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RESUMO

O café € uma das bebidas mais consumidas no Brasil e no mundo. O fato de ser uma
bebida tdo popular, aliado a sua importancia econémica, explica o interesse por estudos
sobre o café, desde a sua composicéo até seus efeitos na satde humana. Assim, foram
avaliados os efeitos do café cafeinado e descafeinado em alteracbes metabdlicas e
inflamatdrias associadas a obesidade utilizando modelo de camundongos e dieta
hiperlipidica. Extratos de café cafeinado e descafeinado, bem como os compostos
fendlicos presentes no café, acido cafeico e feralico foram utilizadas em ensaios in vitro
com 3T3-L1. Foram utilizados camundongos Swiss mantidos em ragdo comercial ou
dieta hiperlipidica por 8 semanas e divididos em grupos com intervencdo de café
cafeinado e descafeinado por 2 ou 8 semanas adicionais. Peso corporal, ingestdo de
racao, niveis glicémicos e teste de tolerancia a insulina (ITT) foram avaliados. Estoques
de tecido adiposo e de figado foram dissecados e bidpsias utilizadas para analise da
expressao protéica de INOS por Western blot e da producdo de adipocinas por ELISA.
Andlises histolégicas foram realizadas em cortes corados com hematoxilina-eosina. A
acado do acido cafeico e acido ferulico, bem como dos extratos de café cafeinado e
descafeinado foram avaliadas pelo ensaio de Oil-red em culturas de células 3T3-L1.
Ndo houve reducédo do peso corpéreo, da ingestdo de racdo ou de adiposidade nos
animais apos a intervengdo com café. Por outro lado, os niveis glicémicos estavam
reduzidos e a sensibilidade a insulina estava aumentada no grupo que recebeu café
cafeinado por 2 semanas adicionais, coincidindo com o aumento de adiponectina no
tecido adiposo. No figado houve melhora de esteatose hepética e reducao da iNOS
para o café descafeinado no protocolo de 2 semanas adicionais, e para o café
cafeinado em ambos protocolos experimentais. In vitro, a adipogénese estava
aumentada em células 3T3-L1 tratadas com o acido cafeico, o café cafeinado e
descafeinado. Desta forma, podemos sugerir que o consumo de café pode auxiliar de
forma positiva reduzindo as alteragdes inflamatorias associadas a obesidade e
melhorando a sensibilidade a insulina quando ingerido por curto periodo em fase

intermediéaria do estabelecimento da obesidade.

Palavras-chave: Café, obesidade, adipocinas, esteatose e adipogénese.
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ABSTRACT

Coffee is one of the most consumed beverage in the world, including Brazil. The fact
that coffee is one the most popular and consumed beverages in worldwide explain the
interest for studies of its composition and effects on human health. Thus, we evaluated
the effects of caffeinated and decaffeinated coffee in metabolic and inflammatory
alterations associated to obesity using a model of diet induced obesity in mice. Coffee
caffeinated and decaffeinated extracts, as well as, cafeic and ferulic acid was assayed in
vitro using adipocytes. Swiss mice were feed with commercial chow (CN) or high fat diet
(HFD) during 8 weeks and grouped for receiving caffeinated or decaffeinated coffee for
2 or 8 additional weeks. Body weight, food and drink intake, glucose levels and insulin
tolerance test (ITT) were evaluated. Depots of adipose tissue and liver biopsies were
dissected and used for protein expression in the INOS by Western blot and
adipocytokines by ELISA analysis. Histological analyses in sample liver were carried out
using slides stained with hematoxylin-eosin. The action of caffeic and ferulic acid, as
well as extracts of caffeinated and decaffeinated coffee were evaluated in adipogenesis
assay (Oil-red assay) using cell cultures of 3T3-L1. There was no reduction in body
weight, food intake and adiposity in animals after intervention with coffee. But glucose
levels were reduced and insulin sensitivity was increased in the group receiving
caffeinated coffee for two additional weeks, which coincided with the increase in
adiponectin in the adipose tissue. In the liver there was an improvement of hepatic
steatosis and reduction of INOS expression in the decaffeinated coffee during 2
additional weeks, and the caffeinated coffee in both experimental protocols. In vitro,
adipogenesis was increased in 3T3-L1 cells treated with caffeic acid, caffeinated and
decaffeinated coffee. Thus, we suggest that coffee consumption may help positively by
reducing inflammatory alterations associated with obesity and by improving insulin

sensitivity when ingested by short time in intermediate phase of obesity establishment.

Key-words: Coffee, obesity, adipocytokines, steatosis and adipogenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1Sobrepeso e Obesidade

O sobrepeso e a obesidade séo problemas de salude que estdo aumentando de
importancia em todo o mundo (da Costa et al., 2012; Sikorski et al., 2012), e
alcancando proporcdes epidémicas em algumas nacdes (Rang e Dale, 2011), incluindo
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, tanto em criangas quanto em adultos de
qualguer classe econdbmica. De acordo com o relatério de Estatisticas Mundiais de
Saude 2012, da Organizacdo Mundial de Saude, a obesidade € a causa de morte de
2,8 milhdes de pessoas por ano. No continente americano 26% dos adultos séo
obesos, sendo a regido com maior incidéncia do problema. Baseado em dados de 194
paises, o departamento de estatisticas da Organizacdo Mundial de Saude afirma que
em todas as regides do mundo a obesidade duplicou entre 1980 e 2008 (Abeso, 2012).
No Brasil 0 excesso de peso e a obesidade aumentaram nos ultimos seis anos, é o que
aponta o mais recente levantamento realizado pelo Ministério da Saude. Segundo o
estudo, a proporcao de pessoas acima do peso no Brasil avancou de 42,7%, em 2006,
para 48,5%, em 2011. No mesmo periodo, o percentual de obesos subiu de 11,4% para
15,8% (Vigitel, 2012).

A inflamacédo crbnica que se estabelece com a obesidade é um fator chave no
desenvolvimento de desordens metabdlicas (Munkonda et al., 2012) tais como
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 (Machado et al., 2011; Ghorbani et al., 2012;
Munkonda et al., 2012; Telford et al., 2012), doencas cardiovasculares (Lubrano et al.,
2012; Martin et al., 2012; Ye et al., 2012), hipertensao, (Mariappan et al., 2012; Viguerie
et al., 2012), incluindo até algumas formas de céncer (Francischi e Lancha-Junior,
2003; da Costa et al.,, 2012; Giri et al., 2012), entre outros. Queiroz et al. (2009)
destacaram que a consequéncia do desequilibrio energético pode ser decorrente do
aumento na ingestéo calorica somado a inatividade fisica e ao declinio concomitante do
gasto energético. O seu envolvimento em processos como obesidade, diabetes melito

tipo 2, hipertenséo arterial, arteriosclerose, dislipidemias, processos inflamatorios
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agudos e cronicos, entre outros, indicam que a compreensao das suas propriedades
funcionais contribuir4 para melhorar o progndstico daquelas doencgas, cuja prevaléncia
vem crescendo de forma preocupante (Fonseca-Alaniz et al., 2006).

Viguerie et al. (2012) concluiram que sobrepeso e obesidade como um acumulo
excessivo ou anormal de gordura que apresenta um risco para a saude. A gordura
corporal representa energia armazenada, e 0 excesso de gordura ocorre quando 0s
mecanismos homeostaticos que controlam o balanco calorico apresentam alteracdes ou
sao suplantados. Portanto, o sobrepeso e a obesidade estdo associados a combinacao
do estilo de vida sedentario, suscetibilidade genética, influéncias culturais e acesso
irrestrito a amplo suprimento de alimentos altamente caloricos (Rang e Dale, 2011).

1.2Sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica é caracterizada como uma combinacéo de fatores de risco
para a saude, incluindo obesidade abdominal, resisténcia a insulina, dislipidemia e
hipertensdo (Lombardo et al., 2012). Definida pela Fundagéo Internacional de Diabetes
(International Diabetes Foundation) como a presenca de obesidade central (gordura
visceral) associada a pelo menos duas caracteristicas incluindo baixo nivel de HDL-
colesterol, altos niveis de triglicerideos, pressao sistdlica ou diastdlica alta e/ou diabetes
tipo 2/aumento da glicemia de jejum (Ford, 2005). A sindrome metabdlica estabelece-se
com a obesidade (adiposidade), esta associada a um quadro de inflamacéo sistémica e
€ um importante fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
diabetes tipo 2, mortalidade, e a resisténcia a insulina (Chen et al., 2012).

Hoje € amplamente conhecido o papel da resisténcia a insulina como elo entre a
obesidade de distribuicdo central, intolerdncia a glicose, hipertensdo arterial,
dilipidemia, disturbios da coagulacao, hiperuricemia e microalbuminuria, integrantes da
sindrome metabdlica “ampliada” (Defronzo et al., 1991; Reaven, 1994; Timar et al.,
2000).



Alteracdes hepéticas também estdo associadas a obesidade. A doenca do figado
gorduroso nao-alcodlica (nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) € considerada a
manifestacdo hepética da sindrome metabdlica (Lombardo et al., 2012), engloba
alteracbes como a esteatose, a esteatohepatite ndo-alcoolica, a cirrose e o carcinoma
hepatocelular, e esta intimamente associada a obesidade, diabetes e resisténcia a
insulina (Liu et al., 2012).

1.30 Tecido Adiposo e as Adipocinas

Antes visto como um simples depésito de lipidios, o tecido adiposo € reconhecido
atualmente como um importante 6rgdo endocrino, que regula o balanco metabdlico do
organismo (Clavijo et al., 2007). O tecido adiposo humano é divido em tecido adiposo
marrom, envolvido na atividade termogénica, e tecido adiposo branco que apresenta
grande numero de células adiposas, os adipdcitos, além de células do estroma, tais
como os fibroblastos, pré-adipdcitos, macrofagos, outros leucécitos e 0s componentes
vasculares (Ferndndez-Sanchez et al., 2011).

Os adipécitos sdo as Unicas células especializadas no armazenamento de lipidios
na forma de triacilglicerol em seu citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua
integridade funcional. Essas células possuem todas as enzimas e proteinas reguladoras
necessarias para sintetizar acidos graxos (lipogénese) e estocar triacilglicerol em
periodos em que a oferta de energia € abundante, e para mobiliza-los pela lipolise
quando ha déficit calorico. A regulacdo desses processos ocorre por meio de nutrientes
e sinais aferentes dos tradicionais sistemas neurais e hormonais, e depende das
necessidades energéticas do individuo (Fonseca-Alaniz et al., 2006).

De acordo com o equilibrio energético do organismo, os adipécitos podem
aumentar ou diminuir de tamanho e, quando ocorre aumento observamos a hipertrofia.
A partir de células precursoras, novos adipécitos podem se formar em resposta ao
equilibrio energético positivo persistente caracterizando a hiperplasia (White e
Stephens, 2010) e quando ha aumento de adiposidade também pode ocorrer uma

modificacdo no perfil das células estromais (Ferndndez-Sanchez et al.,, 2011).
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Alteracdes no tamanho e no numero de adipécitos podem estar relacionadas a
inabilidade do tecido adiposo em funcionar corretamente, o que pode contribuir para o
aparecimento de problemas relacionados a obesidade, como dislipidemia, resisténcia a
insulina e risco cardio-metabodlico (Godoy-Matos, 2006). Acredita-se que estas
alteracbes sejam decorrentes de um estado de inflamagdo sistémica associado ao
aumento da adiposidade.

Pereda et al. (2012) concluiram que a obesidade € uma condigdo pro-inflamatéria,
pois os adipocitos secretam uma variedade de fatores que participam diretamente do
processo inflamatorio ou regulam outras fun¢des imunolégicas. O fator de necrose
tumoral (TNF)-a, a interleucina (IL)-6 e a leptina sdo exemplos de adipocinas pro-
inflamatorias (Hotamisligil et al., 1993; Bastard et al.,, 2000). Por outro lado, os
adipdcitos também produzem substancias com efeitos antiinflamatérios, como a
adiponectina e a interleucina (IL)-10. Em situacBes relacionadas ao aumento da
adiposidade, observamos um desequilibrio entre a producdo de fatores pro- e
antiinflamatdérios, contribuindo para a manutencéo de um nivel moderado de inflamacgéo

sistémica.

1.4Marcadores de inflamacgé&o hepética

A insulina tem efeitos importantes no metabolismo dos carboidratos e lipideos,
mediando e sendo essencial para o desenvolvimento da esteatose hepatica e da
esteatoepatite. Em condi¢@es fisiolégicas a insulina promove a lipogénese periférica e a
sintese de glicogénio, inibe a gliconeogénese e diminui a oxidacdo lipidica. A
resisténcia a insulina esta associada ao aumento da disponibilidade de acidos graxos
livres para o figado, aumento da B-oxidagdo mitocondrial e aumento da sintese de
triglicerideos a partir desses acidos graxos livres. Os triglicerideos podem se acumular
no figado devido ao aumento da disponibilidade destes acidos graxos livres ou a
diminuicdo na producdo e/ou secreg¢do de lipoproteinas de densidade muita baixa
(VLDL) (Contos e Sanyal, 2002). Os triglicerideos acumulados no citoplasma

constituem vacuolos, que podem ser identificados com coloracdo de hematoxilina-
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eosina. Se ha oxidacdo dos acidos graxos, ha formacgéo de radicais livres, peréxido de
hidrogénio e espécies reativas do oxigénio. (McCullough, 2002).

A peroxidacao lipidica parece ligar a esteatose a atividade inflamatoéria. Dois dos
aldeidos produzidos na peroxidacdo sao os principais mediadores: o malondialdeido e o
4-hidroxinonenal (McCullough, 2002). O malondialdeido ativa o NF-kB (fator de
transcricdo regulador da expressdo de citocinas pré-inflamatorias e de moléculas de
adesao), promovendo a producdo do TNF-a, IL-8, etc. O 4-hidroxinonenal ativa as
células do figado, promovendo a deposicdo de colageno e consequente fibrose, além
de estar implicado na formacdo dos corpusculos hialinos de Mallory e na quimiotaxia
dos neutréfilos (Day e James, 1998).

A producdo de TNF-a estimula a expressao de Oxido nitrico sintase induzida
(INOS) (Rui et al.,, 2002), uma enzima responsavel pela sintese de oxido nitrico, se
encontra implicada na resisténcia a insulina promovida pelo TNF-a (Emanuelli et al.,
2001). O controle da expressao da iNOS ocorre principalmente em nivel de transcrigéo,
freqientemente devido a acéo sinérgica de dois mediadores. Embora o mecanismo de
inducdo ainda ndo esteja completamente esclarecido, o fator de transcricdo nuclear kB
(NF-kB) esta relacionado com a indugdo da NOS por lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) (Duncan e Heales, 2005). A iNOS foi primeiro identificada em macrofagos e seus
efeitos se apresentam em locais com inflamacdo cronica (Sagin et al., 2004),

encontrando-se elevada na obesidade (Rui et al., 2002).

1.50s Antioxidantes

E bem conhecido que muitas substancias naturais presentes na dieta podem
influenciar de maneira positiva, prevenindo o surgimento ou alterando a progresséao de
alteracdes associadas a obesidade. Os alimentos de origem vegetal das mais variadas
espécies sdo fontes de diversos compostos que apresentam atividade antioxidante
natural (Moller e Loft, 2006; Balstad et al., 2012). O interesse pela atividade
antioxidante destes compostos se da pelo seu potencial efeito na prevencdo do

estresse oxidativo, causa primaria de muitas doengas cronicas (Zambonin et al., 2012),



tais como doencas cardiovasculares (Lallemand et al., 2012), cancer e desordens
cerebrais degenerativas (Chu et al.,, 2000; Luximon-Ramma et al., 2003; Liyana-
Pathirana e Shahida, 2006) por provocar danos celulares que, por sua vez, podem
promover disfuncdes fisiologicas e morte celular. O estresse oxidativo é resultado do
desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e o sistema de defesa
antioxidante presente no organismo. As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
podem ser geradas durante a irradiacdo por raios ultravioleta, raios X e raios gama,
como produtos de reacdes catalisadas por metais que podem estar na atmosfera como
poluentes. Podem ser também geradas no organismo, por neutrofilos e macréfagos
durante processo inflamatério; por exposi¢cdo a herbicidas, xenobibticos e toxinas e
principalmente durante o metabolismo aerdbico, na mitocondria (cadeia transportadora
de elétrons) (Valko et al., 2006; Scandalios, 2005).

O potencial antioxidante destes compostos estd associada a propria natureza
quimica, ou seja, devido a sua estrutura, estes sao em geral bons agentes redutores e,
podem proteger tecidos e estruturas celulares contra danos oxidativos (Shami e
Moreira, 2004.; Lallemand et al., 2012), inibindo a oxidacdo de diversos substratos
através da captacao de radicais livres, bloqgueando reacdes em cadeia e algumas vezes
agindo como quelantes de metais (Shahidi e Wanasundara,1992), atuando tanto na
etapa de iniciacio como na de propagacdo do processo oxidativo. Os produtos
intermediéarios, formados pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis
devido a ressonancia do anel aromético apresentada por estas substancias (Soares,
2002).

Um dos mais importantes grupos de antioxidantes encontrados nos vegetais sao
0s compostos fendlicos, que além da atividade antioxidante, demonstram atividades
antiinflamataria, antialérgica, antimicrobiana e anticarcinogénica (Mosimann et al., 2006;
Oleaga et al., 2012). Como propriedades, os compostos fendlicos podem sequestrar 0s
radicais livres, quelar ions metalicos com atividade redox, modular a expressao génica
e interagir com mecanismos de sinalizagéo celular; sendo atribuida grande parte de sua
bioatividade a estas caracteristicas (Bianchi e Antunes, 1999; Oleaga et al., 2012).

Porém os mecanismos de absor¢cdo e metabolismo e teores presentes na dieta podem



afetar a eficiéncia da acdo antioxidante e estes aspectos ndo estao totalmente
esclarecidos (Rhodes, 1996; Soobrattee et al, 2005).

A acdo do estresse oxidativo ocupa papel importante nas manifestacdes da
sindrome metabdlica. A literatura reporta que a adequada ingestdo de nutrientes
antioxidantes esta fortemente relacionada a diminuicdo do risco para a sindrome
metabolica, melhorando a sensibilidade insulinica, o perfil lipidico, a pressdo arterial, o
estresse oxidativo e a inflamacéo, condicdes fisiopatologicas relacionadas as doencas
cronicas, tais como as cardiovasculares, diabetes tipo 2 e a obesidade (Ferreira et al.,
2011).

1.60 Consumo e a Composicao Quimica do Café

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo (Lee et al., 2012; Machado
et al., 2012). O fato de ser uma bebida tdo popular, aliado a sua importancia
econdmica, explica o interesse por estudos sobre o café, desde a sua composicao até
seus efeitos na saude humana. Devido sua importancia, mais de 80 paises em todo
mundo cultivam café (Mishra e Slater, 2012), sendo o Brasil o maior produtor mundial
de café verde. O genéro Coffea compreende aproximadamente 100 espécies, na qual
apenas Coffea arabica e Coffea canephora, também conhecida como café robusta, séo
comercialmente cultivadas (Mishra e Slater, 2012).

Os ultimos dados da Associacdo Brasileira da Industria de Café mostram que o0s
brasileiros continuam aumentando o consumo de café. No periodo compreendido entre
Maio/2011 e Abril/2012, a ABIC registrou o consumo de 19,975 milhdes de sacas, isto
representando um acréscimo e 3,05% em relacdo ao periodo anterior correspondente
(Maio/10 a Abril/11), que havia sido de 19,383 milhdes de sacas. Ja4 o consumo per
capita foi de 6,18 kg de café em gréo cru ou 4,94 kg de café torrado, quase 83 litros
para cada brasileiro por ano, registrando uma evolucdo de 1,23% em relacdo ao
periodo anterior (Abic, 2012).

A Pesquisa de Orgamentos Familiares do IBGE, também indicou que o café é o

alimento mais consumido diariamente por 78% da populagédo acima de 10 anos, o que



representa 79,7 litros/habitante ano, muito semelhante ao apurado pela Abic (2012), ou
seja, 255 ml/dia ou 93 litros por habitante por ano.

A composicdo quimica dos diferentes tipos de café encontrados no mercado é
variavel em consequéncia das variedades e das condi¢cdes em que sdo produzidos e
processados (Abrahdo et al., 2008.; Santos et al., 2009; Machado et al., 2011; Lee et
al., 2012). Dentre os constituintes do café, os mais estudados sédo a cafeina, principal
substancia responsavel pelo gosto amargo do café; os acidos carboxilicos; acidos
fendlicos, que determinam a acidez; (Vignoli e Bassoli, 2007), compostos bioativos,
como flavondides, polifendis, etc (Nogueira e Trugo, 2003; Morais et al., 2009; Oleaga
et al., 2012), e os compostos de aroma da familia das pirazinas, entre outros (Morais et
al., 2009). As proteinas, glicidios redutores e lipidios sdo importantes apos a torrefacao,
pois sofrem reac¢des originando compostos importantes para o aroma do café (Toci et
al., 2006).

Os graos de café verde apresentam, além da cafeina, uma grande variedade de
minerais, aminoacidos, acUcares e lipideos, como triglicerideos e acidos graxos livres.
Adicionalmente, o café também possui uma vitamina do complexo B, a niacina e, em
maior quantidade que todos os demais componentes, os acidos clorogénicos, na
proporcao de 7 a 10%, isto €, 3 a 5 vezes mais que a cafeina. Destes, apenas a cafeina
€ termoestavel, ou seja, ndo é destruida durante o processo de torrefacdo (Trugo e
Macrae, 1989).

A cafeina € um composto quimico classificado como alcaloide do grupo das
xantinas e designado quimicamente como 1,3,7-trimetilxantina. E sintetizada a partir da
via metabolica: xantosina — 7-metilxantosina — 7-metilxantina — teobromina —
cafeina (Ashihara e Crozier, 2001). Varios sédo os estudos com o objetivo de comprovar
os efeitos benéficos da cafeina a satde humana, tais como a diminuicdo da fadiga,
aumento do estado de alerta, reducdo na incidéncia de cirroses e até diminuicdo do
risco de suicidios (Klatsky e Armstrong, 1992). Alguns autores mostram que, quando
consumido com moderacdo, ou seja, de uma a trés xicaras de café por dia, ndo ha
riscos para a saude. Esse consumo moderado pode estar relacionado com uma
melhora da pressao arterial, prevencao de enfarte do miocardio, diabetes e até auxilio

no controle dos niveis de colesterol (Gallus et al., 2009). A cafeina age como um
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estimulante do sistema nervoso central, aumentando a taxa metabdlica, relaxando a
musculatura lisa dos bronquios, do trato biliar e gastrintestinal, e de parte do sistema
vascular (Nehlig, 1999; Sin et al., 2009). Por outro lado, em varios estudos recentes tem
sido mostrado que a ingestdo de cafeina em excesso (acima de 300 mg por dia) causa
varios distarbios no organismo, que vao desde sintomas desagradaveis, como
irritabilidade, dores de cabeca, insbnia e alteracdo de humor (Sin et al., 2009), até
problemas mais graves, como doencgas coronarianas e/ou cancer (Lopez-Garcia et al.,
2009).

Ja o &cido clorogénico € um éster formado a partir da esterificacdo do &cido
quinico com derivados do acido cinamico como os acidos cafeico, ferulico e p-cumarico,
sendo os principais subgrupos de isémeros os acidos cafeoilquinicos, feruloilquinicos e
dicafeoilquinicos e, em menor quantidade, os acidos p-cumaroilquinicos (Lallemand et
al., 2012). Além da importancia para as caracteristicas organolépticas da bebida, estes
compostos conferem-lhe também um carater funcional, apresentando bioatividade,
onde os de importancia neste estudo sdo: (1) Acido cafeico — auxilia na inibicdo do
processo de peroxidacao lipidica; (2) Acido clorogénico — possui atividade antioxidante
bioldgica; e (3) Acido ferilico — apresenta boa atividade antioxidante, porém possui
baixa solubilidade (Soares, 2002).

1.7Propriedades funcionais do café

Como ja citado, o café € uma das bebidas mais consumida no mundo e nas
Gltimas duas décadas tem crescido 0 nimero de pesquisas que demonstram seus
efeitos benéficos. Dados epidemiologicos indicam que o consumo de café esta
associado a protecao ou reducéo do risco da sindrome metabdlica. O consumo de 1,5
a 3 xicaras de café por dia, foi capaz de reduzir os niveis de glicose e de triglicerideos
(Takami et al., 2012), reduziu o risco de diabetes tipo 2 (Wedick et al., 2011). O extrato
de café verde GCA™ (1050 e 700 mg) reduziu o peso corporal, o indice massa corporal
(IMC), a gordura corporal e a frequéncia cardiaca (Vinson et al., 2012). O consumo de

café também esta associado com baixas prevaléncias de doencas hepéaticas crénicas
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(Birerdinc et al., 2012) como a cirrose nao-alcodlica (Ruhl e Everhart, 2005), o
carcinoma hepatocelular e diabetes (Kathoff et al., 2010). De fato, o consumo de café
habitual pode retardar o desenvolvimento de sintomas associados a sindrome
metabdlica, reduzindo a circunferéncia abdominal, a pressdo sanguinea, o nivel de
triglicerideos e de glicose de jejum (Hino et al., 2007). Ha também sugestfes que o
consumo de café poderia resultar em melhora no quadro da sindrome metabdlica por
controlar a inflamacé&o associada a obesidade (Kempf et al., 2010). Até a pouco tempo,
0s estudos sobre as propriedades bioldgicas do café visavam os efeitos da cafeina
sobre a perda de peso, visto que é bem descrito que a cafeina promove lipblise e
aumento do gasto energético (Arciero et al., 1995; Greer et al., 2001). Recentemente,
outros componentes do café tém despertado o interesse das pesquisas, principalmente
o acido clorogénico. Uma xicara de café contém aproximadamente 100 mg de acido
clorogénico, o principal representante dentre os &cidos hidroxicinamicos. Quando
ingerido, é metabolizado pela microbiota intestinal em varios metabdlicos, incluindo o
acido cafeico (Gonthier et al.,, 2003). Pequenas quantidades livres de acidos
hidroxicinamicos também sédo encontradas no café, incluindo o acido cafeico, o acido
ferdlico e o acido vanilico (Clifford, 1985). A presenca de acido cafeico e acido ferulico é
também detectada precocemente no plasma de voluntérios apés a ingestdo de café
(Renouf et al., 2010).

Embora a relacdo benéfica entre o consumo de café e a progressédo de doencas
hepaticas e surgimento do diabetes tipo 2 seja bem explorada em estudos
epidemiologicos, poucos estudos experimentais foram feitos. A adicdo de extrato de
gréo de café verde a dieta de animais durante 14 dias foi capaz de inibir o ganho de
peso e 0 acumulo de gordura por inibir a absorcdo e metabolismo de lipideos no figado
(Shimoda et al., 2006). Camundongos C56BL6 que receberam dieta hiperlipidica por 15
semanas acrescentada de polifenois totais de café também n&o ganharam peso como
0S animais sem a suplementacdo de polifendis, bem como apresentaram menor
acumulo de lipideos no figado, apresentaram menores niveis séricos de leptina, insulina
e glicose (Murase et al.,, 2011). Camundongos que receberam a dieta hiperlipidica
suplementadas com acido clorogénico ou acido cafeico também ganharam menos peso

e também apresentaram melhora metabolica, reduzindo niveis de leptina e insulina
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(Cho et al., 2010). Visando a avaliacdo das possiveis alteracbes hepéaticas, animais
foram mantidos por 4 semanas em dieta hiperlipidica e depois divididos em grupos que
receberam café descafeinado, uma solucédo de polifendis de café ou melanoidina por
mais dois meses associado a dieta hiperlipidica. Este trabalho mostrou que o consumo
de café protege o figado dos danos causados pela dieta hiperlipidica, pois reduz o
acumulo de gordura e a inflamacao no figado (Vitaglione et al., 2010). Animais mantidos
em dieta hiperlipidica e suplementados com café cafeinado e descafeinado durante 8
semanas também apresentaram reducédo de peso, adiposidade e melhoras hepaticas
(Fukushima et al., 2009). Ratos Zucker diabéticos e portadores de sindrome metabdlica
receberam doses diarias de café por 30 dias, os compostos presentes no extrato
protegeu o figado e os rins dos animais contra a lipoperoxidacdo comumente presente
em quadros de diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica (Abrahéo et al., 2012).

Ensaios in vitro com linhagens celulares auxiliam de forma muito eficiente na
compreensao dos eventos observados in vivo. Adipdcitos in vitro podem ser Uteis em
estudos de diferenciacdo, de funcionalidade (lipdlise, producéo de adipocinas) e quando
mantidos em sistema de co-cultura com macrofagos, podem constituir um modelo da
inflamacéo que se estabelece no tecido adiposo durante a obesidade. Hepatdcitos em
cultura podem se tornar esteatéticos se expostos a acidos graxos como o acido oleico e
também constituem um bom modelo para estudos de esteatose (Lombardo et al., 2012.;
Vidyashankar et al., 2012).

Kathoff et al (2010) estudaram os efeitos do café em cultura de HepGz2,
confirmando seus efeitos protetores e antioxidantes. Em outro estudo, a suplementacéo
de pdo com café verde em condi¢cBes de cultura de HepG2 aumentou a resisténcia do
cOlon e do figado contra o estresse oxidativo (Glei et al., 2006). Os &cidos fendlicos
(cafeico, clorogénico, ferulico, p-cumarico e acido cinamico) mantidos em cultura de
HepG2 tém potencial efeito preventivo sobre doenca hepatica gordurosa néo alcodlica
em sua fase inicial (Liu et al., 2011). Adipécitos em cultura expostos ao éster fenetil do
acido cafeico isolado de propolis liberam menos leptina, TNF-a e resistina (Juman et al.,
2011), liberam mais adiponectina (Ohara et al., 2009) e tem sua diferenciacéo
modificada (Juman et al., 2011). N&o ha estudos utilizando o acido cafeico e o ferulico
nestes modelos celulares.
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Embora o café seja uma das bebidas mais populares do mundo e ja comprovado
alguns dos seus efeitos benéficos, na literatura também € citado como uma bebida
estimulante que pode causar irritabilidade e ou insbnia, por conter alto teor de cafeina
(Cavalcante et al., 2000; Maeztu et al., 2001), e pode influenciar no comportamento das
pessoas (Nawrot et al., 2003). Ha estudos que mostram que a utilizacdo de cafeina, em
excesso, pode elevar a pressado arterial, aumentando o risco de doencas
cardiovasculares entre os consumidores de café (Cavalcante et al., 2000). Além dos
hipertensos, mulheres gravidas e criancas também devem ter um consumo moderado,
em virtude dos mecanismos de acdo da cafeina (Nurminem et al., 1999). Nestes casos,
muitas vezes médicos ou nutricionistas prescrevem o consumo de café descafeinado
(Kawachi et al., 1994).

Deste modo, nossa proposta foi estudar os efeitos dos fendlicos do café no tecido
adiposo e no figado, e em culturas celulares de 3T3-L1, independente da presenca de

cafeina.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Avaliar os efeitos do café cafeinado e descafeinado, bem como do acido cafeico
e ferdlico na modulacédo das altera¢des inflamatorias no tecido adiposo e no figado
associadas a obesidade.

2.20bjetivos especificos

Avaliar in vivo a possivel acdo do consumo de café cafeinado e café
descafeinado em camundongos obesos pela introducdo prévia de dieta hiperlipidica,

avaliando:
- 0 peso corpéreo, glicemia e sensibilidade periférica a insulina (ITT);
- as alteracdes dos estoques de tecido adiposo epididimal,

- a expressao de marcadores pro-inflamatérios (TNF-a e leptina) e anti-inflamatorios

(adiponectina e IL-10) no tecido adiposo;

- a presenca de esteatose hepatica, bem como de marcadores de inflamacéo hepatica
(expressao de citocinas hepaticas, expressao de iNOS).

Avaliar in vitro a acdo do acido cafeico e acido ferulico, bem como de extratos

brutos de café cafeinado e descafeinado em culturas celulares de 3T3-L1, avaliando:

- diferenciacéo celular e citotoxicidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Métodos Analiticos

3.1.1 Preparacao do café

Foram preparados café cafeinado (café solavel granulado forte — lote: 21013055)
e café descafeinado (café soluvel granulado descafeinado — lote: 21631210), ambos da
linha Nescafé® da Nestlé®. Estes foram preparados por infusdo de 1,5 g de café em
300 ml de agua aquecida por 5 minutos em microondas. NOs ensaios in vitro os extratos
brutos de café cafeinado e descafeinado ja preparados foram filtrados em filtro Millipore
0,22 pm.

3.1.2 Avaliacédo da presenca de cafeina nos extratos de café

Foram dissolvidos em lavadora Ultra Sénica 100 mg de café cafeinado e
descafeinado em 50 mL de agua ultrapura a 70°C em baldo volumétrico, apds o
esfriamento completou-se o baldo para 100 mL com &agua ultrapura. Retirou-se uma
aliquota que foi filtrada em filtro Millipore 0,45 pm. Utilizou-se um cromatégrafo Dionex
UltiMate 3000 (Alemanha), composto por um amostrador automéatico (WPS-3000(T) SL
Analytical), uma bomba quaternéaria (LPG-3400SD) e um detector de arranjo de diodos
UV/VIS (DAD-3000). Todos os mdédulos foram controlados por computador. Empregou-
se coluna C18 Atlantis R (Waters, 5 um, 4,6 x 150 mm).O volume de injetado foi de 20
ML. A fase movel foi composta de dois solventes: A) 60% de agua Milli-Q e B) 40%
metanol. A eluigéo foi isocratica com fluxo de 1 mL/min. Foi realizada analise qualitativa
baseada na comparagédo do tempo de retengdo e espectro de absorcdo de substancias
conhecidas em relacdo aos de padrdes puros. Os espectros de absorgéo utilizados foi
entre 190 e 480 nm e o cromatograma utilizado para cafeina foi de 274 nm.
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3.1.3 Perfil fenélico dos extratos de café

Pesou-se 38 mg de &cido cafeico, 31 mg de &acido ferulico e 52 mg de acido
clorogénico em microtubos, cada amostra foi diluida em 100 pyL de metanol e
completou-se para 2 mL de agua ultrapura. Foi utilizado 50 uL de cada amostra em 600
ML de agua miliQ e 200 yL de metanol, As aliquotas foram filtradas em filtro Millipore
0,45 um. Utilizou-se um cromatografo Dionex UltiMate 3000 (Alemanha), composto por
um amostrador automético (WPS-3000(T) SL Analytical), uma bomba quaternaria (LPG-
3400SD) e um detector de arranjo de diodos UV/VIS (DAD-3000). Todos os moédulos
foram controlados por computador. Empregou-se coluna C18 Atlantis R (Waters, 5 um,
4,6 x 150 mm).O volume de injetado foi de 20 ul. A fase movel foi composta de dois
solventes: A) 4gua/acido férmico, 99.9:0.1 v/v e B) metanol/acido férmico, 99.9:0.1 v/v.
O fluxo da fase movel foi de 0.6 mL/min e o gradiente de eluicdo foi de 10% B por 10
minutos, de 10-25% B em 15 minutos, 25% B por 15 minutos, de 20-65% B em 35
minutos, de 65-100% B em 5 minutos, de 100-5% B em 5 minutos e 10% B por 5
minutos. Foi realizada andlise qualitativa baseada na comparacdo do tempo de

retencdo. Os espectros de absorc¢éao utilizados foi entre 280 e 330 nm.

3.2 Ensaios in vivo

3.2.1 Modelo de Obesidade — Animais

Foram utilizados camundongos Swiss com 6 semanas de idade adquiridos do
Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP). Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas individuais
e mantidos no Biotério da UNIFAG, com ciclos artificiais de 12 horas claro e escuro e
temperatura controlada. Os animais se serviram ad libitum de agua e racdo. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Animal - USF Protocolo 001.10.11
(Anexo 1).
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3.2.2 Obesidade induzida por dieta e intervencao dos animais

Ao completarem 8 semanas de idade, os animais foram inicialmente divididos em
dois grupos, sendo que um recebeu dieta padrdo comercial para roedores (Labina®,
Agribrands-Purina, Paulinia, SP, Brasil) e o outro recebeu dieta hiperlipidica preparada
em nosso laboratério conforme Tabela 1 durante 10 semanas. Os animais receberam
dieta e bebidas a vontade, foram pesados semanalmente e tiveram a ingestédo de dieta
e bebidas monitoradas durante a intervencdo. Os animais foram tratados com café
cafeinado e descafeinado por 2 ou 8 semanas adicionais. A divisdo dos grupos

experimentais esta ilustrada na Figura 1.

Tabela 1. Composicdo de macronutrientes da dieta (Pauli et al., 2008).

Dieta Padrdo (comercial) Dieta Hiperlipidica

a/kg Kcallkg o/kg Kcal/kg

Amido de Milho (Q.S.P.) 397,5 1590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Maltodextrina 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 2808
Oleo de Soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -

Mix de Minerais 35 - 35 -

Mix de Vitaminas 10 - 10 -
L-Cistina 3 - 3 -
Colina 2,5 - 2,5 -
Total 1000 3948 1000 5358
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DP - controle (n=4)
DH - controle (n=4)
2 semanas =
(n=16) DH — café cafeinado (n=4)
DH - café descafeinado (n=4)
CAMUNDONGOS -
SWISS —
(n=37) DP - controle (n=6)
DH - controle (n=5)
8 semanas -
(n=21) DH — café cafeinado (n=5)
DH - café descafeinado (n=5)

Figura 1: Divisdo dos animais nos grupos experimentais por 2 e 8 semanas. DP: dieta

padrdo, DH: dieta hiperlipidica.

3.2.3 Glicemia basal e Teste de tolerancia a Insulina (ITT)

Os animais foram mantidos em jejum por 6 horas e foi realizada uma pequena
incisdo na cauda de cada animal para a coleta de uma pequena gota de sangue e
determinando a glicemia basal utilizando o glicosimetro. Para o ITT, os animais
receberam via i.p. 1,5 U/kg de insulina e os niveis glicémicos foram avaliados apoés 5,
10, 15 e 30 minutos. Os valores glicémicos foram ajustados em um modelo linear e o
coeficiente angular da curva foi obtido no programa GraphPad Instat (KITT). O ITT foi

realizado na semana anterior ao sacrificio dos animais.
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3.2.4 Sacrificio dos animais e coleta de materiais

Os animais foram anestesiados com uma mistura 1:1 v/v de cetamina 100 mg/ml e
xilasina a 2% no volume de 0,3 uL para cada 100 g de peso corpéreo visando uma
anestesia profunda. A cavidade abdominal foi aberta para acesso a veia abdominal, de
onde foi coletado sangue. O animal foi sacrificado pela retirada do coracédo sob efeito
do anestésico. Os estoques de tecido adiposo foram retirados, pesados e os valores
expressos como porcentagem do peso corporal. Biopsias de tecido adiposo e figado
foram coletadas.

3.2.5 Andlise histolégica de esteatose hepatica

Fragmentos de figado foram acondicionados em formalina tamponada a 10%.
Apos 48 horas foram processados e emblocados em parafina. Cortes histolégicos de
5uL foram corados com hematoxilina e eosina. A presenca de esteatose hepatica foi
capturada utilizando microscépio Optico acoplado a sistema de captacdo de imagens e
foi avaliada através da quantificacdo de esteatose presente em 144 pontos sobrepostos

na imagem.

3.2.6 Quantificacdo de mediadores inflamatdrios

Bidpsias de tecido adiposo e figado foram coletadas no dia do sacrificio e
estocadas a seco em -80°C. As biopsias foram homogeneizadas em tampao de
solubilizacdo contendo Tris 100 mM (pH 7.6), Triton X-100 1%, NaCl 150 mM,
aprotinina 0.1 mg, 35 mg PMSF/ml, NasvVO, 10 mM, NaF 100 mM, Nas,P,0O; 10 mM e
EDTA 4 mM. Os extratos foram centrifugados a 15000 rpm a 4°C, 45 minutos. O
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sobrenadante foi coletado e utilizado diretamente no kit comercial de ELISA a fim de
quantificar TNF-a, leptina, adiponectina e IL-10. Parte do sobrenadante das biopsias de
figado coletado foi utilizada em experimentos de western blot, onde adicionou-se
tampéo de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; fosfato de sédio 1 M, pH 7,0; glicerol
50%; SDS — dodecil sulfato de so6dio — 10%) contendo DTT 100 mM e amostras foram
aquecidas em agua fervente por 5 minutos, aplicadas em géis de poliacrilamida (SDS-
PAGE) e separadas por eletroforese. Apos a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas de nitrocelulose foram
incubadas com anticorpos anti-iNOS e anti-B-Actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc. —
Santa Cruz, Califérnia, USA) overnight a 4°C antes de serem reveladas com Kkits

comerciais de quimioluminescéncia (GE Healthcare Bio-Sciences AB, UK).

3.3 Ensaios in vitro

3.3.1 Culturas celulares

Foram utilizadas as linhagens de pré-adipocitos 3T3-L1 adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro, estabelecidas em nosso laboratorio.

A linhagem de pré-adipécitos 3T3-L1 foi cultivada em meio basal de DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (BSA), 10 ml/lL de
penicilina/estreptomicina, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO,. Apos 48 horas
de atingirem a confluéncia, as células foram incubadas com o meio de diferenciacao
(0,25 uyM de dexametasona, 10 ug/ml de insulina e 0,5 mM IBMX em meio basal). ApGs
48 horas, as células foram expostas ao meio de maturagdo (5 pg/mL de insulina em
meio basal). As células foram estimuladas com &cido cafeico e acido ferulico, nas
concentracdes de 0,01 mM, 0,02 mM e 0,05 mM, e os extratos brutos de café cafeinado
e descafeinado, nas concentracdes de 100 mg/ml, 300 mg/ml e 1000 mg/ml, durante e

apos a diferenciacao.
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3.3.2 Ensaios de diferenciacdo de adipocitos

A adipogénese foi observada 15 dias apés a inducédo da diferenciacdo dos pré-
adipdcitos (3T3-L1), periodo no qual as células também foram estimuladas com &cido
cafeico, &cido ferdlico e extratos brutos de café cafeinado e descafeinado, a analise foi
realizada pelo acumulo de vesiculas lipidicas intracelulares coradas por Oil Red-O
(Sigma Aldrich). As células foram lavadas com PBS, fixadas em paraformaldeido 4%
por 30 minutos e incubadas por 1 hora com solucédo de OilRed-O. As células coradas
foram lavadas com &gua, secas a 37°C e visualizadas por microscopia 6ptica. Em
seguida o corante foi extraido com isopropanol 100% e quantificado por

espectrofotometria a 540 nm.

3.3.3 Ensaio de Citoxicidade

As células 3T3-L1, maduras e durante diferenciacdo, estimuladas ou ndo por
acido cafeico, acido ferulico e extratos brutos de café cafeinado e descafeinado, foram

submetidas ao ensaio de citoxicidade MTT descrito em Mosmann (1983).

3.4 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média, acompanhado do respectivo erro
padrdo da média (EPM). Diferencas estatisticamente significante foram determinadas
utilizando-se analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnett para

comparacdes multiplas e Teste T. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Andlise cromatografica de cafeina em café soltvel cafeinado e descafeinado

O perfil de cafeina presente nos cafés utilizados foi determinado por HPLC
(Figura 2). Observa-se a presenca de cafeina em 3,84 minutos no café cafeinado
(Figura 2B) assim como no controle onde se utilizou o padrao cafeina (Figura 2A). E

como esperado, 0 mesmo nao foi observado para o café descafeinado (Figura 2C).

4.2 Analise cromatografica de é&cidos fendlicos em café soluvel cafeinado e

descafeinado

O perfil de &cidos fendlicos presente nos cafés utilizados foi determinado por
HPLC e encontra-se descrito na Figura 3. Observa-se a presenca de &cido clorogénico
e cafeico nas mesmas proporcdes em ambos extratos. Nao foi detectada a presenca de

acido ferulico nas amostras de café utilizadas.
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4.3 Determinacéo do peso corporeo

Durante a vigéncia da dieta hiperlipidica, os animais do grupo DH apresentaram
uma alteracao significativa no peso corpdéreo quando comparados aos animais do grupo
controle (Figura 4). No entanto, ndo houve reducdo do peso corpéreo dos animais com
a intervencéao de café cafeinado e descafeinado no protocolo de 2 semanas (Figura 5) e

no protocolo de 8 semanas (Figura 6), quando comparados ao grupo DH.
4.4 Avaliacéo dos estoques de tecido adiposo epididimal

Na avaliacdo dos estoques de tecido adiposo epididimal ndo houve reducédo na
adiposidade apods intervencdo com café, para os dois protocolos experimentais (Figura

7A e 7B). Porém observou-se reducdo de adiposidade apenas para o café
descafeinado com 2 semanas de ingestao da bebida (Figura 7A).
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Figura 4: Peso corpéreo dos animais durante a vigéncia da dieta hiperlipidica. Os
valores estao apresentados na forma de média e erro padrdo (EPM). **p<0,01 quando

comparado ao grupo DH.
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Figura 5. Peso corpéreo dos animais durante a vigéncia da dieta hiperlipidica no
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Figura 6: Peso corpéreo dos animais durante a vigéncia da dieta hiperlipidica no
protocolo de 8 semanas. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro
padrao (EPM). **p<0,01 quando comparado ao grupo DH.
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4.5 Controle de ingesta de alimento

A guantidade de dieta ingerida foi monitorada durante o tratamento dos dois
grupos experimentais. Nota-se uma diminuicdo de ingesta nos grupos DH quando
comparado aos grupos DP - controle (Figura 8A e 8B), mas o mesmo néo foi observado
entre os animais que ingeriram café cafeinado e descafeinado (Figura 8A e 8B) quando

comparados aos DH - controle.

4.6Controle de ingesta de bebidas

Durante o tratamento dos grupos experimentais, a quantidade de bebida ingerida foi
monitorada. Observou-se um aumento de ingesta de café cafeinado quando comparado
aos grupos DP - controle (Figura 9A e 9B), porém o mesmo néo foi observado entre os
animais que ingeriram café descafeinado (Figura 9A e 9B).
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Figura 9: Controle de ingestdo de bebidas dos animais no protocolo de 2 semanas
(Painel A) e 8 semanas (Painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média e
erro padrédo (EPM). # p<0,05 quando comparado ao grupo DH - controle.
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4.7Niveis glicémicos

Os niveis glicémicos foram avaliados ao final da intervencédo de café cafeinado e
descafeinado e estavam reduzidos apenas nos animais do grupo DH — café cafeinado
do protocolo de 2 semanas (Figura 10A). O mesmo nao foi observado no protocolo de 8

semanas (Figura 10B).

4 8Teste de tolerancia ainsulina

A administracdo de insulina aos animais em dieta hiperlipidica (DH) resulta em uma
reducdo menor dos niveis glicémicos quando comparada ao grupo controle, sugerindo
a presenca de resisténcia a insulina (Figura 11A e 11B). No grupo DH - café cafeinado
no protocolo de 2 semanas, observa-se uma recuperacao na capacidade de reduzir a
glicemia em resposta a insulina, sugerindo que estes possam estar mais sensiveis a
sinalizacao periférica da insulina quando comparados ao DH - controle (Figura 11A).

Porém o mesmo ndao foi observado no protocolo de 8 semanas (Figura 11B).
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Figura 10: Niveis glicémicos dos animais no protocolo de 2 semanas (Painel A) e no
protocolo de 8 semanas (Painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média
e erro padrdo (EPM). **p<0,01 e *p<0,05 quando comparado ao grupo controle e
#p<0,05 quando comparado ao grupo DH.
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Figura 11: Teste de tolerancia a insulina do protocolo de 2 semanas (Painel A) e do
protocolo de 8 semanas (Painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média
e erro padrao (EPM). ** p<0,01 e *p<0,05 quando comparado ao grupo controle, ##
p<0,01 quando comparado ao DH - controle.
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4.9Avaliacdo da producao de adipocinas antiinflamatorias no tecido adiposo

Os niveis de adiponectina no tecido adiposo dos camundongos mantidos em dieta
hiperlipidica mostram que nos camundongos obesos o tecido adiposo libera
guantidades reduzidas de adiponectina, quando comparado ao controle (Figura 12). No
protocolo de 2 semanas o grupo DH — café cafelnado observou-se uma variacdo e ha
diferencas estatisticamente significativas quando comparado ao grupo DH - controle
(Figura 12A). Porém o mesmo nao foi observado no protocolo de 8 semanas (Figura
12B).

Quanto aos niveis de IL-10 no tecido adiposo ndo houve diferencas

estatisticamente significativas nos grupos experimentais (Figura 13A e 13B).
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Figura 12: Adiponectina no tecido adiposo no protocolo de 2 semanas (painel A) e no
protocolo de 8 semanas (painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média e
erro padrao (EPM).**p<0,01 e *p<0,05 quando comparado ao grupo DP — controle; e #
p<0,05 quando comparado ao DH - controle.
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Figura 13: IL-10 no tecido adiposo no protocolo de 2 semanas (Painel A) e 8 semanas
(Painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padréo (EPM).
***n<0,001 quando comparado ao grupo DP - Controle.
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4.10 Avaliacéo da producdo de adipocinas proé-inflamatérias no tecido adiposo

Os niveis de leptina presentes no tecido adiposo de animais do grupo DH —
controle estavam maiores quando comparado aos animais do grupo DP - controle para
os dois grupos experimentais (Figura 14A e 14B). Também foi observado um aumento
significativo no grupo DH - café cafeinado no protocolo de 2 semanas quando
comparado ao grupo DH — controle (Figura 14A). No protocolo de 8 semanas nao
houve aumento e nem reducéo (Figura 14B).

Houve um aumento dos niveis de TNF-a no protocolo de 2 semanas nos grupos
DH — café cafeinado quando comparado ao grupo DH — controle (Figura 15A). Ja no
protocolo de 8 semanas a intervencdo com o café cafeinado e descafeinado nao foi

capaz de promover alteracdes estatisticamente significativas (Figura 15B).
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Figura 14: Leptina no tecido adiposo no protocolo de 2 semanas. Os valores estdo
apresentados na forma de média e erro padrao (EPM). **p<0,01 quando comparado ao
grupo DP — controle; # p<0,05 quando comparado ao DH - controle.
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Figura 15: TNF-a no tecido adiposo no protocolo de 2 semanas (Painel A) e no
protocolo de 8 semanas (Painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média
e erro padréo (EPM). #p<0,05 quando comparado ao grupo DH — controle.
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4.11 Anélise histologica da morfologia do figado

A presenca de esteatose hepatica foi observada no grupo DH - controle quando
comparado ao Controle, e nos grupos DH — café cafeinado e descafeinado observa-se
uma reducéo significativa quando comparado ao grupo DH sem intervencdo com café

nos dois protocolos experimentais (Figuras 16, 17 e 18).
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Figura 16: Amostras de figado no protocolo de 2 semanas, controle (A); DH — controle
(B); DH — café cafeinado (C) e DH — café descafeinado (D) — (40X).
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Figura 17: Amostras de figado no protocolo de 8 semanas, controle (A); DH — controle
(B); DH — café cafeinado (C) e DH — café descafeinado (D) — (40X).
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Figura 18: Analise estatistica da morfologia do figado (144 pontos) no protocolo de 2
semanas (Painel A) e no protocolo de 8 semanas (Painel B). Os valores estdo
apresentados na forma de média e erro padrao (EPM). ***p<0,001 quando comparado
ao grupo DP — controle e ##p<0,01 e #p<0,05 quando comparado ao grupo DH —
controle.
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4.12 Avaliacdo da producéo de citocinas (IL-10 e TNF-a) no figado

ApoOs a avaliacdo dos niveis de IL-10 ndo observamos diferencas estatisticamente
significativas no protocolo com intervencao de café por 2 semanas (Figura 19A).

Os niveis de TNF-a no protocolo de 2 e 8 semanas, a intervengdo com o café
cafeinado e descafeinado néo foi capaz de promover alteracbes estatisticamente

significativas (Figura 20A e 20B).
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Figura 19: IL-10 no figado no protocolo de 2 semanas. Os valores estdo apresentados
na forma de média e erro padréo (EPM).

A B
61 6
5+ 5=

T 44 3 44

£ £

=2 >

= 3= £ 34

3 3

LL LL

zZ 24 =

[ [
1+
0+

Figura 20: TNF-a no figado no protocolo de 2 semanas (Painel A) e no protocolo de 8
semanas (Painel B). Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrao
(EPM).
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4.13 Avaliacdo da expressao de iNOS no figado

Um aumento da expressdo protéica de INOS foi observado no grupo DH -
controle, quando comparado ao Controle. J& nos grupos com intervencdo de café
observamos reducao desta enzima para o café cafeinado e descafeinado no protocolo
de 2 semanas (Figura 21), e apenas para o café cafeinado no protocolo de 8 semanas
(Figura 22).
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Figura 21: Expressdo da proteina iINOS no figado dos animais no protocolo de 2
semanas (A e B representam as bandas na membrana, C - as barras mostram a média
e erro padrdo da média (EPM) da quantificacdo de iNOS corrigida pela expressao de [3-
actina. **p<0,01 quando comparado ao controle, ##p<0,01 e #p<0,05 quando

comparado ao grupo DH — controle.
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Figura 22: Expressdo da proteina iINOS no figado dos animais no protocolo de 8
semanas (A e B representam as bandas na membrana, C - as barras mostram a média
e erro padrdo da média (EPM) da quantificacdo de iNOS corrigida pela expressao de [3-
actina. *p<0,05 quando comparado ao controle e ##p<0,01 quando comparado ao
grupo DH — controle.
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4.14 Avaliacdo da citotoxicidade do &cido cafeico, acido ferulico, e dos extratos
brutos de café cafeinado e descafeinado

No ensaio de citotoxicidade in vitro com as células 3T3-L1, 6 horas de incubacdo
na presenca do acido cafeico (0,05mM), acido ferulico (0,01mM, 0,02mM e 0,05mM), e
dos extratos brutos de café cafeinado (100mg/ml e 300mg/ml) e descafeinado
(100mg/ml e 300mg/ml) ndo resultou em efeitos citotoxicos considerando as
concentracdes utilizadas. Porém, ao incubar as células na presenca de 0,01mM e 0,02
de acido cafeico, e na maior concentracdo de café cafeinado e descafeinado

(1000mg/ml), observamos toxicidade para as células (Tabela 2).

4.15 Determinacéo da diferenciacdo e lip6lise basal em adip6citos isolados

Avaliamos a diferenciacdo dos adipdcitos na presenca do acido cafeico, acido
ferulico, e dos extratos brutos de café cafeinado e descafeinado pelo ensaio de OilRed.
Foi possivel observar que na presenca de 0,02mM do &cido cafeico hA um aumento
significativo da adipogénese quando comparado ao controle-veiculo, porém na menor
(0,01 mM) e maior (0,05 mM) dose nao houve diferencas significativas. Também pode-
se observar um aumento de adipogénese nos extratos de café cafeinado na maior dose
(1000mg/ml) e de café descafeinado na menor dose (100mg/ml). Quanto a presenca do

acido feralico ndo se observou alteracdes sobre a adipogénese in vitro (Tabela 3).
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Tabela 2: Efeito do acido cafeico, acido ferulico e dos extratos brutos de café cafeinado
e descafeinado sobre a viabilidade celular utilizando ensaio de MTT.

Concentragcao MTT

Veiculo - alcool 4ul 1,67 + 0,08
0,01 mM 1,49 +0,04

Acido cafeico 0,02 mM 1,49 + 0,01
0,05 mM 1,60 + 0,05

0,01 mM 1,73 +0,01

Acido ferulico 0,02 mM 1,71 + 0,01
0,05 mM 1,60 + 0,03

Veiculo - agua 2ul 1,63 + 0,06
100 mg/ml 1,73+0,11

Café cafeinado 300 mg/ml 1,61 +0,11
1000 mg/ml 1,40 + 0,09*

100 mg/ml 1,73 + 0,08

Café descafeinado 300 mg/ml 1,67 + 0,09
1000 mg/ml 1,40 + 0,04*

Tabela 3: Diferenciacdo dos adipdcitos na presenca do acido cafeico, acido ferulico, e
dos extratos brutos de café cafeinado e descafeinado pelo ensaio de OilRed

Concentracao OilRed

Veiculo — alcool 4ul 0,21 + 0,04
0,01 mM 0,25 + 0,03
Acido cafeico 0,02 mM 0,38 + 0,03 *
0,05 mM 0,21 + 0,02

0,01 mM 0,17 + 0,02

Acido ferulico 0,02 mM 0,13 +0,01
0,05 mM 0,16 + 0,02

Veiculo — 4gua 2ul 0,19+ 0,01
100 mg/ml 0,24 + 0,06

Café cafeinado 300 mg/ml 0,28 + 0,03
1000 mg/ml 0,31 + 0,06*

100 mg/ml 0,30 + 0,05*

Café descafeinado 300 mg/ml 0,24+ 0,05
1000 mg/ml 0,23 + 0,06

*p<0,05 quando comparado ao veiculo.
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5. DISCUSSAO

A obesidade esta associada a um quadro de inflamacéo sistémica, caracterizada
pela expansdo do tecido adiposo, aumento da produgcdo de adipocinas e outros
mediadores inflamatorios, que predispde os obesos ao desenvolvimento de resisténcia
a insulina, diabetes do tipo 2 (da Costa et al.,, 2012), hipertensdo, dislipidemia e
aterosclerose (Guzik et al., 2006). A combinacgao de alguns desses fatores caracterizam
a sindrome metabdlica, que esta associada pela hiperinsulinemia e por diferentes
intensidades de resisténcia a insulina, que explicam a relacdo entre varias
anormalidades e a obesidade (Weisberg et al., 2006). Camundongos mantidos em dieta
hiperlipidica apresentam um aumento de tecido adiposo, resisténcia periférica a insulina
e glicemia alterada bem como alteracdes no perfil de producédo de adipocinas pro- e
antiinflamatérias (De Souza et al.,, 2005), mostrando-se um modelo eficiente de
obesidade (Ye et al., 2012).

O presente estudo demonstra que apos 10 semanas de manutencdo da dieta
hiperlipidica h& inducé@o da obesidade nos animais, caracterizada pelo aumento do peso
corporal e da adiposidade. Este aumento de adiposidade foi acompanhado de
alteracbes metabolicas, tais como aumento da glicemia basal e reducdo da
sensibilidade periférica a insulina, demonstrado pela reducdo das inclinacbes das
curvas glicémicas apés a administracédo da insulina.

Desta forma torna-se possivel estudar os efeitos benéficos de substancias
presentes em nossa dieta e até mesmo a acao de farmacos que possam modificar as
alteracdes maléficas associadas a obesidade. Diferentes constituintes do café tém sido
sugeridos como potencialmente protetores em diferentes sistemas quimicos e
bioldgicos; a explicagdo estaria nos numerosos antioxidantes presentes na bebida,
como o acido clorogénico, melanoidina, que sdo produtos formados na reacdo de
Maillard, e a cafeina. Nossa primeira analise consistiu na confirmacdo das
caracteristicas dos produtos utilizado neste estudo. Em analise cromatografica
observamos a presenca de cafeina no café cafeinado e, como esperado, 0 mesmo nao

foi observado para o café descafeinado. Observou-se a presenca de acido clorogénico,
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cafeico nas mesmas propor¢cdes em ambos extratos utilizados mostrando que o
processo de descafeinizagdo ndo altera a composicdo de outras substancias com
potencial bioativo. Embora ndo haja durante a rotulagem dos produtos comerciais
utilizados neste estudo, detalhamento do processo de descafeinizagdo, o mais utilizado
atualmente é a aplicacdo de fluido supercritico de CO,, que € um solvente natural e
atoxico que consegue dissover até 90% da cafeina do grdo. Utiliza-se diéxido de
carbono como fluido a pressdes e temperaturas elevadas (acima das 72,8 atmosferas e
304,2 K). Durante este processo, 0s graos verdes tornam-se marrons e ocorre
significativa formacédo de melanoidinas (Chen et al., 2011). Outros processos ainda em
utilizagdo no Brasil envolvem extragbes com solventes, como diclorometano,
cloroférmio, alcool, acetona, 4gua e outros, sendo o diclorometano o mais utilizado
(Inmetro, 2012). Em um trabalho recente o consumo de café cafeinado ou descafeinado
esteve associado a um baixo risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (Bhupathiraju
et al., 2012), corroborando a idéia de que o café, independente da presenca ou
auséncia de cafeina, possa ter efeitos benéficos (Natella e Scaccini, 2012).

Sabe-se que o tecido adiposo possui a capacidade de producdo de substancias
gue participam da resposta inflamatéria, as adipocinas. Chen et al. (2012) sugeriram
que a presenca de sindrome metabdlica é proporcional aos niveis dos marcadores
inflamatorios. Estas substancias influenciam uma variedade de processos fisiolégicos,
entre eles, o controle da ingestao alimentar, a homeostase energética, a sensibilidade a
insulina, a angiogénese, a protecdo vascular, a regulacdo da pressdo e a coagulacao
sanguinea. AlteracBes na secrecao de adipocinas, consequentes a hipertrofia e/ou
hiperplasia dos adipdcitos, poderiam constituir situacdo relacionada a génese do
processo fisiopatoldgico da obesidade e suas complicacdes (Havel, 2004). Modificando
a funcdo dos adipdcitos, as adipocinas podem atuar como um fator importante para a
reducéo da sensibilidade tecidual a insulina e contribuir para a expansédo do préprio
tecido adiposo (Zeyda e Stulnig, 2007).

A intervencdo por 2 semanas adicionais de café cafeinado ndo foi capaz de
reduzir o peso corporal e a adiposidade nos camundongos obesos. Porém houve
reducgédo significativa da glicemia e da resisténcia a insulina nos grupos que receberam

café cafeinado, coincidindo com o aumento da ingestédo de café observado neste grupo.
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Ja os animais que ingeriram café descafeinado tiveram reducéo dos estoques de tecido
adiposo epididimal, em contrapartida ndo houve reducdo de peso corporal e a
quantidade de café ingerida foi 30% menor que 0s animais que ingeriram o café
cafeinado.

Além disso, a ingestao por 2 semanas da bebida cafeinada observou-se aumento
na producdo da adiponectina pelo tecido adiposo, porém, a producéo de leptina e TNF-
a também estava aumentada para o mesmo grupo.

A adiponectina e a leptina sdo bem conhecidas por terem um papel importante no
metabolismo dos lipidos e da glicose, bem como na regulacéo inflamatoria (Kadowaki et
al., 2006; Kim et al., 2005; Li et al., 2009; Morton et al., 2007; Tschritter et al., 2003;
Wannamethee et al., 2007). Estudos anteriores mostraram associagao positiva do
consumo de café com adiponectina (Imatoh et al., 2011; Williams et al., 2008). Em um
ensaio clinico, os niveis de adiponectina aumentram apds o consumo de oito xicaras de
café por dia (Kempf et al., 2010). Yamashita e colaboradores (2012) verificaram que a
guantidade de consumo de café esta associada positivamente com o0s niveis de
adiponectina e inversamente com o0s niveis de leptina. A adiponectina € secretada
principalmente pelo tecido adiposo visceral (Yarrow et al., 2012). Em contraste a
maioria das proteinas secretadas pelos adipécitos, a expressao de adiponectina diminui
a medida que o tecido adiposo aumenta (Ouchi et al., 1999) e sua concentracdo no
soro encontra-se reduzida em individuos e roedores obesos ou resistentes a insulina.
Foi sugerido que individuos com concentracdes circulantes elevadas de adiponectina
estdo menos sujeitos ao desenvolvimento de diabetes tipo 2, quando comparados
agueles com concentracfes reduzidas (Spranger et al., 2003). Além disso, a
adiponectina demonstra capacidade de inibir a expressdo de moléculas de adesao,
suprimindo, inclusive, a expressao de TNF-a induzida por essas moléculas de adesao
(Goldstein e Scalia, 2004; Fantuzzi, 2005). Concentracdo plasmatica reduzida de
adiponectina também se associa significantemente com risco de doencas
cardiovasculares em humanos (Funahashi et al., 2004). Nesse sentido, a adiponectina
circulante parece proteger o endotélio vascular contra a maioria dos processos
envolvidos na etiopatogenia da aterosclerose. Em individuos que apresentaram uma

reducdo nos teores circulantes da adipocina, foram observadas varias disfuncbes
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metabdlicas associadas. Grande parte dos individuos manifesta diabetes, hipertenséo,
dislipidemia e aterosclerose (Funahashi et al., 2004), sugerindo a existéncia de
associacdo entre hipoadiponectinemia e o estabelecimento da sindrome metabdlica.
Recentemente, verificou-se que a administracdo de adiponectina recombinante reduziu
a glicemia e melhorou a resisténcia a insulina em modelos de ratos obesos ou
diabéticos. O efeito da adiponectina na melhoria da sensibilidade a insulina € mediado,
pelo menos em parte, por um aumento da oxidacao de gordura por ativacdo da enzima
adenina monofosfatoquinase, em musculos esqueléticos, semelhante a acdo sinalizada
pela propria insulina. A adiponectina também ativa essa enzima no figado, resultando
na reducdo da producdo de glicose hepética (Yamauchi et al., 2002). Em nossos
resultados o aumento de adiponectina para os camundongos que ingeriram café
cafeinado coincide com a reducéo de glicemia e na melhoria da sensibilidade a insulina,
porém este aumento significativo desta adipocina nédo foi capaz de suprimir a expressao
de TNF-a como citado na literatura (Fantuzzi, 2005).

Contrariamente, TNF-a e IL-6 sdo potentes inibidores da expressao e secrecao de
adiponectina. O TNF-a é um dos mediadores importantes da resposta inflamatéria na
obesidade (Ye et al., 2012), representando um produto dos macrofagos relacionado a
distarbios metabdlicos e processos crénicos de inflamacéo (Coppack, 2001; Ghorbani,
et al., 2012). Recentes descobertas sugerem que concentracdes elevadas de TNF-a
induzem danos cardiacos (Mariappan et al., 2012). Investigacbes tém revelado que a
expressdo de TNF-a esta aumentada na obesidade e diminui com a perda de peso
corporal, melhorando a sensibilidade a insulina (Fruhbeck et al., 2001). H& referéncias
de que roedores tratados com dieta hiperlipidica apresentam aumento significativo da
expressdo de TNF-a e alteragdo da via de sinalizag&o insulinica in vivo (Morin et al.,
1997). Anticorpos anti TNF-a melhoram a sensibilidade a insulina em roedores obesos,
enquanto que animais deficientes de TNF-a, mesmo quando submetidos a dieta
hiperlipidica, apresentam-se protegidos em relagdo ao desenvolvimento de obesidade
com resisténcia a insulina. O aumento da expresséo génica de TNF-a no tecido adiposo
bem como a sua elevada concentracdo plasméatica poderia induzir & obesidade, em
parte, por alterar a liberacdo na circulacdo de outras adipocinas, como a adiponectina.

O aumento de TNF-a para o grupo que ingeriu café cafeinado apds 2 semanas de
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intervencdo com café, gerou uma contradicdo a melhora observada na resisténcia a
insulina e a glicemia basal para o0 mesmo grupo.

Outra adipocina pro-inflamatoria que desempenha papel importante na obesidade
€ a leptina. Seus teores circulantes sdo proporcionais a massa adiposa, apresentando-
se elevados em animais obesos (Halaas et al., 1995). Nesse sentido, verificou-se que a
ocorréncia de mutacdes nos receptores de leptina imprime, tanto em roedores como em
humanos, resisténcia aos efeitos do controle da ingestéo de alimentos atribuidos a essa
adipocina. Adicionalmente, a verificacdo da presenca da proteina em animais e
individuos sem sobrepeso, estendeu o0 reconhecimento da existéncia de uma
importante funcéo fisiolégica da leptina no controle do balanco energético, da massa
corporal bem como da funcdo neuroenddcrina (Ahima, 2000). Interagindo com
diferentes sistemas neuroenddcrinos centrais, envolvidos no controle da ingestao de
alimentos, incluindo, por exemplo, o neuropeptidio Y (NPY), sintetizado no nucleo
arqueado do hipotadlamo, que constitui um potente estimulador da ingestao de alimentos
(Campfield et al., 1995). A deficiéncia ou resisténcia a leptina causam superexpressao
de NPY hipotalamico, implicado na hiperfagia da obesidade (Schwartz et al., 1996).
Outro sistema regulador da homeostase energética envolve a insulina hipotalamica.
Concentracao fisiolégica de leptina inibe a secrecdo de insulina em ratos, cujo efeito
parece ser mediado indiretamente via acdo do sistema nervoso central (Muzumdar et
al., 2003). Tanto deficiéncia quanto resisténcia a leptina, em roedores obesos, esta
acompanhada de severa resisténcia a insulina. Com a intervencdo de café cafeinado
por 2 semanas, verificou-se um aumento de leptina nos animais, em contrapartida
houve melhora a resisténcia a insulina para este grupo e ndo observamos aumento
nem reducédo de ingestao alimentar.

O fato de termos observado uma melhora metabélica nos animais que ingeriram o
café cafeinado pode ter uma explicacdo em um trabalho conduzido em populagéo néo-
diabética, com IMC normal e multiétinica, cuja conclusdo aponta para o café cafeinado
interferindo na resisténcia a insulina, mas causando reagdes ndo benéficas na glicemia
pos-prandial e o café descafeinado promovendo um melhor funcionamento/resposta da
célula beta pancreatica (Loopstra-Masters et al., 2011). O modelo experimental de

obesidade que utilizamos no protocolo de 2 semanas (10 semanas de dieta
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hiperlipidica) tem como principal aspecto a resisténcia dos tecidos periféricos a insulina
associada a hiperinsulinemia, o que poderia justificar a acdo benéfica da bebida
cafeinada.

Em 8 semanas adicionais de ingestdo de café ndo foi observado nenhum
resultado estatisticamente significativo, mas o consumo de café cafeinado também foi
superior ao consumo de café descafeinado neste protocolo.

Atualmente a sindrome metabdlica também esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento da doenca hepética gordurosa néo alcoodlica (NAFLD) (Mulhall et al.,
2002). Esta engloba um amplo espectro de doencas que abrange desde a esteatose
hepatica simples sem sinais inflamatérios até manifestagbes mais severas como a
esteatohepatite ndo alcodlica e a cirrose hepatica (Angulo e Lindor, 2002). Neste
estudo, a presenca de esteatose hepatica foi observada em camundongos obesos.
Curiosamente houve melhora significativa da esteatose nos animais com intervencao
de café cafeinado e também com café descafeinado para os dois protocolos
experimentais.

O papel das adipocitocinas ou citocinas na fisiopatologia da NAFLD tem sido
amplamente discutido, podendo contribuir como um fator chave no fenémeno de
resisténcia insulinica e aumento da sobrecarga de lipideos hepéticos. Os niveis séricos
e no tecido hepatico de TNF-a tem apresentado resultados discrepantes em varios
estudos, talvez porque a meia vida desta citocina € relativamente curta e seus niveis
circulantes sejam baixos, 0 que pode nao refletir as mudancas ocorridas no tecido
hepatico ou ainda a baixa sensibilidade dos métodos utilizados (Vinson et al., 2012).
Em analise de biopsias de figado os niveis de TNF-a ndo aumentaram com a esteatose
e nao diminuiram com a intervencdo de café. Contrariamente, a IL-10 sendo uma
citocina antiinflamatodria central na contra regulagdo da familia Th2, inibe a sintese de
diversos mediadores Thl, podendo assim ter propriedades antifibroticas em modelos
especificos de injurias hepaticas (Reng et al., 2009). Niveis circulantes baixos foram
revelados em pacientes obesos, e o0 tratamento com este agente previne indugao
lipidica de resisténcia insulinica (Hong et al., 2009). Desta forma, avaliou-se os niveis
de IL-10 em biopsias de figado, onde ndo observamos reducéo da citocina nos animais

obesos e n&o observamos aumento da mesma com a intervengao de café.
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A expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida, a iINOS foi avaliada no
figado dos animais. A iINOS é induzida por uma variedade de estimulos inflamatorios e
sintetiza elevados niveis de o6xido nitrico, conduzindo a geracéo de espécies reativas de
nitrogénio (Mabalirajan et al., 2010). O estresse nitrosativo leva a modificagbes
covalentes e inibicdo de varias proteinas fundamentais na sinalizagcdo da insulina
(Carvalho-Filho et al., 2006; Pilon et al., 2010). Estudos mostram que o bloqueio crénico
de 6xido nitrico, através do uso de L-NAME, em camundongos obesos ou a dele¢cédo do
gene da INOS diminui a adiposidade induzida pela dieta hiperlipidica, reduz a
inflamacdo do tecido adiposo e melhora a sinalizagdo da insulina no musculo
esquelético, sugerindo que o Oxido nitrico desempenha papel modulatério no
desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina (Tsuchiya et al., 2007). Esta
expressao encontra-se elevada na obesidade; camundongos com mutac¢des no gene da
INOS desenvolvem menos resisténcia a insulina, associada a obesidade do que seus
controles com gene intacto da INOS (Rui et al., 2002), justificando o aumento da
expressdo da iNOS observada nos animais mantidos em dieta hiperlipidica por 10 e 16
semanas.

Em estudo in vivo, a inducdo de iNOS foi observada em dois modelos de
resisténcia a insulina, na obesidade induzida por dieta hiperlipidica e no camundongo
diabético ob/ob (obesidade induzida por deficiéncia em leptina), onde, a sinalizacdo da
insulina pela via IR/IRS-1/Akt estava diminuida, e os niveis de S-nitrosacdo dessas
proteinas encontravam-se aumentados no musculo esquelético. Determinou-se, assim,
que a S-nitrosacao de proteinas envolvidas na transmissdo do sinal da insulina seria
um novo mecanismo molecular de resisténcia a insulina associado a inducao da iNOS.
Ao descobrir tais conexdes, imaginou-se uma estratégia de acao: reduzir a resisténcia a
insulina bloqueando a acdo da iINOS, caminho que se mostrou promissor em estudos
preliminares (Carvalho-Filho, 2006). Outro estudo investigou se a resisténcia a insulina,
mediada por S-nitrosacdo de proteinas envolvidas nos passos iniciais da via de
transducdo do sinal de insulina, pode ser revertida pelo exercicio fisico agudo,
constatou-se que uma Unica sessdo de exercicio, pode reverter a tolerancia a insulina
induzida pela dieta em ratos obesos, melhorando a sinalizacdo da insulina, em paralelo

com uma diminui¢cdo na expressao de iNOS (Pauli et al., 2008). Com a intervengéo com

52



café cafeinado observamos reducéo dessa expressdo em ambos protocolos, porém
somente observamos reducdo de iINOS para o café descafeinado no protocolo de 2
semanas de ingestdo. Embora ndo tenhamos observado melhora da resisténcia a
insulina no protocolo de longo prazo, esta inibicdo pode estar associada a melhora da
resisténcia insulina observada com a ingestdo de café cafeinado a curto prazo, como
citado na literatura.

Dentre as diversas substancias presentes na composicdo quimica do café, além
dos nutrientes, muitos estudos tém verificado a influéncia de seus constituintes na
saude, principalmente a cafeina com a elevacdo da pressdo arterial; os dispertenos
cafestol e o kahweol com a dislipidemia; e os acidos clorogénicos com a protecdo
cardiovascular, por suas propriedades antioxidantes (Lima et al., 2010). Sabe-se que a
cafeina € conhecida por inibir fosfodiesterases, a mobilizacdo de célcio intracelular, e
que atua como um antagonista nos receptores de adenosina, 0os quais podem alterar
potencialmente o Oxido nitrico. Em estudo cruzado, individuos receberam café
cafeinado e descafeinado, e/ou cafeina, onde os niveis de cafeina no soro foram
medidos apdés uma hora e cada hora por quatro horas. Neste estudo, o café
descafeinado ndo teve nenhum efeito sobre os niveis de Oxido nitrico exalavel,
sugerindo que a cafeina € o agente principal que causa diminuicdo de O6xido nitrico
exalavel, isto pode ser explicado pelo antagonismo do receptor de adenosina, ou pela
alteracdo dos niveis de GMPc (Bruce et al., 2002; Warke et al., 2012). Os efeitos de
kahweol sobre a producéo e a expressao de iNOS foi avaliada em macréfagos ativados
por lipopolissacarideo (LPS), onde a producdo de nitrito induzida por LPS foi
marcadamente reduzida de uma forma dose-dependente. Além disso, o kahweol
suprimiu a expresséao de iNOS, através da inibicdo de NF-kappaB (Kim et al., 2004).

Modelos in vitro vem sendo estabelecidos para estudos celulares e moleculares
afim de atender as dificuldades em estudar adipogénese in vivo, dentre esses modelos
a linhagem celular 3T3-L1 é a mais utilizada. Essa linhagem de fibroblastos quando
cultivada em meio adequado pode se diferenciar em pré-adipdcitos e depois adquirir um
fendtipo de adipécito maduro, depositando triglicerideos em vesiculas lipidicas no seu
citoplasma e expressando genes que também sdo expressos por adipdcitos maduros in

vivo (Atiar et al, 2008). Ao estimular a linhagem de pré-adipécitos 3T3-L1 com café
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cafeinado e descafeinado, acido cafeico e ferdlico avaliamos a diferenciagdo de
adipdcitos pelo ensaio de Oil-red. Em nossos resultados a presencga do acido cafeico e
ferulico e dos extratos de café cafeinado e descafeinado, ndo foram capazes de inibir a
diferenciacdo dos adipdcitos in vitro, ao contrario, observou-se nas doses 0,02 mM do
acido cafeico, 1000 mg/ml do café cafeinado e 100 mg/ml do café descafeinado, o
aumento da adipogénese. Nao hé relatos prévios na literatura sobre os efeitos do café,
do &cido cafeico e ferulico na diferenciagdo de adipdécitos in vitro. A escolha destes
compostos neste trabalho se deve a biodisponibilidade dos mesmos apés a ingestao de
café (Renouf et al., 2010). Experimentos adicionais deverdo ser conduzidos para
melhor compreenséo deste resultado. No entanto, vale ressaltar que ndo se
observaram alteracbes no peso corporal dos animais que ingeriram café nos

experimentos in vivo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o presente trabalho demonstraram que a ingestao de
café cafeinado por 2 semanas melhora o controle glicémico, a sinaliza¢do da insulina e
aumenta a producao de adiponectina, apesar de néo reduzir o peso corporal e a
adiposidade e que o café descafeinado é capaz de reduzir a adiposidade em
camundongos obesos mantidos por 10 semanas em dieta hiperlipidica. Apos 16
semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica associada a 8 semanas de consumo de café
ndo observamos o mesmo efeito benéfico nas alteracdes inflamatérias no tecido
adiposo. No figado, verificamos a reducédo da iINOS e melhora na esteatose hepatica
em ambos protocolos experimentais utilizados com o café cafeinado. O café
descafeinado foi capaz somente de melhorar a esteatose hepatica e a expresséo de
INOS no protocolo de 2 semanas. Nossos dados corroboram o descrito em estudos
epidemioldgicos que sugerem que o café cafeinado, mas ndo o descafeinado, atua
melhorando a resisténcia a insulina. No entanto, podemos sugerir que 0 consumo em
longo prazo associado a progressao das alteracdes deletérias associadas a obesidade
nao foi tdo eficaz como o consumo de curto prazo em fase mais inicial de tais

alteracdes.
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8. ANEXO |

¢)

UNIVERSIDADE

Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO

Braganca Paulista, 20 de Outubro de 2011.
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: “Avaliagdo dos possiveis efeitos benéficos do café normal e
descafeinado, do acido caféico e 4cido ferdlico nas alteragdes hepaticas e do tecido adiposo
associadas a obesidade”.

AREA DE CONHECIMENTO: Sadide e Bioldgicas
Autor(es): Prof(a). Dr (a). Alessandra Gambero; Cintia Rabelo e Paiva Caria

Instituigdo: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO
Protocolo: 001.10.11
Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),
O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S3o Francisco, analisou em
reunido extraordinaria dia 20/10/2011 o projeto de pesquisa supracitado, sob a

responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: APROVADO

CAMPUS DE BRAGANGA PAULISTA Av. Sio Francisco de Assis, 218 - CEP 12916-900 Fone (11) 4034-8000 - FAX (11) 4034-1825
CAMPUS DE CAMPINAS Rua Waldemar César da Silveira, 105 - Cura D'Ars CEP 13045-270 (19)3779-3300

CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251-900 Fone (11) 4534-8000 - FAX (11) 4524-1933
CAMPUS DO PARI - SAO PAULO Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03031-040 Fone (11) 3315-2000 - FAX (11) 3315-2036
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