFa e IL-6, possivelmente pela inibicdo da sinalizacdo de NF-kB. Como
consequéncia, h4 um aumento da expresséao de ocludina e ZO-1, além de melhora na
estrutura intestinal, com aumento do comprimento das vilosidades, redugcdo das
lesBes teciduais e aumento na producédo de mucina (RUAN et al., 2014; ZHANG et al.,
2017).

Alteragdes na composicdo da microbiota intestinal, ou disbiose, estdo
relacionadas a disfunc¢des locais e sistémicas. O consumo de café verde ou de seus
compostos isolados demonstram efeito positivo sobre a comunidade microbiana
intestinal, alterando a composicdo a aumentando a diversidade microbiana,
estimulando microrganismos associados a efeitos positivos a saude, como
Desulfovibrio e Mogibacteriaceae, que apresentam efeitos anti-inflamatérios e
associados a um menor risco de trombose, respectivamente (CARO-GOMEZ et al.,
2019); Faecalibacterium e Alistipes, que estéo relacionados a producéo de butirato e
a reducédo do risco de colite ulcerativa, respectivamente (DAI et al., 2023); além de
Dubosiella, Romboutsia e Mucispirillum, produtoras de AGCC (YE et al.,, 2021),
conferindo um efeito prebidtico ao café verde.

Além disso, o café verde contribui para a manutencéo da salde intestinal ao
reduzir a permeabilidade intestinal, por meio do estimulo a expresséo de proteinas de
juncdo. Esse efeito pode ser explicado, em parte, pela producdo de AGCC, por
microrganismos da microbiota intestinal, como butirato, propionato e acetato. Esses
compostos podem atuar ativando cascatas de sinalizacédo ao se ligarem a receptores
acoplados a proteina G, como GPR41, GPR43 e GPR109A, presentes no colon. Essa
ligacdo induz a ativagdo da proteina quinase C beta (PKC), que fosforila ZO-1,
permitindo que essa proteina se acople a ocludina e claudina, restaurando a
integridade da barreira intestinal (PEREZ-REYTOR et al., 2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido nos Laboratérios da Universidade do Espirito Santo
(UFES), campus Sul Capixaba.

As amostras de café verde da espécie Conilon (Coffea canephora) foram
obtidas dos produtores da Fazenda Pessin (20°20°17.8” S, 41°24°04.9” W), situada no
municipio de Muniz Freire — ES, correspondentes a colheita da safra 2021/22. De
acordo com o produtor, o café foi colhido manualmente seguido por um periodo de
secagem aproximado de 50 horas a 180 °C. Entdo, a casca externa foi removida

mecanicamente e o endosperma interno foi separado para utilizacdo no estudo.

4.1. Extrato Aquoso de Café Verde

Os graos de café verdes foram moidos em moinho de facas tipo Willy SL-31
(Solab, Brasil) e, posteriormente, peneirados para obtencdo de particulas com
tamanho de até 1.18 mm (14 mesh). O composto triturado resultante foi acondicionado
em embalagens a vacuo e armazenado ao abrigo da luz até a utilizacdo para a
preparacao do extrato. Para a obtencéo do extrato aquoso, diariamente, o café verde
foi submetido a 4gua destilada a 90°C (1:1.66 v/v), empregando um sistema de

filtracdo simples com filtro de papel (SILVA et al., 2022).

4.2. Determinacao dos teores de cafeina, acido clorogénico e trigonelina

A determinacgdo dos teores de cafeina, acido clorogénico (ACG) e trigonelina
no extrato de café verde foi realizada 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 mével foram filtradas em
membranas de 0.22 ym antes da analise. Foram injetados 2 yL das amostras de
extrato aquoso em uma coluna de fase reversa C18 (21 x 50 mm, 1.7 ym, Waters
Acquity), mantida a 40 °C. Como fase movel foi utilizada uma mistura de agua, metanol
e acido acético na proporcdo de 80:20:1 (v/v), com fluxo de 0,1 mL/min, eluicdo

isocratica e com tempo de corrida de 8 minutos. A identificacdo dos compostos foi
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feita por cromatogramas registrados a 272 nm, comparando os padrdes comerciais
com 0s compostos de interesse e a quantificacdo foi feita com concentracdes
conhecidas dos compostos (Acido clorogénico: y= 9E+06x - 11586, R2 = 0.9996;
Cafeina: y= 5E+07x - 249.14, R2 = 0.9998; Trigonelina: y= 2E+07x + 4995.8, R2 =
0.9996).

4.3. Estudo em modelo animal de obesidade

Foram utilizados 32 ratos machos adultos da linhagem Wistar (trés semanas
de vida), com peso médio inicial de 175 g, oriundos do Biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram alojados individualmente
em gaiolas de ago inoxidavel, onde foram controladas as condi¢des de iluminacao
(ciclo de 12 horas claro/escuro), temperatura mantida a 23 °C e fornecimento ad
libitum de agua e dieta. Ap6s um periodo de adaptacdo de 7 dias, foi iniciada a
monitorizacdo didria do consumo alimentar e o registro semanal do ganho de peso
dos animais. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo, campus Alegre, sob o
namero 001/2023 (Anexo A).

4.4. Delineamento experimental

No ensaio bioldgico, foram testados os efeitos do extrato de café verde como
medida preventiva e de tratamento da obesidade ao longo de 16 semanas. A inducao
da obesidade foi realizada durante as primeiras 8 semanas do estudo, por meio da
administracdo de uma dieta hipercal6rica e hiperlipidica (HF) (MOURA-ASSIS et al.,
2018). Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n=8/grupo), a
saber: grupo CT - controle negativo (dieta controle comercial, sem suplementacéo
com extrato de café verde), HF - controle positivo (com inducdo a obesidade e sem
extrato de café verde), HFP - grupo experimental de prevencdo (com inducdo da
obesidade e suplementacao do extrato durante as 16 semanas de experimento) e HFT
- grupo experimental de tratamento (com inducdo a obesidade e adi¢cdo do extrato a

partir da 8% semana até o final do experimento) (Figura 1). As concentracdes de
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cafeina e de &cido clorogénico analisados no extrato de café foram utilizadas para
determinar o percentual de suplementacdo da dieta dos animais. Todos 0s grupos
receberam agua e dieta ad libitum.

O consumo alimentar foi registrado diariamente, e o peso individual dos animais
foi monitorado semanalmente para calculo da média de ingestdo alimentar total,
ingestao dos principais componentes do extrato de café verde, ganho de peso médio,
calorias consumidas e coeficientes de eficiéncia alimentar (CEA) e caldrica (CEC). O
CEA foi determinado pela razdo entre o ganho de peso dos animais (diferenca entre
peso inicial e final, em gramas) e o consumo total de dieta em cada grupo
experimental. O CEC, por sua vez, foi calculado pela razdo entre o ganho de peso dos
animais e o consumo médio de calorias em cada grupo experimental. Na udltima
semana de experimento (162 semana), foi mensurado o comprimento naso-anal (CNA,
em cm) nos animais para o calculo do indice de Lee, obtido pela relacéo entre a raiz
cubica do peso corporal e o comprimento naso-anal do animal [3 VPeso (g)/CNA (cm)].

Ao final do experimento os animais foram anestesiados pela administracao
intraperitoneal de 0.4 mL/100 g de peso corporal de solucdo anestésica contendo
cetamina, xilazina e soro fisiologico (1.5:1:1.5 v/v/v), e posteriormente submetidos a
eutanasia por exsanguinacao, via puncdo cardiaca. Seguiu-se a necropsia, e toda a
extensdo do intestino grosso foi removida e lavada com solucédo salina. O contetudo
presente no colon foi coletado para a andalise de IgA secretora, enquanto o contetido
cecal foi utilizado para determinag¢do do pH e de &cidos graxos de cadeia curta. O
intestino grosso foi dividido igualmente em trés fragmentos (proximal, medial e distal
em relacdo ao ceco). As secdes proximal e medial foram utilizadas para analises de
marcadores do estresse oxidativo. Todo o contetdo cecal, colénico e amostras de
tecido foram armazenados a -80 °C até o momento da analise. J4 as secdes distais
do colon foram coletadas e fixadas em formol tamponado (10%), seguidas de
armazenamento em etanol (70% v/v) e inclusdo em parafina para analise
morfométrica e de imunohistoquimica. O tecido adiposo epididimal foi removido e

pesado para confirmagcao do modelo experimental de indugcédo da obesidade.
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Figura 1 - Esquema do desenho experimental. Grupo CT: dieta controle comercial, sem suplementacao
de extrato de café verde; HF: com indug&o a obesidade e sem extrato de café verde; HFP: com inducao
da obesidade e suplementacdo com o extrato aquoso de café verde durante as 16 semanas de
experimento; HFT: com inducao da obesidade e adigdo do extrato aquoso de café verde a partir da 82
semana até o final do experimento.

4.5. Dietas experimentais

Os animais do grupo CT receberam ragdo comercial Nuvilab® (388 Kcal/100 g;
sendo 63% de carboidratos, 26% de proteinas e 11% de lipidios) (DE VICENTE et al.,
2021) durante todo o estudo. As dietas experimentais para inducdo da obesidade
foram produzidas com base na formulacdo AIN-93M estabelecida pelo Instituto
Americano de Nutricdo (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), modificadas pela adicéo
de banha de porco (Aurora®, com o objetivo de promover uma dieta com alto teor de
lipidios e calorias (MOURA-ASSIS et al., 2018), conforme detalhado na Tabela 3. As
dietas foram produzidas semanalmente e armazenadas sob refrigeragdo em
embalagens plasticas até 0 momento da utilizac&o.

O extrato de café verde foi produzido e incorporado diariamente ao total de
dieta dos respectivos grupos, sendo a mesma fracionada e entregue na mesma
porcao para cada animal. Foram ofertados 2 mL de extrato por animal/dia, enquanto
0 grupo HF recebeu agua em quantidade equivalente. A quantidade de extrato

adicionado a dieta dos animais foi ajustada com base na analise do teor de cafeina,
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garantindo que a ingestao diaria deste composto ndo excedesse 45 mg de cafeina por
quilograma de peso corporal (ILBACK; SILLER; STALHANDSKE, 2007).

Tabela 3 - Composicao da dieta experimental hipercaldrica e hiperlipidica (HF)

Ingredientes (g/KQ) HF
Amido de milho (Maizena®) 115,5
Amido dextrinizado (Rhoster®) 132
Caseina (Rhoster®) * 200
Sacarose (Unido®) 100
Oleo de soja (Soya®) 40
Banha de porco (Aurora®) 312
Celulose (Rhoster®) 50
Mix de minerais (Rhoster®) 35
Mix de vitaminas (Rhoster®) 10
L-cisteina (Rhoster®) 3
Bitartarato de colina (Rhoster®) 2,5
Carboidrato (%) 34,75
Proteina (%) 17
Lipidio (%) 35,20
Densidade calérica (Kcal/g) 5,35

*Pureza de 85%.

4.6. pH Intraluminal do Cdélon

O conteudo do ceco foi diluido na proporcdo de 1:10 em &gua destilada e

homogeneizado em vortex (AP-56, Phoenix). A medicéo do pH foi conduzida em um

pHmetro de bancada (Kasvi) (GRANCIERI et al., 2017).

4.7. Determinacéo dos Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

Os AGCCs, acetato, propionato e butirato foram avaliados a partir no contetdo

cecal dos animais. Foram utilizados 100 mg de amostra, preparada de acordo a



metodologia de Siegfried et al. (1984), com modificacdes. A analise foi realizada por
meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Cromatégrafo LC-20A
Prominence Shimadzu, Japao) equipado com detector de indice refrativo RID-20A.
Aliquotas de 20 uL das amostras foram injetadas em uma coluna Aminex HPX-87H
(300 x 7.8 mm, 9 ym, Munich, Germany). Como fase maovel utilizou-se uma solucao
de 5 mM de acido sulfarico (Merck) em agua ultrapura, com fluxo de 0.7 mL/min,
eluicdo isocrética e temperatura a 45 °C. Os resultados foram convertidos para mg/g
de conteudo colbnico.

4.8. Dosagem de Imunoglobulina A secretora (slgA)

O conteudo do célon foi diluido (1:2 m/v) em &gua destilada, homogeneizado
por vortex e centrifugado (1000 x g, 20 min, 5 °C) (Hermle, modelo Z326K, Alemanha).
O sobrenadante foi coletado e avaliado através do Ensaio de Imunoadsorcdo
Enzimética (ELISA) utilizando o kit comercial Rat sIgA (Secretory Immunoglobulin A -
N° E-EL-R0875) (Elabscience, Biotechnology Inc., USA), seguindo as recomendacdes
do fabricante para slgA. A absorbancia das amostras foi medida em um leitor de
microplaca (Thermo Scientific, Multiskan GO) a um comprimento de onda de 450 nm.

Os resultados foram expressos em ng/mL.

4.9. Preparo do homogenato e determinacao do estresse oxidativo

Para a determinacdo dos marcadores do estresse oxidativo - 0xido nitrico,
superdxido dismutase e catalase, foi utilizado amostras do intestino grosso. O
homogenato do intestino foi preparado com 200 mg do tecido, ao qual foram
adicionados 1000 pL de tampéao fosfato (50mM), contendo 1 mM de EDTA (pH 7.4).
O conteudo foi macerado e centrifugado (1200 x g, 10 min, 4 °C), e o sobrenadante
foi coletado para a analise do estresse oxidativo.

Para a quantificagdo do 6xido nitrico, 100 pL do homogenato (1:200 v/v) foram
adicionados aos pocos de uma placa de Elisa, seguido pela adicdo de 100 L de
reagente de Griess ao abrigo da luz e deixado em repouso por 10 min. A absorbancia

foi entdo medida a 540 nm em um leitor de microplacas (Thermo Scientific®, modelo
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Multiskan GO). O nitrito de sodio 0.025 M foi empregado para construcdo da curva
padréao. Os resultados foram expressos em uM de NO2 (GREEN et al., 1982).

Para a determinacgéo da superoxido dismutase (SOD), 243 pL de tampao Tris-
HCI 50 mM (pH 8.2) (1 mM de EDTA), 12 yL de MTT (1.25 mM) e 15 pL de pirogalol
(10 mM) foram misturados a 30 yL do homogenato sem diluicdo. Para determinar o
branco, 288 uL de tampao e 12 yL de MTT foram adicionados aos poc¢os de uma placa
de Elisa, e, entdo, incubados por 5 min a 37 °C, e a leitura foi realizada em
espectrofotometro a 570 nm (Thermo Scientific Multiskan GO, Waltham, MA, EUA). A
guantificacdo de SOD foi expressa como unidades de SOD/mg de proteina
(MARKLUND, 1985).

A quantificacdo de catalase foi realizada nas amostras do homogeneizado
(1:10), acrescentando-se a solucdo tampdao fosfato com perdxido no momento da
leitura. Nos tempos 0, 30 e 60 s apds o inicio da reacéo, a absorbancia foi determinada
a 240 nm em um Espectrofotometro UV/VIS (modelo T70) (Thermo Scientific,
Multiskan GO). Os dados foram expressos em nmol.min/mg PTN. A atividade da
catalase foi calculada de acordo com a lei Beer-Lambert (AEBI, 1984).

4.10. Anéalises morfométricas da mucosa coldnica

As secOes distais do intestino grosso foram submetidas ao processamento
histotécnico e incluidas em parafina e, posteriormente, cortadas em espessura de 3 a
5 um utilizando um micré6tomo semiautomatico (Microm, HM 315). Os cortes foram
entdo montados em laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina. O material
foi analisado em microscopio 6ptico equipado com camera (Opticam Microscopy
Technology® - Lopt 14003), e as imagens foram capturadas em objetiva de 20x com
o software OPTHD 3.7 (Opticam Microscopy Technology®). A altura da mucosa do
célon, profundidade e a largura das criptas intestinais e o numero de células
caliciformes, foram analisados utilizando o Software Image-Pro Plus® 4.5 (Media
Cybernetics, Rockville EUA).
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4.11. Quantificacdo das proteinas claudina e ocludina no intestino grosso

A analise de imuno-histoquimica (IHQ) foi com o objetivo de identificar e
quantificar as proteinas ocludina e claudina. As laminas pré-silanizadas com solucdo
de Poli-L-lisina (Sigma-Aldrich -P8920), receberam amostras de tecidos dos animais
de cada grupo experimental e foram submetidas ao protocolo de IHQ.

Inicialmente, as se¢des foram desparafinizadas e reidratadas com xilol e alcool,
respectivamente, e enxaguadas em 4gua destilada (3 vezes por 5 min). Para a
recuperacdo antigénica, as laminas foram imersas em tampdao citrato de sédio (10
mM, 0.05% tween 20, pH 6.0) e aquecidas por 20 min em microondas em poténcia
maxima (Philco® - modelo PMO28INOX). As sec¢oes foram resfriadas por 15 min em
temperatura ambiente e posteriormente lavadas em TRIS (pH 7.4, 3 vezes por 5 min).

A peroxidase enddgena foi inibida pela solucdo de perdxido de hidrogénio a
30% em metanol a temperatura ambiente por 40 minutos, seguida de lavagem em
TRIS (pH 7.4, 4 vezes por 5 min). E o blogueio de proteina especifica foi realizado em
solucdo de leite em pd Molico a 3% de TRIS (pH 7.4) em temperatura ambiente por
80 minutos, seguida de lavagem em TRIS (pH 7.4, 3 vezes por 5 min).

As secOes foram incubadas overnight com os anticorpos anti-ocludina (1:40,
Occludin Polyclonal Antibody — Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) e anti-claudina
(1:75, Claudin 1 Polyclonal Antibody, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

No dia seguinte, as sec¢des foram lavadas em TRIS (pH 7.4, 3 vezes por 5 min),
e incubadas, durante 30 min a temperatura ambiente, com 20 uL de anticorpo
secundario biotinilado (Simple Stain MAX PO (MULTI) - N-Histofine, NICHIREI
BIOSCIENCES INC). Os seccionados foram lavados em TRIS (pH 7.4, 3 vezes por 5
min) e subsequentemente aplicado 20 pL de solu¢do DAB Chromogen (1:50, ScyTek
Laboratories) e incubado em temperatura ambiente por 5 min, o que resultou em uma
marcacao de coloragdo amarronzada no sitio do antigeno.

As laminas de tecido foram lavadas em agua destilada e contrastadas com
hematoxilina de Harris por 30 segundos, lavadas em agua destilada novamente e
desidratadas em alcool e xilol, seguindo para a montagem com laminula.

Os cortes foram analisados em microscépio Optico equipado com camera

(Opticam Microscopy Technology® - Lopt 14003), e as imagens foram capturadas em
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objetiva de 20x com o software OPTHD 3.7 (Opticam Microscopy Technology®). O
grau de marcacao de ocludina e claudina foi analisado utilizando o Software Image-

Pro Plus® 4.5 (Media Cybernetics, Rockville EUA) e expresso em porcentagem.

4.12. Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste t de
Student foi utilizado para comparar as médias entre os grupos CT e HF, controles
negativo e positivo, respectivamente. Empregou-se a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey para comparar as médias entre os grupos HF, HFP e
HFT. As diferencas foram consideradas significativas a um nivel de probabilidade de
5%. A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism®,
versao 9.0. (San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Composicédo do extrato aquoso de café verde

Entre os compostos bioativos analisados no extrato aquoso de café verde, o
acido clorogénico foi o componente presente em maior quantidade, seguido pela

cafeina e trigonelina (Tabela 4).

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

Composicao Concentragao
Acido clorogénico (mg/mL) 5.53+1.79
Cafeina (mg/mL) 1.84 £ 0.35
Trigonelina (mg/mL) 0.73+0.09

A andlise foi realizada por um pool de sucessivas extracdes. Valores apresentados como média + DP.

5.2. Consumo alimentar dos animais

Entre os grupos controle (CT e HF), o grupo HF apresentou consumo alimentar,
em gramas, significativamente menor em relacdo ao grupo CT (p<0,05; Fig. 2A),
enguanto exibiu médias significativamente maiores para os coeficientes de eficiéncia
alimentar (p<0,05; Fig. 2B) e calorico (p<0,05; Fig. 2C). N&do foram observadas
diferencgas significativas na ingestéo caldrica total entre esses grupos (p>0,05; Fig.
2D).

Entre os grupos tratados com dieta high-fat, a suplementacdo com extrato
aquoso de café verde nao influenciou significativamente a ingestao alimentar (p>0,05;
Fig. 2A), os coeficientes de eficiéncia alimentar (p>0,05; Fig. 2B) e caldrico (p>0,05;
Fig. 2C), ou a ingestéo caldrica total (p>0,05; Fig. 2D) em comparacdo ao grupo HF.
Além disso, ndo houve variacdo significativa entre os grupos HFP e HFT quanto ao
consumo de acido clorogénico (p>0,05; Fig. 2E), cafeina (p>0,05; Fig. 2F) e trigonelina
(p>0,05; Fig. 2G).
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Figura 2 - Consumo alimentar dos animais. Consumo alimentar diario (A), coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) (B), coeficiente de eficiéncia calérica (CEC) (C), ingestdo calérica total (Kcal) (D),
consumo diario de acido clorogénico (E), consumo diario de cafeina (F), consumo diério de trigonelina
(G). Grupo CT: dieta controle comercial, sem suplementacao de extrato de café verde; HF: com inducao
a obesidade e sem extrato de café verde; HFP: com inducdo da obesidade e suplementacdo com o
extrato aquoso de café verde durante as 16 semanas de experimento; HFT: com inducéo da obesidade
e adicdo do extrato aquoso de café verde a partir da 82 semana até o final do experimento. Valores
apresentados como média + DP (n=8). (*) apresenta diferenca significativa entre CT e HF pelo teste t
(p<0.05). Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre
0s grupos tratados com dieta high-fat.
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5.3. Ganho de peso corporal dos animais

Em comparagdo ao grupo CT, o grupo HF apresentou peso corporal
significativamente maior na 82 (p<0,05; Fig. 3A) e 162 semana (p<0,05; Fig. 3B) do
experimento, além de maior ganho de peso corporal total (p<0,05; Fig. 3C) e médias
significativamente mais elevadas para o indice de Lee (p<0,05; Fig. 3D) e para o0 peso
do tecido adiposo epididimal (p<0,05; Fig. 3E).

Entre os grupos tratados com dieta high-fat, consumo do extrato aquoso de
café verde néo resultou em alteracdes significativas quanto ao peso dos animais na
82 (p>0,05; Fig. 3A) e 162 semana de intervencao (p>0,05; Fig. 3B), bem como sobre
0 ganho de peso corporal total (p>0,05; Fig. 3C) e o indice de Lee (p>0,05; Fig. 3D)
guando comparado ao grupo HF. No entanto, o grupo HFT apresentou valores de
média significativamente maiores para o peso do tecido adiposo epididimal (p<0,05;
Fig. 3E) em comparacdo a HF e HFP, os quais ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si.

A Figura 3F ilustra a evolu¢cdo semanal do peso dos animais durante todo o

periodo experimental.
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Figura 3 - Ganho de peso corporal, indice de Lee e Tecido adiposo epididimal. Peso dos animais na 82
semana (A), peso dos animais na 168 semana (B), ganho de peso total apds 16 semanas (C), indice
de Lee (D) peso do tecido adiposo epididimal (E) e evolugdo do ganho de peso (F). Grupo CT: dieta
controle comercial, sem suplementacédo de extrato de café verde; HF: com inducdo a obesidade e sem
extrato de café verde; HFP: com inducéo da obesidade e suplementagédo com o extrato aquoso de café
verde durante as 16 semanas de experimento; HFT: com indu¢do da obesidade e adicdo do extrato
aquoso de café verde a partir da 82 semana até o final do experimento. Valores apresentados como
média + DP (n=8). (*) apresenta diferenca significativa entre CT e HF pelo teste t (p<0.05). Letras
diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos
tratados com dieta high-fat.
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5.4. pHintestinal e Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

Entre os grupos CT e HF, observou-se reducdo significativa nos valores médios
de pH intestinal nos animais que consumiram a dieta high-fat (p<0,05; Fig. 4A).
Contudo, ndo houve diferenca significativa entre esses grupos em relacéo a producéo
dos acidos graxos de cadeia curta: acetato (p>0,05; Fig. 4B), butirato (p>0,05; Fig.
4C) e propionato (p>0,05; Fig. 4D).

Entre os grupos tratados com dieta high-fat, 0 consumo do extrato aquoso de
café verde no grupo HFT resultou em uma reducéo significativa no pH intestinal dos
animais em compara¢do a HF e HFP (p<0,05; Fig. 4A). Em relacdo aos AGCC, a
suplementacdo com o extrato no grupo HFT contribuiu significativamente para o
aumento da producéao de acetato (p<0,05; Fig. 4B) e butirato (p<0,05; Fig. 4C), quando
comparado aos grupos HF e HFP. Quanto ao propionato, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos HF e HFT, no entanto, observou-se uma
reducao significativa na producdo desse AGCC no grupo HFP, em comparagédo aos
demais (p<0,05; Fig. 4D).
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Figura 4 - Valores de pH e acidos graxos de cadeia curta dos animais. pH cecal (A), acetato (B), butirato
(C), propionato (D). Grupo CT: dieta controle comercial, sem suplementacao de extrato de café verde;
HF: com inducdo a obesidade e sem extrato de café verde; HFP: com inducdo da obesidade e
suplementacao com o extrato aquoso de café verde durante as 16 semanas de experimento; HFT: com
inducéo da obesidade e adicdo do extrato aquoso de café verde a partir da 8% semana até o final do
experimento. Valores apresentados como média + DP (n=8). (*) apresenta diferenca significativa entre
CT e HF pelo teste t (p<0.05). Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os grupos tratados com dieta high-fat.

5.5. Determinacéo de IgA e marcadores de estresse oxidativo

N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos CT e HF quanto
a producédo de IgA (p>0,05; Fig. 5A). Em relacdo aos marcadores de estresse
oxidativo, o grupo HF apresentou reducéo significativa de ON (p<0,05; Fig. 5B) e SOD
(p<0,05; Fig. 5C) em comparacéo ao grupo CT, mas nado houve diferenca significativa

para a catalase (p>0,05; Fig. 5D).
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Entre os grupos tratados com dieta high-fat, ndo foram observadas diferencas
significativas quanto a concentracdo de IgA entre os grupos suplementados com o
extrato de café verde e o grupo HF (p>0,05), no entanto, o grupo HFT resultou em
uma reducgao significativa na producdo dessa imunoglobulina em relacdo ao grupo
HFP (p<0,05; Fig. 5A). Em contrapartida, ndo foram observadas diferencas
significativas nos biomarcadores de estresse oxidativo: ON (p>0,05; Fig. 5B), SOD

(p>0,05; Fig. 5C) e catalase (p>0,05; Fig. 5D), entre esses grupos.
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Figura 5 - Concentracdo de IgA e biomarcadores de estresse oxidativo. Imunoglobulina A — IgA (n=6)
(A), oxido nitrico (B), superdxido dismutase - SOD (C) e catalase (D). Grupo CT: dieta controle
comercial, sem suplementagéo de extrato de café verde; HF: com inducéo a obesidade e sem extrato
de café verde; HFP: com inducdo da obesidade e suplementacdo com o extrato aquoso de café verde
durante as 16 semanas de experimento; HFT: com inducéo da obesidade e adi¢cdo do extrato aquoso
de café verde a partir da 82 semana até o final do experimento. Valores apresentados como média +
DP (n=8). (*) apresenta diferenca significativa entre CT e HF pelo teste t (p<0.05). Letras diferentes nas
colunas indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos tratados com dieta
high-fat.
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5.6. Anéalises morfométricas da mucosa colbnica

O grupo HF apresentou reducao significativa de todos os parametros avaliados
da mucosa intestinal em comparacdo ao grupo CT, incluindo a altura da mucosa
(p<0,05; Fig. 6A), profundidade das criptas intestinais (p<0,05; Fig. 6B), largura das
criptas (p<0,05; Fig. 6C) e numero de células caliciformes (p<0,05, Fig. 6D).

Entre os grupos tratados com dieta high-fat, a suplementacdo com extrato
aquoso de café verde no grupo HFT resultou em um aumento significativo da altura
do coélon em relacdo ao grupo HF (p<0,05; Fig. 6A), embora sem diferenca em
comparacao a HFP (p>0,05; Fig. 6A). Quanto as criptas intestinais, o consumo do
extrato ndo alterou a profundidade das mesmas em relagdo a HF (p>0,05; Fig. 6B),
porém, aumentou significativamente a largura dessas estruturas nos grupos HFP e
HFT (p<0,05; Fig. 6C). Quanto as células caliciformes, a suplementacdo com o
extrato, tanto como prevengdo quanto como tratamento, promoveu um aumento

significativo no niamero dessas células em comparacao ao grupo HF (p<0,05; Fig. 6D).
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Figura 6 — Andlises morfométricas da mucosa coldnica dos animais experimentais. Altura da mucosa
do colon (A), profundidade das criptas (B), largura das criptas (C) e numero de células
caliciformes/cripta (D). Imagens representativas da mucosa intestinal do grupo CT (E), HF (F), HFP (G)
e HFT (H). A linha continua indica a mucosa do intestino grosso. A linha traco-ponto e o tragcado
pontilhado indicam a profundidade e a largura da cripta, respectivamente. As setas indicam as células
caliciformes. Grupo CT: dieta controle comercial, sem suplementacdo de extrato de café verde; HF:
com inducdo a obesidade e sem extrato de café verde; HFP: com indugcdo da obesidade e
suplementacgdo com o extrato aquoso de café verde durante as 16 semanas de experimento; HFT: com
inducdo da obesidade e adi¢do do extrato aquoso de café verde a partir da 82 semana até o final do
experimento. Valores apresentados como média + DP (n=8). (*) apresenta diferenca significativa entre
CT e HF pelo teste t (p<0.05). Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os grupos tratados com dieta high-fat. Objetiva: 20x. Escala: 100 um.
Corante: hematoxilina-eosina (HE).

51



5.7. Quantificacado das proteinas claudina e ocludina no intestino grosso

Entre os grupos controle, observou-se uma reducao significativa nas proteinas
de juncdao intestinal claudina (p<0,05; Fig. 7E) e ocludina (p<0,05; Fig. 7J) no grupo
HF.

Por outro lado, nos grupos tratados com dieta high-fat, a suplementacédo com o
extrato aquoso de café verde, tanto como prevencdo quanto como tratamento,
resultou em um aumento significativo das proteinas de juncéo claudina (p<0,05; Fig.

7E) e ocludina (p<0,05; Fig. 7J) em comparacao ao grupo HF.
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Figura 7 - Quantificacdo de proteinas claudina e ocludina no intestino grosso dos animais
experimentais. Imagens representativas de imuno-histoquimica da mucosa do intestino grosso para a
quantificacdo de claudina nos grupos CT (A), HF (B), HFP (C) e HFT (D) e para ocludina nos grupos
CT (F), HF (G), HFP (H) e HFT (). As setas nas imagens apontam para tonalidades amarronzadas,
representativas da presenca e distribuicdo das proteinas de juncdo analisadas. Graficos da
quantificacao das proteinas de juncédo claudina (E) e ocludina (J). Grupo CT: dieta controle comercial,
sem suplementacéo de extrato de café verde; HF: com inducdo a obesidade e sem extrato de café
verde; HFP: com indugédo da obesidade e suplementagcdo com o extrato durante as 16 semanas de
experimento; HFT: com indugdo da obesidade e adigdo do extrato a partir da 82 semana até o final do
experimento. Valores apresentados como média =+ DP (n=8). (*) apresenta diferenca significativa entre
CT e HF pelo teste t (p<0.05). Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os grupos tratados com dieta high-fat. Objetiva: 20x. Escala: 100 um.
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento da obesidade é fortemente relacionado a habitos
alimentares caracterizados pelo alto consumo calorico e lipidico, principalmente de
gorduras saturadas (JACOB et al., 2022). Estudos com animais mostraram que esse
padrdao alimentar, mesmo que consumido por um curto periodo de tempo, ja é
suficiente para induzir efeitos deletérios ao intestino (BRANDT et al., 2019; HUANG et
al., 2020; LEE et al., 2017; RODRIGUES et al., 2023; XIE et al., 2021; YANG et al.,
2019), ao passo que o consumo de café verde e seus compostos bioativos podem
auxiliar na manutencao da saude intestinal (BARANDOUZI et al., 2021; SILVA et al.,
2022; YE et al., 2021; ZHENG et al., 2023).

No presente estudo, a analise da composicdo do extrato de café verde indicou
o acido clorogénico (5,53 mg/mL) como composto majoritario, seguido pela cafeina
(1,84 mg/mL) e trigonelina (0,73 mg/mL). Resultados semelhantes foram obtidos em
outros estudos, em que o acido clorogénico foi o composto presente em maior
concentracdo (ACIDRI et al.,, 2020; SILVA et al.,, 2022; SUALEH; TOLESSA,
MOHAMMED, 2020). No entanto, as concentracfes relatadas desses compostos
apresentam variacfes entre os estudos, atribuidas a fatores como diferencas nas
condicBes climaticas e geogréficas, estagio de maturacédo dos graos (BASTIAN et al.,
2021), estocagem dos grdos, método de processamento (KROL et al., 2020) e
variagbes genéticas entre as cultivares utilizadas (WONGSA et al., 2019). Esses
aspectos podem influenciar diretamente a composicdo quimica do extrato, refletindo
as particularidades de cada estudo.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o consumo da
dieta high-fat influenciou significativamente no ganho de peso corporal total dos
animais em comparacéo a CT. Esse efeito foi observado tanto na 8 quanto na 162
semana, validando o modelo experimental de indugcao da obesidade, que se manteve
consistente até a conclusédo do experimento. Ainda, o maior indice de Lee e 0 peso
do tecido adiposo epididimal no grupo HF reforcam a caracterizacdo do grupo HF
como obeso, uma vez que esses parametros sdo indicativos de acumulo adiposo. Em
resposta a dieta high-fat ainda foram observados aumentos significativos nos

coeficientes de eficiéncia alimentar e calorica, mesmo com uma ingestao alimentar
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significativamente reduzida em comparacao ao grupo CT, apesar da ingestéo calorica
estatisticamente igual entre esses grupos. Nesse contexto, destaca-se que a
composicao de macronutrientes na dieta exerce influéncia significativa sobre o ganho
de peso e a adiposidade dos animais, com énfase na concentragéo lipidica como fator
determinante (HU et al., 2018). O tecido adiposo compreende um importante
reservatorio de gordura do corpo, particularmente em dietas hiperlipidicas. A gordura
dietética, comparada aos carboidratos e proteinas, demanda menor aporte energético
para sua metabolizacdo, o que facilita seu armazenamento no tecido adiposo (SAITO
et al., 2020). Ainda, em condi¢cGes de excesso, essa gordura € armazenada de forma
mais eficiente devido a mudancas metabdlicas promovidas no tecido adiposo,
incluindo alteragbes nos mecanismos moleculares, como a reducdo de NAD+/SIRT,
que afetam a deposicdo de gordura, contribuindo para o desenvolvimento da
obesidade (RUSKOVSKA; BERNLOHR. 2023).

Por outro lado, ndo foram observados efeitos significativos do consumo do
extrato aquoso sobre o controle do ganho peso e adipogénese nos animais
suplementados. Contudo, estudos cientificos anteriores mostraram o efeito positivo
de compostos bioativos presentes nos graos de café no controle do ganho de peso ao
regular vias envolvidas na adipogénese, lipolise e oxidacdo de acidos graxos, o que
contribui para reduzir o acimulo de gordura no tecido adiposo (CHOI et al., 2016;
SONG; CHOI; PARK, 2014; SUDEEP et al., 2016). Conforme descrito por Xie et al.
(2021) e Xu et al. (2020), em estudos realizados com modelos animais, a
suplementacdo com 100 mg/kg de acido clorogénico e 50 mg/kg de acido cafeico,
respectivamente, resultou em uma reducéo significativa na taxa de ganho de peso
corporal e na adiposidade. Resultados semelhantes foram reportados por Caro-
GOmez et al. (2019), ao suplementar camundongos com café verde contendo 220
mg/kg de &cido clorogénico. Esses achados sugerem que altas dosagens dos
compostos bioativos sdo necessarias para promover tal efeito, contribuindo para a
atenuacdo da obesidade, visto que no presente estudo o consumo de ACG foi de
aproximadamente 15 mg/Kg.

No presente estudo, a suplementacdo com extrato aquoso de café verde como
tratamento (HFT) reduziu significativamente o pH intestinal (6,8) em relacdo a HF

(7,07). O pH intestinal fisiologico apresenta variagéo de levemente acido a levemente
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alcalino, oscilando entre 6,0 e 7,5 ao longo de suas diferentes regides (VASS et al.,
2019; YAMAMURA et al., 2023). Essa acidificacdo do pH, promovida pelo consumo
do extrato, auxilia na manutencdo das atividades de digestdo e absorcdo de
nutrientes, assim como, para a modulacdo de um ambiente adequado a proliferacédo
de microrganismos benéficos (YAMAMURA et al., 2023). O resultado encontrado
possivelmente se deu em resposta ao aumento da producédo dos AGCC - butirato e
acetato - observado no grupo HFT, isso porque o aumento desses compostos
normalmente reflete a reducéo do pH em diferentes regides do célon, principalmente
na porcao proximal, devido a maior concentracdo de microrganismos presentes (DEN
BESTEN et al., 2013; STEIGERT et al., 2024).

O aumento na concentracdo de AGCC sugere que o0 extrato aquoso de café
verde pode ter efeito benéfico sobre a microbiota intestinal, promovendo a
fermentacdo bacteriana a partir dos compostos bioativos presentes nos graos,
resultando no aumento da producdo desses compostos. Esses achados estdo de
acordo com a literatura cientifica, uma vez que polifendis atuam como prebidticos,
aumentando a diversidade bacteriana e promovendo o aumento de bactérias
produtoras de AGCC como Akkermansia, Faecalibacterium, Roseburia,
Bifidobacterium (GOWD et al., 2019) e Ruminococcus (XIE et al., 2021). Em um
estudo in vitro foi observado que a fermentacéo do café reduziu o teor de compostos
fendlicos, como acido clorogénico, ferulico e cafeico, indicando a metabolizacdo
desses compostos pela microbiota. Além disso, o café verde alterou a composicéo da
microbiota intestinal, com maior estimulo a producdo de propionato e butirato em
comparacdo ao café torrado (PEREZ-BURILLO et al., 2019). Xu et al. (2020),
mostraram, ainda, que a suplementacdo com 50 mg/Kg/dia de &cido cafeico por
gavagem, durante 12 semanas, restaurou parcialmente a microbiota, contribuindo
para o aumento de microrganismo produtores de butirato (XU et al., 2020). Portanto,
sugere-se o potencial do café verde como prebidtico especialmente quando utilizado
como tratamento no contexto da obesidade.

O consumo do extrato aquoso de café verde tanto preveniu quanto recuperou
alteracbes a mucosa intestinal provocadas pela dieta high-fat, como mostrado nas
analises morfométricas e das proteinas de juncdo. Os danos ao epitélio intestinal

observados no grupo HF comprometem a funcdo de barreira fisica exercida pela
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mucosa e pela camada de muco a passagem do conteudo luminal através do epitélio
(MARTENS; NEUMANN; DESAI, 2018; PETERSON; ARTIS, 2014; PEREZ-REYTOR
et al.,, 2021). Por outro lado, o consumo do extrato de café verde restaurou
significativamente esses parametros, destacando sua capacidade sobre a
manutencao e regeneracao tecidual, bem como, melhorando integridade da barreira
intestinal. Esse efeito pode ser atribuido ao acido clorogénico presente no café verde
e sua relacdo com a melhora observado em estudos anteriores a parametros da
mucosa intestinal (ZHANG et al., 2017; ZHENG et al., 2023; ZHOU et al., 2016),
reduzindo lesdes no epitélio, aumentando a camada de mucina e restaurando o
epitélio intestinal com a reducdo da permeabilidade intestinal a partir do aumento da
funcdo metabdlica mitocondrial (ZHOU et al., 2016). Estudos in vitro e in vivo
demonstram que polifendis, como o acido feralico e o 4cido clorogénico, podem
modular positivamente a integridade das juncdes apertadas (BERGMANN et al., 2009;
RUAN et al., 2016). O &cido ferulico, por exemplo, estimula a transcricdo de proteinas
como ZO-1 e claudina, enquanto o &cido clorogénico, além de aumentar a expressao
dessas proteinas em condi¢des de inflamacao, atua na reorganizacao das juncdes
apertadas, modulando negativamente a expressdao de MLCK, prevenindo a
despolimerizacdo da F-actina, essencial para a sustentagao estrutural dessas juncées
(BERGMANN et al., 2009; RUAN et al., 2016). Além disso, producdo dos AGCC,
também pode impactar nos resultados encontrados, uma vez que o butirato € utilizado
como principal fonte de energia para as células intestinais, alterando o ciclo celular e
auxiliando na proliferacédo das células da mucosa intestinal (DEN BESTEN et al., 2013;
KAYAMA; OKUMURA; TAKEDA, 2020; GULER et al.,, 2024), restaurando o
metabolismo celular e contribuindo para a recuperacdo dos parametros morfométricos
analisados, bem como sobre o aumento das proteinas de claudina e ocludina no tecido
colénico. Esses compostos, ainda, podem atuar ativando cascatas de sinaliza¢cdo nos
colondcitos ao se ligarem a receptores acoplados a proteina G, presentes no colon,
que induz a ativagdo da proteina quinase C beta (PKCPB), que fosforila ZO-1,
permitindo que essa proteina se acople a ocludina e claudina, restaurando a
integridade da barreira intestinal (PEREZ-REYTOR et al., 2021).

O consumo do extrato aquoso de café verde ndo exerceu um impacto

significativo nos niveis dos marcadores de estresse oxidativo avaliados neste estudo.
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No entanto, investigacbes prévias mostraram efeitos positivos do uso do extrato de
café verde e do acido clorogénico isoladamente, reestabelecendo o equilibrio entre
oxido nitrico (ON), malondealdeido (MDA), catalase (CAT) e superoxido dismutase
(SOD). Esses resultados foram observados tanto no intestino (ZHOU et al., 2016),
guanto em contextos hepaticos (ABDEL-MOHSEN et al., 2023) e renais (ALAMRI et
al., 2020). E importante destacar que, nesses estudos, o efeito antioxidante do café
verde e do &cido clorogénico foi observado em cenarios ja marcados por estresse
oxidativo, caracterizado pelo aumento de marcadores pré oxidantes e reducdo da
resposta antioxidante nos tecidos analisados. No presente estudo, a dieta high-fat,
utilizada para a inducdo da obesidade, é associada ao aumento de marcadores
oxidativos e prejuizos a capacidade de resposta antioxidante (BRANDT et al., 2019;
YANG et al., 2019). Esse desequilibrio entre marcadores do estresse oxidativo estao
relacionados a alteracdes na barreira intestinal, intensificando os danos ao epitélio
(TIAN; WANG; ZHANG, 2017; YANG et al.,, 2019; ZHANG et al., 2020). O ON
desempenha um papel crucial na modulagéo da resposta imunolégica e oxidativa, mas
sua producdo excessiva esta associada a danos teciduais e ao desenvolvimento de
doencas inflamatérias intestinais e cancer de colon. Por outro lado, os marcadores
antioxidantes, SOD e CAT, atuam no balanco dos processos oxidativos e recuperacao
da mucosa (TIAN; WANG; ZHANG, 2017; ZHANG et al., 2020).

No contexto do presente estudo, apesar dos danos a mucosa colonica
provocados pela dieta high-fat, os niveis de ON no grupo HF foram significativamente
reduzidos, sugerindo a auséncia de estresse oxidativo no tecido. Contudo, um ponto
importante a ser considerado é o impacto desse padrdo de dieta utilizada sobre o
metabolismo do 6xido nitrico. A L-arginina, precursora na sintese de ON, tem sua
biodisponibilidade reduzida em dietas hiperlipidicas devido ao aumento da atividade
da enzima arginase, reduzindo a biodisponibilidade desse aminoéacido, o que pode
levar & diminuicdo da produgédo de ON (ERDELY et al., 2010; GRASEMANN et al.,
2017). Os resultados dessa analise, quando comparados a estudos anteriores,
sugerem que 0Ss compostos bioativos do café verde apresentam maior eficacia
antioxidante em contextos de estresse oxidativo ja presentes no tecido, o que néo foi

observado no presente estudo.
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De maneira semelhante, a suplementagcdo com o café verde nado alterou
significativamente os niveis de IgA em comparacédo ao grupo HF. Estudos cientificos
indicam que durante processos inflamatérios e oxidativos, ha um aumento da
secrecdo dessa imunoglobulina em resposta as condi¢des do epitélio intestinal, visto
gue esse anticorpo realiza a captacdo e neutralizacdo de antigenos, modulando a
microbiota intestinal e protegendo o intestino contra microrganismos e substancias
potencialmente patogénicos (PIETRZAK et al., 2020). Nesse contexto, danos a
mucosa podem intensificar o estimulo a producdo de componentes imunolégicos
como mecanismo de defesa (PIETRZAK et al., 2020; ZHANG et al., 2020). Contudo,
no presente estudo, mesmo com prejuizos ao epitélio, ndo foram observados aumento
nos niveis dessa imunoglobulina. Esse achado foi acompanhado da reducéo de ON,
cujo aumento poderia estimular a maior producédo de IgA. Por outro lado, os niveis de
IgA em HFT foram estatisticamente menores em comparacédo a HFP. Esse resultado
foi inesperado, visto que a resposta oxidativa foi semelhante em ambos os grupos,
assim como a melhora no epitélio intestinal, logo, esperava-se a reducdo desse
anticorpo em ambos 0s grupos suplementados com o extrato aquoso de café verde.
Esses resultados podem sugerir diferentes respostas do sistema imunoldgico frente
aos distintos momentos de inicio da suplementacédo com o extrato de café verde entre
os grupos HFP e HFT e as possiveis alteracbes metabdlicas j4 estabelecidas em

resposta a dieta high-fat.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo particularmente significativos, uma
vez que evidenciam os efeitos deletérios do consumo de dieta hipercalérica e
hiperlipidica para a saude intestinal, destacando o potencial do café verde na
manutencao da integridade do epitélio intestinal e possivel utilizagdo como estratégia
terapéutica para o reestabelecimento da homeostase intestinal.

No presente estudo, os efeitos benéficos do consumo do extrato aquoso de
café verde foram observados a partir de uma ingestdo média diaria de 2,45 mg de
cafeina e 7,36 mg de acido clorogénico em animais com peso corporal aproximado de
500g. Quando ajustado para um ser humano de 70 kg, utilizando o célculo de dose
equivalente para humanos (NAIR; JACOB, 2016), essas quantidades correspondem
a aproximadamente 0,94 mg/kg (66 mg) de cafeina e 2,84 mg/kg (198 mg) de acido

clorogénico. Tais doses sdo consideradas seguras, uma vez que o consumo diario
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recomendado de cafeina para adultos saudaveis € de 400 mg (DOEPKER et al.,
2018).

Adicionalmente, destaca-se que as concentragcdes dos compostos presentes
no gréo de café podem sofrer variagdo devido a variedade do gréo, as condi¢cfes de
plantio, manejo pés-colheita e 0 método de preparo. Por exemplo, uma xicara de café
arabica coado (150 mL) contém cerca de 45 mg de cafeina, enquanto o café expresso
(40 mL) apresenta aproximadamente 112 mg (ROCHA et al., 2022). O processo de
torrefacdo reduz significativamente o teor de acido clorogénico no café, resultando em
concentracfes entre 13 e 60 mg por 100 mL da bebida pronta (MILLS et al., 2013).
Por outro lado, o consumo a partir dos graos verdes proporciona maiores
concentracbes desses compostos bioativos, com 100 mL fornecendo
aproximadamente 184 mg de cafeina e 553 mg de acido clorogénico (dados baseados
na Tabela 5).

E importante ressaltar que, apesar do apelo ao acido clorogénico devido as
quantidades consideraveis no extrato e aos beneficios atribuidos a esse composto, é
essencial considerar a presenca de outros compostos presentes no café verde que
podem interagir de maneira sinérgica e contribuir para os resultados encontrados.

Dado o numero limitado de estudos que investigaram o uso do café verde sobre
alteracdes intestinais, os resultados encontrados no presente estudo reforcam a
relevancia do extrato de café verde na promoc¢éo da saude intestinal, especialmente
no contexto da obesidade. Esses achados destacam o potencial do café verde como
uma intervencdo terapéutica promissora, cuja aplicabilidade merece ser mais

explorada.
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7. CONCLUSAO

A andlise da composicdo do extrato de café verde identificou o acido
clorogénico como o principal composto bioativo. A administragdo da dieta hiperlipidica
e hipercaldrica resultou em ganho de peso corporal nos animais e induziu alteracdes
intestinais negativas, comprometendo a integridade do célon. Contudo, o consumo
médio diario de 1,33 mL do extrato de café verde (contendo 7,36 mg/mL de ACG)
demonstrou beneficios para a manutencao e recuperacao da saude intestinal.

O consumo preventivo do extrato aquoso de café verde contribuiu
significativamente para a preservacado de parametros morfométricos e das proteinas
de juncao claudina e ocludina no intestino grosso, comprometidos pelo consumo da
dieta high-fat. Ja a administracdo do extrato como tratamento promoveu reducao do
pH intestinal e aumento dos AGCC, além de recuperacdo da mucosa intestinal e
aumento das proteinas de juncédo. Dessa forma, os resultados do estudo sugerem que
o café verde possui um potencial terapéutico promissor no co-tratamento para a
recuperagéo intestinal, com a suplementacdo do extrato como tratamento mostrando
os melhores efeitos observados.

Este trabalho abre novas perspectivas para que futuras pesquisas sejam
realizadas, aprofundando o entendimento sobre a relacédo entre o consumo de café
verde e a modulagdo do ambiente intestinal, com foco nos mecanismos de agéo
envolvidos. Além disso, os achados incentivam a realizacdo de ensaios clinicos em
humanos para explorar a viabilidade do uso do extrato de café verde como

coadjuvante em terapias de recuperacao intestinal.
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ANEXO

Anexo A — Aprovacgao comité de ética.
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