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Resumo

Avaliou-se o efeito do extrato aquoso de café verde conilon (ECV) sobre biomarcadores hepaticos,
perfil lipidico e glicemia de animais, com obesidade induzida pela dieta. O ECV foi obtido por percolacéo
e determinados teor de acido clorogénico (CGA) e cafeina. Ratos machos (Wistar) divididos nos grupos
(n=12/grupo): CT (dieta comercial), HF (dieta para indu¢céo da obesidade), HFP (dieta para indugéo da
obesidade mais ECV desde a 12 semana) e HFT (dieta para indu¢&o da obesidade mais ECV a partir
da 82 semana). Na 152 semana, foi realizado o teste intraperitoneal de toler&ncia a glicose (ipGTT). Na
162 semana os animais foram eutanasiados e amostras de sangue coletadas. O consumo alimentar foi
superior no grupo CT em relagdo a HF. O coeficiente de eficiéncia alimentar e caldrica, e o ganho de
peso foi superior no grupo HF. O consumo de CGA e cafeina néo diferiu entre HFP e HFT. A area sob
a curva no ipGTT foi superior no grupo HF, em relacdo ao CT, mas néo houve diferenca entre HF, HFP
e HFT. O aspartato aminotransferase diferiu entre CT e HF. O HDL diferiu entre HF e HFP. E a glicemia
nao diferiu. Concluindo, o ECV néo foi efetivo para minimizar os agravos relacionados a obesidade.

Palavras-chave: Conilon. Obesidade. Dislipidemia. Resisténcia insulinica. Biomarcadores.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Satde — Nutri¢do.
Introducéo

Obesidade é um problema de salde mundial, que provoca alterac8es no metabolismo lipidico, como
dislipidemia (LOBSTEIN, et. al., 2022). Levando ao desenvolvimento de danos hepaticos, identificados
por marcadores bioquimicos, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
(ARSLAN, 2014). Também levando a hiperglicemia e, consequentemente, a resisténcia insulinica
(WHALEY-CONNELL; SOWERS, 2017). Outro fator importante, € o aumento dos niveis inflamatérios
(XU et. al., 2003) e do estresse oxidativo (FURUKAWA et. al., 2017). Assim, uma dieta balanceada, e
inclusdo de alimentos com compostos bioativos, como o café verde podem prevenir esta condi¢cdo
(PEPE et. al., 2022; MILENKOVIC et. al., 2017).

O café € um importante produto para a economia mundial, e o Brasil € o seu maior produtor e
exportador (EMBRAPA, 2024). Os graos de café sdo ricos em compostos bioativos, incluindo cafeina,
trigonelina e acidos clorogénicos (CGA’s), que estdo associados a diminuicdo de biomarcadores
relacionados a dislipidemia e obesidade (SANLIER; ATIK; ATIK, 2019). Entretanto, durante a torra, o
café perde compostos, como os CGA’s. Dito isso, o café verde ganha destaque, por se tratar do gréo
maduro n&o torrado (ABRAHAO et. al., 2013; MILENKOVIC et. al., 2017).

Esses compostos, possuem efeitos anti-inflamatérios, e reduzem os biomarcadores de dislipidemias
e obesidade (SANLIER; ATIK; ATIK, 2019). Um estudo, utilizando o extrato de café obteve efeito na
diminuicdo da gordura visceral e do peso corporal dos animais (JESZKA-SKOWRONJ et. al., 2017). E,
constatou-se que os CGA’s podem modular o metabolismo da glicose, por inibir a liberacéo desta, e a
absorcao no intestino delgado (NAVEED et al., 2018). Considerando a relevancia do café verde e seus
constituintes em beneficio a salde, a hipdtese do estudo é que o extrato aquoso de café verde contribui
para a melhoria de biomarcadores hepéticos, perfil lipidico e niveis glicémicos de animais com
obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica.
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Metodologia

O café verde, tipo Conilon (Coffea canephora), foi adquirido do Caparaé Capixaba, seco de forma
indireta, a uma temperatura média de 180°C por aproximadamente 50 horas, moidos em moinho de
facas tipo Willy SL-31 (Solab, Brasil) e peneirados, obtendo particulas inferiores a 1,18 mm (NEVES,
et al., 2019).

O extrato de café verde (ECV) foi obtido por percolagdo (1:1,6 mL de agua destilada a 90°C), em
filtro de papel (SILVA et al. 2022). A determinacédo de cafeina e CGA’s (5-ACQ) foi realizada num
sistema cromatografico UPLC Acquity (Waters Corporation, EUA). As amostras foram filtradas (0,22
pum). Foram injetados 2 pL das amostras de extrato aquoso em uma coluna de fase reversa a 40°C. A
fase mével, uma mistura de metanol, agua e acido acético (20:80:1 (v/v)), fluxo de 0,1 mL/min, eluicao
isocratica e tempo de corrida de 8 minutos. A identificacdo dos compostos foi feita por cromatogramas
a 272 nm, comparando padrdes comerciais e compostos de interesse.

Utilizou-se ratos machos da raca Wistar (Rattus norvegicus) com trés semanas. Os animais foram
alojados individualmente, com iluminagé&o (ciclo claro/escuro) de 12 horas, sendo mantidos a 22 °C (£
1 °C), com dieta e agua ad libitum. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
dos Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo, campus Sul, sob o nUmero 001/2023.

Os animais foram divididos (n= 12/grupo): CT: dieta comercial, sem extrato; HF: induzidos a
obesidade e sem extrato; HFP: induzidos a obesidade e extrato desde a 12 semana; e HFT: com
inducdo a obesidade e extrato a partir da 82 semana. A ingestéo foi avaliada diariamente e o ganho de
peso semanalmente. A dieta dos HF foi baseada na AIN-93M, com adi¢éo de 31,2% de banha de porco,
tornando-a hiperlipidica e hipercaldrica (CINTRA et al. 2012; MOURA-ASSIS et al., 2018; REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993). Foi adicionado a dieta 2 mL de extrato (SILVA et al., 2022).

Na 15% semana foi realizado o teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT). Uma solugéo de
glicose a 50% (2,0 g/kg de peso corporal) foi administrada no peritdnio e as amostras de sangue foram
coletadas da veia caudal nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. A area sob a curva de glicose (AUC)
foi calculada pelo método trapezoidal (BONORA et al., 1987; DRAGANO et al., 2013). Ao final do
experimento os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas, e anestesiados. Apds, foi realizada
a puncao cardiaca, o sangue coletado foi centrifugado e o soro armazenado de 2 °C a 8 °C.

As andlises das enzimas AST e ALT, bem como do colesterol total, lipoproteina de alta densidade
(HDL-c), triacilglicerois e glicose foram realizadas por analisador bioguimico semi-automatico (Bio-
2000IL, BioPlus). As dosagens foram determinadas a partir do soro por kits comerciais da marca Gold
Analisa®. O contetdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi estimado pela Equacéo de
Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972).

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os outliers foram
identificados pelo teste de Grubbs e removidos dos grupos. O teste t de Student foi utilizado para
comparar as médias entre dois grupos (CT e HF). Aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Tukey para comparar as médias os grupos HF, HFP e HFT. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05, utilizando o programa estatistico Graph Pad PRISMv10.2.2.

Resultados

No presente estudo, foram encontradas concentracdes de compostos bioativos nas seguintes
guantidades: CGA em 5,53 + 1,79 mg/mL e cafeina em 1,84 + 0,35 mg/mL. Com relagao ao consumo
de dieta dos animais (Figura 1A), o grupo CT apresentou maior ingestdo quando comparado ao HF.
Dentre os grupos HF, HFP e HFT, ndo houve diferenca significativa no consumo. O consumo de cafeina
e ACG néo diferiu significativamente entre os grupos. Observou-se que o coeficiente de eficiéncia
alimentar (Figura 1D) e o coeficiente de eficiéncia calorica (Figura 1E) foram superiores no grupo HF,
em relagdo ao CT. Porém, nao diferiu entre os grupos HF, HFP e HFT.

O ganho de peso dos animais (Figura 1F), representa o ganho de peso ao final do experimento,
onde todos os animais HF, HFP, HFT obtiveram um ganho aumentado quando comparado aos animais
do grupo CT. Também houve o acompanhamento do ganho de peso semanal (Figura 1G),
demonstrando a indu¢é@o da obesidade obtida a partir da 8° semana, onde 0s animais apresentaram
diferenca estatistica significativa entre os grupos CT e HF.
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Figura 1 — Gréficos de consumo, ganho de peso e coeficientes.
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A - Consumo per capita diario; B - Consumo de Cafeina; C - Consumo de Acido Clorogénico; D - Coeficiente de
Eficiéncia Alimentar (CEA); E - Coeficiente de Eficiéncia Calérica (CEC); F — Média do ganho de peso total; G -
Ganho de peso semanal; CT - Grupo controle; HF - Grupo High-Fat, sem extrato de café verde; HFP - Grupo

High-Fat Prevencao; HFT - Grupo High-Fat Tratamento.
* representa a diferenga estatistica entre os grupos CT e HF (p<0,05).
a representa a diferenga estatistica entre o grupo HF e os grupos com extrato

Os dados da figura estdo apresentados como média dos grupos t DP.

Fonte: Produgao do préprio autor.

A evolucéo da glicemia durante os 120 minutos de teste esta apresentada na Figura 2A. O grupo
CT diferiu significativamente do grupo HF, e observa-se um comportamento semelhante entre os
grupos HF, HFP e HFT, ndo apresentando diferenca significativa entre eles. A Figura 2B representa a
area sob a curva de glicemia, com valores proximos entre os grupos HF, HFP e HFT, nao diferindo
significativamente entre eles, e um valor de &rea reduzido para os animais com dieta comercial em
relacdo ao HF, apresentando diferenca significativa entre estes.
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Figura 2 — Gréficos de glicemia e area sob a curva glicémica
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A - Glicemia média dos grupos; B - Area sob a curva de glicose dos grupos; CT - Grupo controle; HF - Grupo
High-Fat; HFP - Grupo High-Fat Prevencao; HFT - Grupo High-Fat Tratamento.
“a” representa a diferenca estatistica entre o grupo HF e os grupos com extrato

Os dados da figura estédo apresentados como média dos grupos t DP.
Fonte: Producao do préprio autor.

O marcador AST, apresentou aumento significativo, quando comparados os grupos CT e HF. J4 o
HDL, apresentou diferenca entre o grupo HFP em relacdo ao HF.

Tabela 1 — Marcadores bioguimicos e hepéaticos

CT HF HFP HFT
AST (U/L) 62 £9,7* 82,6 £24,2 755+11,1 71,4 £ 25,3
ALT (U/L) 39,9+9,8 46,3+ 15,9 458+ 124 42,4+ 15,1
Colesterol Total (mg/dL) 65,6 + 10,2 57,4+9,9 58,9+9,1 62,7 +10,4
HDL (mg/dL) 26,6 +5,0 238+49° 269+34%  284+20°
LDL (mg/dL) 25,3 +8,9 18,4+ 6,2 17,8 +8,8 16,7 + 10,5
Triglicerideos (mg/dL) 74,7 £ 24,0 63,5+224 68,9+ 325 71,3 +16,3
Glicemia (mg/dL) 353,9+92,7 310,3+59,9 3244+596 361,1+78,6

Dados apresentados em média £ DP. * indica diferenca estatistica entre CT e HF pelo teste t (p<0,05). Letras
diferentes em uma mesma linha indicam diferenca estatistica entre grupos HF, HFP e HFT pelo teste Tukey
(p<0,05).
Fonte: Produc¢éo do proprio autor.
Discusséo

O café conilon (Coffea canephora) é importante para a economia do Brasil e do mundo (EMBRAPA,
2024). Apos a torra, o café sofre reducao de compostos, como os ACG’s, por degradagdo térmica
(FRANCA; MENDONCGCA; OLIVEIRA, 2005). Este é o principal composto bioativo do café, com alto
potencial antioxidante, e capacidade de reduzir niveis glicémicos e melhorias metabodlicas em
individuos obesos (AWWAD et al., 2021; PIMPLEY et al., 2023).

Os animais foram submetidos a dieta rica em gordura saturada, aumentando as concentracfes de
colesterol total e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (SANTOS et al., 2013). Além de afetar o
metabolismo da glicose, por aumento da inflamacéo, inibindo a sinalizagdo insulinica, e levando a
hiperglicemia e resisténcia insulinica (WHALEY-CONNELL; SOWERS, 2017). No estudo de Alamri
(2020), a inducdo da obesidade utilizando dieta com banha de porco, obteve resultados semelhantes
ao ganho de peso e glicemia, apresentando indices maiores comparado ao controle positivo.

No estudo, houve um consumo de aproximadamente 7mg de ACG/dia/animal. No de Pimpley et al.
(2023), utilizou-se 100mg e 200mg/kg de acido clorogénico, e ndo observou alteragdo no consumo,
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contudo, o ganho de peso, acumulo de gordura e resposta glicémica foram significativamente
reduzidos, sendo dose-dependente.

Os grupos CT e HF diferiram significativamente em relacdo aos valores de AST, entretanto, os
animais que receberam dieta HF, HFP e HFT, ndo apresentaram diferenca significativa. No estudo de
Abdel-Mohsen (2023), foi utilizado doses de 50 e 100 mg/kg de extrato de café verde, observando
assim alteracéo positiva nos marcadores hepaticos e lipidicos dos animais que receberam dieta high-
fat com a suplementacgéo do extrato, em comparacdo com os que néo receberam a suplementacéo.

Conclusao

O CGA foi o composto mais abundante no extrato de café verde. O modelo de inducao de obesidade
utilizado foi efetivo, contudo, a suplementacdo com extrato aquoso de café verde, como prevencédo ou
tratamento da obesidade, ndo provocou melhoria dos biomarcadores analisados. Dessa forma, outros
estudos devem ser realizados utilizando o extrato de café verde, com diferentes doses e tempo de
tratamento, para avaliar os efeitos promotores de salde presentes nesse extrato.

Referéncias

ABDEL-MOHSEN, D. M. et al. O extrato de gréo de café verde melhora potencialmente a leséo
hepatica devido ao diabetes induzido por HFD/STZ em ratos. Rev. de Bioquimica Alimentar, 2023.

ABRAHAO, S. A. et al. Compostos bioativos e atividade antioxidante and quantitative genetics. Acta
Scientiarum Agronomy, v. 35, n. 3, p. 271-276, 2013.

ALAMRI, O. D. et al. Investigation of antioxidant and anti-inflammatory activities as well as the renal
protective potential of green coffee extract in high fat-diet/streptozotocin-induced diabetes in male
albino rats. Journal of Functional Foods, v. 71, p. 103996, 2020.

ARSLAN, N. Obesity, fatty liver disease and intestinal microbiota. World Journal of
Gastroenterology, v. 20, n. 44, p. 16452-16463, 2014.

AWWAD, S. et al. Quantification of caffeine and chlorogenic acid in green and roasted coffee samples
using HPLC-DAD and evaluation of the effect of degree of roasting on their levels. Molecules, v. 26,
n. 24, p. 7502, 2021.

CINTRA, D. et al. Unsaturated fatty acids revert diet-induced hypothalamic inflammation in obesity.
PLoS ONE, v. 7, n. 1, p. 1-15, 2012.

EMBRAPA. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Producao mundial de café para safra
2023-2024 totaliza 171,4 milhdes de sacas de 60kg. Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-
de-noticias/-/noticia/88547345/producao-mundial-de-cafe-para-safra-2023-2024-totaliza-1714-
milhoes-de-sacas-de-60kg Acesso em: 20 de abril de 2024.

FRANCA, A. S.; MENDONCGCA, Juliana CF; OLIVEIRA, Sami D. Composition of green and roasted
coffees of different cup qualities. LWT-Food Science and Technology, v. 38, n. 7, p. 709-715, 2005.

FRIEDEWALD W.T., LEVY R.I., FREDRICKSON D.S. Estimation of the concentration of low-density
lipoprotein cholesterol in plasma, without use of the preparative ultracentrifuge. Clin Chem. 1972.

FURUKAWA, S. et al. Increased oxidative stress in obesity and its impact on metabolic syndrome.
The Journal of Clinical Investigation, v. 114, n. 12, p. 1752-1761, 2017.

JESZKA-SKOWRON, M. et. al. Positive and negative aspects of green coffee consumption—
antioxidant activity versus mycotoxins. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 97, n. 12,
p. 4022-4028, 2017.

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 5
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



st Enconie Latne Americen Canfea s e ATmCang Encontm e iclagio
Ll bl o o o g il ke i Ennaio Lrtvarshira aDooancia

Educqgao: ferramenta essencial para um mundo justo, sustentdvel e incluso

LOBSTEIN, T.; BRINSDEN, H.; NEVEUX, M. World Obesity Atlas 2022. 2022.

MILENKOVIC, D. et al. Interindividual variability in biomarkers of cardiometabolic health after
consumption of major plant-food bioactive compounds and the determinants involved. Advances in
Nutrition, v. 8, n. 4, p. 558-570, 2017.

MOURA-ASSIS, A. et al. Flaxseed oil rich in omega-3 protects aorta against inflammation and
endoplasmic reticulum stress partially mediated by GPR120 receptor in obese, diabetic and
dyslipidemic mice models. The Journal of Nutritional Biochemistry, v. 53, p. 9-19, 2018.

NAVEED, M. et al. Chlorogenic acid (CGA): A pharmacological review and call for further research.
Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 97, p. 67-74, 2018.

NEVES, J. et al. Total phenolic content and primary antioxidant capacity of aqueous extracts of coffee
husk: chemical evaluation and beverage development. Food Science and Technology, v. 39, n. 1, p.
348-353, 2019.

PEPE, R. B.; et al. Posicionamento sobre o tratamento nutricional do sobrepeso e da obesidade:
departamento de nutricdo da Associagdo Brasileira para o estudo da obesidade e da sindrome
metabolica - ABESO, 2022.

PIMPLEY, V. A. et al. Modulatory effect of green coffee bioactives on high-fat diet-induced obesity in
C57BL6 mice model. Nutrition, v. 115, p. 112141, 2023.

REEVES, P. G.; NIELSEN, F. H.; FAHEY, G. C. AIN-93 purified diets for laboratory rodents: Final
report of the American Institute of Nutrition ad hoc writing committee on the reformulation of the AIN-
76A rodent diet. Journal of Nutrition, v. 123, n. 11, p. 1939- 1951, 1993.

SANLIER, N.; ATIK, A.; ATIK, I. Consumption of green coffee and the risk of chronic diseases.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 59, n. 16,
p. 2573-2585, 2019.

SANTOS, R. et al. Sociedade Brasileira de Cardiologia: | diretriz sobre 0 consumo de gorduras e
saude cardiovascular. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, v. 100, supl.3, p.1-40, 2013.

SILVA, et al. Green coffee extract (Coffea canephora) improved the intestinal barrier and slowed
colorectal cancer progression and its associated inflammation in rats. PharmaNutrition, v. 22, p.
100314, 2022.

WHALEY-CONNELL, A.; SOWERS, J. R. Obesity and kidney disease: from population to basic
science and the search for new therapeutic targets. Kidney International, v. 92, n. 2, p. 313—
323, 2017.

XU, H. et al. Chronic inflammation in fat plays a crucial role in the development of obesity-related
insulin resistance. The Journal of Clinical Investigation, v. 112, n. 12, p. 1821-1830, 2003.

Agradecimentos

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacdo do Espirito Santo (FAPES) pelo financiamento
(Edital 28/2022 — TO 838/2023). A Universidade Federal do Espirito Santo importante para a realizacéo
deste trabalho. Além do suporte oferecido pela prépria e pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnol6gico pelo fornecimento das bolsas de Iniciagéo Cientifica (Edital Piic 2023/2024).

XXVIII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIV Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo e 6
X1V Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2024



