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RESUMO

Nos tltimos anos, o café tem despertado grande interesse cientifico no que se refere aos
seus efeitos na satide. O presente trabalho teve como objetivo verificar o possivel efeito
do consumo agudo de café filtrado (verde, regular e descafeinado) na glicemia,
insulinemia, uricemia, homocisteinemia e perfil lipidico em individuos jovens. Foram
coletadas amostras de sangue de 20 voluntarios apds jejum noturno de 12 h (basal) e 0,5
h; 1,0 h e 3 h apds a ingestdo controlada dos diferentes tipos de cafés. A glicemia,
uricemia e o perfil lipidico foram determinados através de métodos enzimdtico-
colorimétricos. O folato em eritrécitos, o folato e cobalamina plasmaticos foram
determinados por técnica de diluicdo de radioisétopos. Como foi diagnosticada uma
deficiéncia subclinica de folato em nosso estudo piloto (n= 4), todos os participantes
foram suplementados com folato (400 pg/ dia) durante as 4 semanas que antecederam
os experimentos, para que ndo houvesse interferéncia nos resultados da
homocisteinemia. A insulinemia foi determinada por eletroquimioluminescéncia e a
homocisteina plasmatica por técnica de imunoensaio competitivo. A cafeina e o acido 5-
cafeoilquinico (5-ACQ) compostos do café com reconhecida agdo fisioldgica foram
monitorados nos diferentes tipos de café, a fim de que possiveis correlagdes pudessem
ser estabelecidas entre eles e os pardmetros bioquimicos supracitados. As andlises de
cafeina e 5-ACQ no café¢ foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia. N@o houve diferenca significativa no perfil lipidico e na homocisteinemia
apods a ingestao dos trés tipos de café. A insulinemia aumentou significativamente apos
o consumo de café verde (p = 0,001), regular (p = 0,00009) e descafeinado (p = 0,0002).
Comparando-se os trés tipos de café, observou-se que a diferenca nos incrementos da
insulinemia foi mais significativa entre o café verde e o descafeinado (p = 0,03). Apds a
ingestdo do café verde, verificou-se um aumento significativo na glicemia nos 30 min
apds o consumo da bebida (p = 0,03). Em relagdo a uricemia, houve uma diminuicéo
significativa das concentracdes (p= 0,03) para a mesma bebida. O resultado observado
pode ter relacdo com o 5-ACQ, porém torna-se necessario a realizacdo de novos estudos

para a confirmacio dessa hipétese.
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ABSTRACT

For several years coffee has been a target of great scientific interest due its health
effects. The goal of the present study was to determinate the relationship between acute
filtered coffee consumption (green, regular and decaffeinated coffee) on glycemia,
insulinaemia, uricemia and serum lipid levels monitored in young population. Blood
samples of 20 volunteers were collected after 12h fasting and after 0,5; 1,0 and 3h the
following the oral administration of the coffee. Glycemia, uricemia and lipid profile
were determined by enzymatic-colorimetric methods. As erythrocyte and plasmatic
folate as well as plasmatic cobalamin were determined by a radioisotope dilution
method. It was assessed a sub clinical folate deficiency (pilot study n= 4) and all
participants received oral folate supplementation (400 p/d) during four weeks, before
trials avoiding to affect to homocysteinemia results. Insulinaemia was determined by
electroquimioluminescense method and homocysteine by a competitive immunoassay
method. Caffeine and 5- caffeoylquinic acid (5-CQA), coffee compounds presenting
recognized physiological actions were analyzed in all kind of coffee, to establish a
possible correlation between coffee compounds and mentioned biochemical parameters.
Caffeine and 5-CQA were determined by High Pressure Liquid Cromatograph. No
statistic differences in lipid profile and homocysteine concentrations were noted, after
the consumption of the three coffee beverages. Insulinaemia increased significantly
after green coffee (p= 0,001), regular coffee (p= 0,00009) and decaffeinated coffee (p=
0,0002) consumption, and comparing the three coffee beverages, differences were
significantly greater during green coffee than decaffeinated coffee (p= 0,03) ingestion.
It was observed a significant increase in glycemia after 0,5 h of green coffee ingestion.
There were a statistical decrease in uricemia after green coffee consumption (p= 0,03).
The data suggest that 5-CQA can be associated glycemia and uricemia results, but it is

necessary additional researches to support this hypothesis.
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1-INTRODUCAO

1.1- Café - Composi¢ao Quimica

O café tem ocupado no cendrio mundial um papel de destaque, como uma das
bebidas mais populares e consumidas (Somoza et al., 2003). As plantas de café
pertencem a familia Rubidcea, do género Coffea. Possuem indmeras espécies, no
entanto, somente a Coffea arabica (Ardbica) e Coffea canephora (Robusta) sdo mais
importantes comercialmente e se encontram disponiveis em termos de variedade e
cultivo (Ramalakshmi & Raghavan, 1999).

A composi¢do quimica dos grios de café verde sofre influéncias da espécie,
variedade, grau de maturacio, condi¢Ges climaticas, de processamento, estocagem e
praticas agricolas (RamalaKshmi & Ravagan, 1999; Toci, 2004). Dependendo da

espécie analisada, os graos de café¢ verde podem apresentar em sua composi¢do cerca de
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6-10 % de 4cidos clorogénicos (ACG) (Clifford, 1999) e 1-2 % de cafeina
(Ramalakshmi & Raghavan, 1999). A partir de dados publicados na literatura, verifica-
se que o café ardbica contém cerca de 0,6-1,2 % de trigonelina. Outros compostos como
polissacarideos representam cerca de 40-50 % dos soélidos totais do café verde, sendo
que a sacarose constitui o principal oligossacarideo, apresentando valores médios de 5-8
% no café arabica. Segundo De Maria et al. (1999), o conteiido de proteinas no café
verde pode variar de 9-12 %. Em termos de lipidios, o percentual apresentado é de 9-18
%, enquanto de minerais é de 3 — 4,5 % (Trugo, 2003).

O processo de torrefacdo é responsdvel pelo aumento da complexidade da
composicdo quimica do café. Além disso, constitui um aspecto importante a ser
considerado, uma vez que se observa o desenvolvimento do sabor e aroma
caracteristicos através das alteracdes fisicas e quimicas que normalmente ocorrem no
produto (Illy & Viani, 1996). Apesar dos reconhecidos efeitos fisioldgicos do café, sdo
as caracteristicas relacionadas ao aroma e sabor do café que tornam essa bebida
apreciada em todo o mundo. Dos atributos sensoriais supracitados, o aroma recebe um
papel de destaque, uma vez que é formado por uma mistura complexa de compostos
voléateis que exibem qualidades de aroma, intensidades e concentragdes diferentes.
Dessa forma, a participagdo de cada um desses compostos para o aroma final do café é
bem variada, podendo inclusive ocorrer alteracdes sinergisticas e antagOnicas entre
esses diferentes compostos (Moreira et al., 2000). Sabe-se que mais de 800 constituintes
quimicos voldteis sdo formados durante o processo de torrefacdo e que continuam a
sofrer influéncia dos fatores ambientais e também de sua propria instabilidade intrinseca
(Charles-Bernard et al., 2005). Os componentes ndo volateis da matriz do café (Tabela
1) exibem um papel importante nessa instabilidade observada, e também interagem com

os compostos volateis durante a torrefagdo (Charles-Bernard e al., 2005).
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Tabelal: Composicao Quimica da Fracdo Nao Volatil do Café Verde da Espécie

Coffea arabica
Componente Composicao (%)
Actcares redutores 1.0
Sacarose 7.0
Pectina 3.0
Amido 10.0
Pentose 5.0
Hemicelulose 15.0
Holocelulose 18.0
Ligninas 2.0
Lipidios 13.0
Proteinas 13.0
Cinzas 4.0
Acido clorogénico 7.0
Trigonelina 1.0
Cafeina 1.0

Fonte: Adaptado de RamalaKshmi & Ravagan, 1999
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Os compostos fendlicos degradados durante o processo de torrefacdo do café
resultam na formagdo de volateis do aroma, materiais poliméricos (melanoidinas) e
liberagdo de CO, (Illy & Viani, 1996). Os ACG, por exemplo, sdo degradados gerando
lactonas e compostos de baixo peso molecular, como o 4-vinil fenol guaiacol, e
vanilinas (Clifford, 1999; Moreira et al., 2000). A cafeina e os lipideos tém se mostrado
estaveis durante a torrefacdo, enquanto a trigonelina sofre degradacdo resultando em
dcido nicotinico e compostos volateis, tais como: as piridinas e os pirrdis, que exercem
um importante papel para o sabor da bebida. As proteinas sofrem desnaturagdo em
temperaturas inferiores a pirélise, ocorrendo hidrélise das ligacdes peptidicas das
moléculas protéicas com liberacdo de aminas e carbonilas. Além disso, as proteinas
reagem com outros compostos, como glicidios na reagdao de Maillard (Moreira et al.,
2000).

Dessa forma, o processo de torrefacdo contribui para as mudancas na
composicdo quimica e atividade biolégica do café, uma vez que ocorre transformacéo
das substdncias que existem naturalmente no café verde e a geracdo de compostos
derivados de complexos mecanismos quimicos que se encontram envolvidos na
producgdo das caracteristicas de cor, sabor e aroma do café tais como: as reacdes de
Maillard, caramelizagdo de agucares, degradacdo de dcidos clorogénicos, proteinas e
polissacarideos (Illy & Viani, 1996).

Apesar da cafeina ser o componente mais conhecido e estudado no café, este
contém polifendis de grande interesse em fungdo dos seus efeitos antioxidantes in vitro
(Harland, 2000). Entre os principais polifendis existentes no café destacam-se os ACG

(Clifford, 1999).
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1.2 - Acido Clorogénico (ACG): Definicdo, Principais Fontes e
Biodisponibilidade
O termo acido clorogénico tém sido usado para designar uma familia de
compostos fendlicos formada pela esterificacdo do dcido quinico (figura 1a), que possui
hidroxilas na posi¢do axial nos carbonos 1 e 3 e hidroxilas equatoriais nos carbonos 4 e
5, com um ou mais derivados do 4cido transcindmico (figura 1b): acido caféico, acido
ferdlico, ou acido p-cumdrico. Os cinamatos sdo compostos amplamente distribuidos
como conjugados em estruturas vegetais, incluindo alimentos, bebidas e, representam a
maior classe dos compostos fendlicos. Os 4dcidos cindmicos raramente ocorrem na sua
forma livre em grdos de café verde comercial (Clifford, 2000), sendo que o 4cido 5-
cafeoiquinico (5-ACQ) tem sido reconhecido como o composto fendlico mais
abundante no café¢ (Manach et al., 2004; Karakaya, 2004).
A familia dos ACG ¢ formada por cinco grupos (Figura 1), conforme descrito
abaixo:
e Acidos cafeoilquinicos: provenientes da esterificacio do dcido quinico
com o dcido caféico, com trés isomeros principais: 3-ACQ, 4-ACQ e 5-
ACQ;
e Acidos dicafeoilquinicos: provenientes da esterificacio do dcido quinico
com duas moléculas de 4cido caféico, cujos isdbmeros principais sdo 3,4-
diACQ, 3,5-diACQ e 4,5-diACQ;
e Acidos feruloilquinicos: provenientes da esterificagio do 4cido quinico
com uma molécula de acido ferdlico, cujos isdmeros principais sdo: 3-

FQA, 4-FQA e 5-FQA:;
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e Acidos p-cumaroilquinicos: provenientes da esterificacio do dcido
quinico com o p-CoA, com trés isomeros principais, 3-CoQA, 4-CoQA e
5-CoQA;

e Acidos cafeoilferuloilquinicos: provenientes da esterificacio do 4cido
quinico com os 4cidos caféico e ferulico.

A estrutura quimica dos principais ACG e de seus precursores sdo mostradas na

Figura 1.
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Figura 1: Estrutura Quimica dos Principais Acidos Clorogénicos e de seus Precursores
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dicafeoilquinico; 4F-5CQA= 4cido 4-feruloil- 5 cafeoilquinico
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Entre os ACG, o 5-ACQ tem sido apontado como o composto mais abundante
no café, sendo atualmente o tnico comercialmente disponivel. Dessa forma, o 5-ACQ
tem sido utilizado frequentemente para se referir aos ACG, termo empregado para
designar a familia de conjugados do 4cido quinico (Clifford, 2000).

O ACG esta presente nos alimentos de origem vegetal, como frutas, hortalicas e
ervas (De Maria et al., 1998; Rawel et al., 2000; Pontes et al., 2002; Silva et al., 2006),
mas o café é considerado sua principal fonte dietética. O conteido total de ACG no café
verde (graos) é relativamente elevado, podendo alcancar de 6 a 10 %. Dependendo da
espécie de café e das condi¢des de processamento, uma xicara da bebida (200 mL) pode
fornecer de (20-675 mg) (Clifford, 1999). Ademais, supde-se que em consumidores
assiduos, a ingestao seja de 0,5 a 1,0 g / dia de ACG (Olthof et al., 2001).

Os compostos fendlicos, caracterizados por substancias biologicamente ativas
(Olthof et al., 2001), t€m despertado grande interesse cientifico devido ao seu papel na
prevengdo de varias doengas relacionadas ao estresse oxidativo, tais como o cancer,
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas. Outros efeitos bioldgicos observados
incluem: neutralizacdo de radicais livres, quelacdo de metais e modulagédo de atividades
enzimaticas (Stoclet et al., 2004; Scalbert et al., 2005).

E importante mencionar que estudos epidemiolégicos ainda sdo escassos (Block
et al., 1992; Arts et al., 2005) e que as evidéncias dos efeitos protetores dos polifendis
em relagdo ao cincer e doencas neurodegenerativas sdo derivadas de estudos a partir de
modelos experimentais “in vivo” e “in vitro” (Lambert et al., 2005; Jin et al., 2005).

O 5-ACQ, apesar de ndo apresentar valor nutricional, exibe algumas
propriedades fisiol6gicas, sendo apontado como uma das substincias fendlicas que

exerce atividades antitumorais como, por exemplo, a inibi¢do da carcinogé€nese, muito
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embora 0s mecanismos moleculares intracelulares no processo anticancer ainda se
mostrem pouco compreendidos e necessitem ser mais investigados (Jin et al., 2005).
Uma outra propriedade do 5-ACQ, que tem sido bastante estudada, seria sua atuacdo
como antioxidante, que estaria associada a protecdo contra danos provocados pelo
estresse oxidativo, processo que favorece a degenerago celular. Alguns estudos in vitro
(Roginsky et al., 2001; Borelli et al., 2002) demonstraram os efeitos antioxidantes do 5-
ACQ. No entanto, é importante salientar que as propriedades antioxidantes das misturas
de café empregadas nas pesquisas “in vitro” tém se mostrado efetivas, porém sao
dependentes das condicdes de torrefacdo aplicadas aos graos de café verde (Nicoli et al.,
1997). Em outros estudos também se verificou um aumento da capacidade antioxidante
total no plasma humano, apds o consumo de café (Natella ef al., 2002; Espésito et al.,
2003). Entretanto, os efeitos observados sofrem influéncia da quantidade consumida de
5-ACQ e também de aspectos relacionados a sua biodisponibilidade (Manach et al.,
2004). Dessa forma, torna-se dificil propor quais seriam as recomendacdes para a
populacdo em geral ou para populagdes em particular que apresentam algum risco
especifico. Além disso, uma outra dificuldade seria a presenca de uma grande variedade
de compostos fendlicos encontrados nos alimentos.

Apesar da existéncia de estudos realizados “in vitro” e em ratos, a respeito das
propriedades farmacolédgicas do 5-ACQ, os trabalhos enfocando aspectos relacionados a
absor¢ao, metabolizacdo e biodisponibilidade desses compostos em humanos ainda sdo
escassos e controversos (Farah et al., 2004). Alguns pesquisadores acreditam que a
absor¢ao de 5-ACQ possa ocorrer no intestino delgado ou cdlon, de forma semelhante
aos demais polifendis (Bravo et al., 1998; Scalbert et al., 2002). Em seguida, seriam
transportados ao figado e tecidos extra-hepaticos, sendo excretados pela urina e bile

(Bravo et al., 1998). Por outro lado, existem estudos que ndo foram capazes de detectar
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a sua presencga no sangue (Azuma et al, 2000; Nardini et al., 2002) apds o consumo de
café¢ (200 mL), apesar dessa bebida ser rica em 5-ACQ. Verificaram que somente o
dcido caféico (tanto na forma livre quanto conjugada com o 4cido glicurdnico), foi

identificado no plasma.

1.3 — Cafeina: Definicao, Principais Fontes e Biodisponilidade
Quimicamente, a cafeina pode ser definida como 1,3,7-trimetilxantina, que
representa uma molécula de xantina no qual trés hidrogénios sdo substituidos por

grupos metila ligados ao nitrogénio no anel de xantina, conforme observado na Figura

2b.
N ? |_|| e i Crqua
pit e I @
# iy
(a) (b)

Figura 2: Estrutura Quimica da: (a) Xantina e (b) da Cafeina

A cafeina pode ser considerada como a substincia psicoativa mais consumida
em todo o mundo, por pessoas de todas as idades. Suas principais fontes na dieta sdo
representadas por chd, café, produtos de chocolate, refrigerantes (do tipo cola)
(Camargo & Toledo, 1998). Recentemente, a industria de alimentos introduziu fontes
dietéticas ndo tradicionais de cafeina como bebidas energéticas, gomas e bebidas
alcodlicas. Apesar disso, o café continua sendo a sua principal fonte (Robinson et al.,
2004). A cafeina sofre poucas varia¢des durante o processo de torrefag@o, apresentando

uma estabilidade considerdvel (Licciardi et al., 2004) e dependendo da espécie
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empregada, uma xicara de café pode apresentar aproximadamente 100 mg de cafeina. A
ingestdo média per capita de cafeina nas sociedades ocidentais é estimada em 200-
400mg/dia. Segundo Robinson et al. (2004), a ingestdo didria de cafeina de 400-450
mg/dia, ndo estaria associada com efeitos adversos no organismo humano.

De acordo com Biaggioni et al. (2002), apés absorgdoa cafeina é distribuida
amplamente no organismo humano, onde as concentragdes que sdo observadas no
cérebro sdo compardveis as do plasma. Além disso, a cafeina pode atravessar a placenta
e também pode ser encontrada no leite materno. Uma dose de 250 mg (v.0) de cafeina
(aproximadamente 5 xicaras de café/ dia), quantidade que € bem tolerada, produziu um
excesso de de 40 umol/L de cafeina e 20 pmol/L de paraxantina, o principal metabdlito
da cafeina (Biaggioni ef al., 1991). Alguns fatores como a meia vida de eliminagdo e o
ultimo periodo que a cafeina foi consumida representam os principais determinantes das
suas concentragdes no plasma. Considerando que a meia vida da cafeina em seres
humanos € aproximadamente de 5 h e que esta é consumida em pequenas doses ao
longo do dia, sugere-se que as concentragdes de cafeina sdo mais elevadas no periodo
da tarde e, menores no periodo da manha. Dessa forma, no periodo noturno (10-12 h)
ocorre deplecdo sistémica quase completa da cafeina pela manha (James, 1997).

Alguns efeitos sist€micos da cafeina incluem um aumento da pressdo sanguinea
e estimulacdo da liberagcdo das catecolaminas, particularmente epinefrina (Keijzers et
al., 2002). Tem sido observado incrementos de 5-15 mmHg (pressdo sistélica) e 5-10
mmHg (pressdo diast6lica) em homens e mulheres normotensos e hipertensos de todas
as idades, geralmente uma hora (pico) apds a ingestdo de cafeina. Acredita-se que a
cafeina atue como antagonista dos receptores de adenosina, o que causaria
vasoconstric¢do e conseqiientemente um aumento na resisténcia periférica total (James,

1997). Embora a produgdo de efeitos hemodindmicos agudos apds a ingestdo de cafeina
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possa ser observada, pode se desenvolver uma tolerancia hemodindmica a partir de sua
ingestdo continua e habitual. Pelo exposto, torna-se dificil extrapolar os resultados
observados em estudos metabdlicos desenvolvidos a curto prazo para aqueles a longo
prazo (Salazar-Martinez et al., 2004).

Outros estudos também tém demonstrado que a caféna administrada de forma
aguda diminuiria a sensibilidade a insulina, apesar de ter sido observado também que
uma tolerincia a cafeina poderia se desenvolver (Greer et al., 2001; keijzers et al.,
2002). Efeitos adversos provenientes da ingestdo da cafeina incluem a associacdo
positiva com a osteoporose (Cummings et al., 1995), doencgas periodontais (Sesso et al.,
1999) e também com resultados obstétricos indesejdveis (abortos) (Cnnattingius et al.,
2000). Por utro lado, a cafeina tem sido amplamente empregada em preparacdes
utilizadas no tratamento de alergias, analgésicos, diuréticos e estimulantes (Biaggioni et
al., 2002). Além disso, a caféina estimula a termogénese e aumenta o gasto energético,

0 que pode contribuir para a reducio de peso corporal (Greenberg et al., 2005)

1.4 — Abordagem sobre os Efeitos do Consumo de Café no Perfil Lipidico,
na Glicemia, Insulinemia, na Uricemia e na Homocisteinemia

Estudos epidemioldgicos interessados em discutir a associagdo do consumo de
café e saide apontam conhecidos efeitos psicoativos e fisiologicos da cafeina, mas
também mencionam outros possiveis efeitos que tém sido identificados e atribuidos ao
contetido de diterpenos (cafestol e caveol) (Roos et al., 1998) ou fendlicos, como o 5-
ACQ, tendo este ultimo recebido énfase especial nos tltimos anos (Kitts &
Wijewickreme, 1994).

Em relacdo as doencgas cardiovasculares, estudos prospectivos e epidemiolégicos

tém sido realizados objetivando elucidar de que forma o consumo de café poderia
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influenciar no surgimento e agravamento das doengas corondrias (Palmer et al., 1995;
Meyer et al., 1998). No entanto, na maioria dos estudos, os resultados observados tém
se mostrado controversos, em diferentes populacdes. Possivelmente, os diferentes
habitos associados ao consumo de café em cada populacdo constituem fatores que
dificultam a diferenciag@o dos efeitos do café de outros fatores dietéticos e ambientais
(Mursu et al., 2005). Além disso, aspectos relevantes sdo desconsiderados nos estudos,
como a espécie da planta, volume consumido, grau de torrefagdo e a forma de preparo
da bebida (Dérea et al, 2005). Acrescido aos fatores ja mencionados, um outro
inconveniente observado nos estudos seria a auséncia de um melhor controle para
fatores confundidores como o fumo e o tipo de café (regular ou descafeinado) (Palmer
et al., 1995).

Segundo Sudano et al. (2005), a ingestdo aguda de café ou de bebidas que
contém cafeina, pode aumentar a pressdo arterial e também promover a estimulacdo do
sistema nervoso simpético em pessoas que ndo tm o habito de consumo de café. E
importante salientar que a hipertensdo é um fator de risco primdrio para derrame,
doencas cardiacas e faléncia renal (Whelton et al., 2002). Sudano et al (2005)
acrescentaram ainda, que os efeitos supracitados nao foram observados em pessoas que
tétm o habito de ingerir a bebida. De acordo com Corti et al. (2002), também foi
observado um aumento na pressdo arterial apds o consumo agudo de café regular e
descafeinado em pessoas sem o habito de consumo da bebida, o que amplia ainda mais
a discussdo quanto a participacdo de outras substancias, que ndo somente a cafeina, na
ativacdo do sistema cardiovascular.

Tem Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado que extratos soldveis de
café verde foram efetivos contra a hipertensdo em ratos (Susuki et al. 2002) e em

humanos (Kozuma et al., 2005).sido sugerido por Ochiai ef al. (2004) que a agdo anti-
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hipertensiva dos extratos de café verde (125 mL) seja em decorréncia da presenca de
grandes quantidades de 5- ACQ (140 mg), atuando na producdo de substincias
vasoreativas, como por exemplo o 6xido nitrico, no endotélio vascular, que por sua vez
€ um importante fator relaxante da musculatura lisa.

Durante varios anos, o consumo de café também tem sido associado a
concentragdes elevadas de colesterol sérico, importante fator de risco para o
desenvolvimento de aterosclerose (Tverdal er al., 1990). Ao realizar uma revisao
sistemadtica da literatura a partir de ensaios clinicos controlados, Jee et al. (2001)
verificaram que o consumo de seis xicaras ou mais de café regular esteve associado
significativamente com um aumento no colesterol total, LDL-colesterol e triglicerideos,
mas ndo afetou o HDL-colesterol. Essa relagdo persistiu apds o ajuste da idade média
dos participantes e do método de preparacio do café. Tais efeitos foram mais
pronunciados nos estudos nos quais os participantes ingeriram café fervido, do que
naqueles que ingeriram café filtrado. O consumo de café fervido € tipico das regides
escandinavas e da Turquia, na qual em seu preparo, o café é fervido com 4dgua durante
10 min ou mais, sendo o liquido decantado sem o uso de um filtro (Urgert et al., 1996;
Gross et al., 1997). Seu consumo tem mostrado associacdo com concentragdes elevadas
de LDL-colesterol e VLDL-colesterol (Gross et al, 1997), sendo que o efeito
hipercolesterolémico observado, foi atribuido a presenca de alguns diterpenos (cafestol
e caveol) na fragao lipidica dos grdos torrados (Roos et al., 1998). Esses componentes
podem ser encontrados nas variedades ardbica e robusta (predominantemente cafestol)
(Lecker et al., 1995) e representam cerca de 10-15% da fracdo lipidica dos grios de café
torrados (Ratnayake er al., 1995). Tais substancias diminuem a expressdo e a atividade
da colesterol alfa-hidrolase, importante enzima relacionada a sintese dos dcidos biliares,

0 que promoveria uma diminuicio na excre¢do da bile (Boekschoten et al., 2005). Além
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disso, as maiores concentracdes existentes dessas substancias no café fervido ocorrem,
devido as temperaturas mais elevadas durante o preparo do café e o tempo mais
prolongado de contato entre os graos de café e a dgua. J4 a filtracdo do café através do
filtro de papel removeria as fracdes dos extratos de café responsaveis pelo aumento do
colesterol.

De acordo com Urgert & katan (1996), o consumo didrio de 900 mL (5 a 6
xicaras) de café forte fervido durante 24 semanas afetou a integridade das células
hepdticas, conforme demonstrado pelos aumentos nas concentragdes da alanina
aminotransferase. Além disso, também foi observado um aumento nas concentracdes de
colesterol total (6 a 10 %) e na LDL-colesterol (9-14 %), o que sugere um risco maior
para o desenvolvimento da aterosclerose e de doencas cardiacas corondrias.

Por outro lado, Strandhagen & Thelle (2003), realizando um estudo prospectivo
controlado, com 121 participantes sauddveis, que consistiu em dois periodos de
privacdo absoluta de café regular (3 semanas, em cada periodo) e outros dois de
consumo de café regular filtrado (600 mL por dia e 4 semanas em cada periodo),
verificaram que os periodos de abstencdo de café foram relacionados com um declinio
nas concentragdes de colesterol de 0,22 mmol/L (95% CI 0,15-0,36) e 0,36
mmol/ L (95% CI 0,46-0,26), respectivamente. Ja durante o periodo de consumo de
café¢, houve um aumento nas concentragdes de colesterol de 0,25 mmol/L (95 % CI
0,15- 0,36) e 0,15 mmol/L (95% CI 0,04-0,26). Tais achados sdo importantes em
relacdo ao perfil lipidico, uma vez que concentragdes séricas elevadas de colesterol total
e de triglicerideos, bem como a oxidacdo da LDL-colesterol, sdo fatores que t€m sido
associados a um maior risco de doencgas cardiovasculares (Meyer et al., 1998).

Alguns estudos ainda escassos e contraditdrios t€m demonstrado particular

interesse na participagdo do café em relacio ao controle de diabetes melito. Segundo os
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estudos, o consumo elevado de café estaria associado a uma redugdo do risco de
desenvolvimento de diabetes melito do tipo 2, condi¢do caracterizada pela resisténcia a
insulina e descrita como um fator de risco independente para as doengas
cardiovasculares (Tuomilehto ez al., 2004; Salazar-Martinez et al., 2004). Segundo Van
Dam & Feskens (2002), individuos que consumiram no minimo 7 xicaras de café por
dia apresentavam um risco relativo de 0,50 de desenvolver o diabetes, quando
comparados aqueles que consumiram 2 xicaras ou menos de café por dia. Salazar-
Martinez et al. (2004) acrescentaram que associacdo da ingestdo de café (= 6 xicaras/
dia) com um menor risco para o diabetes melito do tipo 2 esteve relacionada com a
ingestdo cronica de ambos os tipos de café. J4, outros trabalhos descritos na literatura
como os de demonstraram que o consumo de café poderia estar associado com o
desenvolvimento de diabetes melito tipo 2, possivelmente pela diminuicdo da
sensibilidade & insulina, muito embora ndo tenham considerado o tipo de café (regular
ou descafeinado) (Graham et al., 2001; Greer et al., 2001; Keijzers et al., 2002;
Robinson et al., 2004).

Considerando que o café é uma matriz complexa, sendo constituido ndo apenas
de cafeina (até 2 %), mas também de outros componentes biologicamente ativos, é
plausivel sugerir que outros compostos, que estdo presentes em grande quantidade, a
exemplo do 5-ACQ, possam explicar a associacdo inversa existente entre o consumo de
café e o diabetes, que foi observada na maioria dos estudos supracitados. Segundo
Sotillo & Hadley (2002), o 5-ACQ seria o componente responsdvel pela reducdo da
glicose sangiiinea, dos niveis de colesterol total ou concentracdes de triglicerideos
observados in vivo. Os autores sugeriram que o 5-ACQ atuaria diretamente inibindo a
atividade da translocase, que faz parte de um sistema enzimatico da glicose-6-fosfatase,

presente no figado e que € responsavel pela dltima etapa dos processos de glicogendlise
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e gliconeogénese. Dessa forma, nos casos de diabetes tipo 2, onde se observa
gliconeogénese acentuada, a inibicdo do sistema glicose-6-fosfatase pelo 5-ACQ
desempenharia importante papel no controle da glicemia (Hemmerle et al., 1997). Além
disso, o 5-ACQ ao regular a fungéo hepatica, promovendo o aumento da sensibilidade a
insulina, modularia conseqiientemente, as concentracdes de colesterol e triglicerideos
plasmaticos.

Existem evidéncias na literatura de que o 5-ACQ exerce influéncia nas funcdes
das células B pancredticas, podendo aumentar a producio das incretinas, hormonios que
potencializam a liberagdo da insulina estimulada pela glicose (Johnston et al., 2003).
Esses autores observaram que apds o consumo de 400 mL de café regular e
descafeinado (ambos com quantidades equivalentes de 2,5 mmol/L. de 5-ACQ) houve
supressdo dos niveis séricos do Polipeptideo Insulinotrépico dependente de Glicose ou
Polipeptideo Inibidor Gastrico (GIP), com um conseqiiente aumento no Peptideo
semelhante ao Glucagon-1 (GLP-1). Como sabemos, a liberacdo de GIP é mediada pelo
processo de absorcdo de nutrientes e pelas concentracdes de insulina circulante. Dessa
forma, a absor¢do de glicose nos segmentos mais proximais do intestino, promoveu um
estimulo de liberacdo da secrecdo de GIP e, de forma oposta, quando a absorc¢do de
glicose ocorreu nos segmentos mais distais do intestino houve um aumento de secrecéo
de GLP-1. Este, por sua vez, aumenta a producdo de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) nas células B pancredticas, pela ativagdo de um receptor de membrana que
amplifica a secrecdo de insulina e pode reverter a disfuncdo das células B que sdo
observadas em diabéticos do tipo 2. Dessa forma, o retardo na absor¢cdo da glicose
contribui como um fator de protecdo para as células P pancredticas em relagdo aos

efeitos adversos da hiperglicemia (Mc Carty, 2005).

33



Virios estudos epidemioldgicos tém confirmado a associagdo positiva do 4cido
urico com acidente vascular encefdlico e doencas isquémicas (Wannamethee et al.,
1997; Verdecchia et al., 2000; Wang et al., 2001). Entretanto, o reconhecimento do
dcido trico como um fator de risco independente para a mortalidade cardiovascular
permanece controverso em varios estudos, devido a associagdo com fatores
confundidores como a obesidade, dislipidemia, hipertensdo, utilizacdo de diuréticos e
resisténcia a insulina (Culleton et al., 1999; Burnier et al., 1999; De Leeuw et al.,
2002). O é4cido turico é um produto da oxidacdo das xantinas, sendo derivado do
metabolismo das purinas. Devido a sua baixa solubilidade nos liquidos corporais,
modestas alteragdes na sua producdo ou excrecdo podem produzir elevadas
concentragdes séricas (Kiyohara ef al., 1999). As concentracdes de 4cido trico variam
significativamente em humanos, como resultado de fatores que podem aumentar a sua
produgdo (como dieta elevada em purinas ou proteinas, consumo de dlcool, elevada taxa
de renovagdo celular ou defeitos enzimdticos no metabolismo das purinas) ou que
possam diminuir a sua excre¢do (Johnson et al., 2003).

Um estudo sugeriu que o consumo de café pode estar associado a menores
concentragdes séricas de acido trico. Individuos com habito didrio de consumo de cinco
xicaras de café exibiram menores concentracdes séricas comparados aqueles que
consumiram uma xicara, independente da idade, Indice de Massa Corporal (IMC),
pressdo sanguinea sistdlica, creatinina sérica, colesterol total, fumo e consumo de
bebidas alcodlicas (Kiyohara et al., 1999). Tais resultados sdo importantes uma vez que
concentragdes aumentadas de dcido tdrico no sangue (hiperuricemia) t€ém sido associadas
com maior envolvimento nos processos de adesdo e agregacdo plaquetdria e no processo

inflamatério (Masashiko et al., 2005).
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Além dos possiveis efeitos benéficos supracitados em alguns estudos em razao
do consumo do café, outros estudos t€ém demonstrado que esse consumo tem aumentado
as concentragdes de homocisteina plasmatica total (tHcy) em humanos (Urgert et al.,
2000; Olthof et al., 2001; Verhoef et al., 2002). A homocisteina é um aminoacido
sulfurado ndo protéico, formado a partir da desmetilacdo do aminodcido metionina
(Jacques et al., 2001). No plasma, a homocisteina pode ser encontrada na forma oxidada
e também ligada a proteinas plasmaticas. Segundo Mallinow et al (1990)
aproximadamente 80 % da homocisteina plasmadtica se encontra ligada & albumina.

A elevacgdo das tHey ou hiperhomocisteinemia tem sido associada com aumento
da peroxidacdo lipidica (Refsum et al., 2001; Ueland et al., 2000). Além disso, outros
estudos também tém tratado a hiperhomocisteinemia, ndo apenas como um importante
fator de progndstico, mas também como um mediador quimico para o risco de doengas
vasculares oclusivas precoces (Boushey et al., 1995; Wald et al., 2002; Hung et al.,
2003). Apesar disso, outros estudos afirmam que essa associa¢do é controversa, nio
tendo sido observada nenhuma associacdo (Folsom et al., 1998; Ford et al., 2002).
Provavelmente a discrepancia relacionada aos resultados encontrados fundamente-se no
tipo e periodo de acompanhamento dos estudos, fatores relacionados ao estilo de vida e
com hdbitos alimentares e quanto a presenga de outros fatores de risco associados as
doencas cardiovasculares (Eikelboom ef al., 1999).

Embora os provdveis mecanismos de a¢do da hiperhomocisteinemia na génese
de doencas vasculares oclusivas ainda nio tenham sido esclarecidos (Voutilainen et al.,
2004), alguns estudiosos acreditam que a hiperhomocisteinemia possa atuar como um
agente toxico para o endotélio vascular ao promover a produgdo de perdxido de
hidrogé€nio e homocisteina tiolactona (Lentz et al., 1998; Undas et al., 2001). Além

disso, sugerem que a hiperhomocisteinemia também inibiria a guanilil ciclase,
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importante enzima que atuaria na sintese de 6xido nitrico, um potente vasodilatador (Mc
Cully et al., 1990; Lusster-cacan, 1996; Selhub, 1999).

Embora ni3o haja um consenso referente a classificagdo da homocisteinemia,
muitos estudos sugerem que sio seguras concentragdes de até 14 umol/L (Ubbink et al.,
1991; Selhub er al, 1993; Ubbink, 1994). J4, Kang (1995) propds valores de 5 a 15
pmol/L. como aqueles que ndo estariam associados a agravos e doencas ndo
transmissiveis, classificando a hiperhomocisteinemia em moderada, intermedidria e
grave, quando as concentra¢des de homocisteina plasmatica em jejum variam de 15 a 30
pumol/L, de 30 a 100 umol/L e maiores que 100 pmol/L, respectivamente. Entretanto,
Omenn et al. (1998) sugeriram um novo ponto de corte para homocisteinemia de até 10
pumol/L. Sendo assim, valores acima de 10 umol/L ji caracterizariam quadro de
hiperhomocisteinemia. A hiperhomocisteinemia moderada e a intermedidria sdo bem
mais comuns que a grave e podem ser causadas por insuficiéncia renal ou defeitos no
metabolismo da homocisteina, relacionados com uma remetilacdo ineficiente,
decorrente das deficiéncias de folato (Selhub, 1999). A hiperhomocisteinemia grave
caracterizada por niveis acima de 100 umol/L, estaria mais relacionada a defeitos
genéticos, que comprometeriam a expressdo das enzimas envolvidas no metabolismo da
homocisteina (Pietrzik & Bronstrup, 1997; krumdieck & Prince, 2000; Hung et al.,
2003).

Os principais determinantes da hiperhomocisteinemia moderada sdo
caracterizados por defici€éncias das vitaminas do complexo B (folato, cobalamina,
piridoxina) e representam dois ter¢cos dos casos. Geralmente, a deficiéncia de folato é o
principal determinante (Bothwell & Charlton, 1984; Chait et al., 1999, Aubard et al.,
2000, Saw et al., 2001; Jacques et al., 2001), provavelmente devido ao seu papel como

co-substrato na remetilacio da homocisteina a metionina. Em estudo de base
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populacional realizado na Dinamarca, a ingestdo dietética de folato, mas ndo de
cobalamina e piridoxina, mostrou-se independentemente e inversamente associada as
concentragdes de homocisteina plasmdtica (Bothwell & Charlton, 1984). Quando a
ingestdo de folato foi inferior a 400 ug/dia, houve maior prevaléncia de altas
concentragdes de homocisteina plasmatica (>15 pmol/L) e um aumento na ingestio de
200 para 400 pg/dia reduziu essa prevaléncia (Boushey et al., 1995, Chait et al., 1999;
Selhub, 1999). Diversos estudos epidemioldgicos tém apontado outros possiveis
determinantes para a hiperhomocisteinemia moderada, tais como idade (idosos), sexo
(masculino), etnia (negros), Indice de Massa Corporal (IMC), tabagismo, consumo de
dlcool e de café (Nygard er al., 1998; Jacques et al., 1999, Jacques et al., 2001, De Bree
et al., 2001). Esses determinantes variam entre diferentes paises e podem ser
independentes dos teores das vitaminas relevantes na dieta habitual da populacio.

No que diz respeito ndo apenas ao consumo, mas a quantidade de café¢ e sua
associacdo com a hiperhomocisteinemia, ainda ndo hd consenso no meio cientifico
sobre a quantidade exata capaz de afetar os niveis de homocisteina plasmatica. Em seu
estudo, Christensen et al. (2001) verificaram que o consumo de 4 xicaras ou mais de
café diariamente provocou o aumento das (tHcy). De acordo com Vollset et al. (2001),
tais efeitos foram observados a partir de uma quantidade didria igual ou superior a cinco
xicaras. Ja Urgert et al. (2000) observaram incrementos nas concentra¢des de thcy com
uma quantidade didria de 1000 mL.

Grubben et al. (2000) demonstraram que uma ingestdo elevada de café ndo
filtrado (1000 mL/dia) aumentou as concentragdes de tHcy em 10 % (12,8 para 14,0
pmol/L). Por outro lado, Nygard et al. (1998) também verificaram uma associacio

positiva entre o consumo de café com as concentracdes de tHcy em mais de 14.000
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individuos que consumiram café filtrado, ndo filtrado e instantdneo, embora ndo tenha
sido observado esse efeito com o consumo de café descafeinado.

Verhoef et al (2002) ao comparar o efeito da mesma quantidade de cafeina
isolada (870 mg/dia) com a presente na bebida de café, verificou que a cafeina em
capsulas foi responsavel por 50 % do aumento das concentragdes de tHcy promovido
pela bebida de café. Tais resultados sugerem que possivelmente outros compostos
presentes no café também sejam responsaveis pelo aumento nas concentracdes de tHcy.
Olthof er al. (2001) demonstraram que um consumo elevado de ACG (2 g), o
equivalente a 1500 mL de café forte, elevou as concentracdes de tHcy no jejum (4 %) e
no periodo pés-prandial (12 %).Os autores sugeriram que os aumentos observados nas
concentracdes de tHcy seriam decorrentes dos incremento das reacdo de metilagdo que

ocorre no metabolismo dos polifendis.
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2 - JUSTIFICATIVA

O café é uma bebida amplamente consumida em todo o mundo, sendo que a sua
popularidade se deve aos seus reconhecidos atributos de aroma, sabor e também de suas
propriedades psicoativas, devido a presenca de seu componente mais conhecido e
farmacologicamente estudado, a cafeina. Os efeitos mencionados da cafeina incluem um
estado de alerta aumentado, maior facilidade em processar as informacdes, reducdo da
fadiga e da necessidade de sono (Harland, 2000). Além disso, o café também tem
despertado interesse cientifico mundial devido a outros efeitos na satide humana.
Recentemente, um dos principais efeitos observados tem sido relacionado
principalmente & sua atividade antioxidante, que tem sido atribuido a presenga de
compostos fendlicos. Segundo Daglia et al. (2004), o 5-ACQ foi considerado o
componente fendlico que mais demonstrou acéo especifica contra radicais hidroxil in
Vivo € in vitro.

Embora o Brasil seja um grande produtor e consumidor de café, ndo ha relato de
estudos que avaliem a influéncia do consumo agudo de café (descafeinado, regular e
verde) em diferentes pardmetros bioquimicos (perfil lipidico, glicemia, insulinemia,
uricemia e homocisteinemia). Alteracdes nesses parametros estdo relacionadas a uma
série de doengas que acometem a populacdo. Portanto, hd um grande interesse em
investigar as propriedades fisioldgicas de produtos amplamente consumidos pela
populacdo. Este é o caso do café, no qual estudos preliminares t€m associado esse
produto alimenticio com alguns efeitos benéficos para saide humana. Entretanto, a
maioria dos relatos da literatura empregou a cafeina ou 5-ACQ, os principais
componentes do café com reconhecida acdo bioldgica, na sua forma isolada. Além
disso, nem todos os estudos relacionados aos efeitos do consumo de café na saude se

preocuparam em considerar alguns aspectos importantes, como: espécie de café, tipo de
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café (regular ou descafeinado), forma de preparo da bebida (filtrado ou fervido), habito
de consumo e quantidade ingerida. Esses pardmetros acabam influenciando os diversos
resultados descritos na literatura cientifica, os quais sdo bastante controversos.

Em adicgfo, apesar da bebida de café verde ndo se configurar como habito em
nossa populacdo, ela contém componentes como a cafeina (1-2 % dependendo da
espécie considerada) e o 5-ACQ (5-10 %), que t€m demonstrado efeitos fisioldgicos

pronunciados na espécie humana, mas que precisam ser melhor investigados.

40



3 -OBJETIVOS
3.1 - OBJETIVO GERAL
e Verificar uma possivel influéncia do consumo agudo de café verde, regular e
descafeinado sobre a glicemia, insulinemia, uricemia, homocisteinemia e

perfil lipidico em individuos jovens.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS
® Analisar a glicemia, insulinemia, homocisteinemia, uricemia, o perfil

lipidico em jejum e apds o consumo de café verde, regular e descafeinado;

e Verificar uma possivel associacdo entre os marcadores bioquimicos apds o

consumo dos diferentes tipos de café.
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4- MATERIAIS E METODOS
4.1 Populaciao e Amostra

O estudo foi desenvolvido através de ensaio clinico controlado, cuja amostra foi
constituida por 20 voluntarios, de ambos os sexos, de diferentes cor de pele, numa faixa
etaria entre 18 e 35 anos, sem relato de doencas pré-existentes, ndo tabagistas, nio
etilistas, eutréficos ou com sobrepeso (IMC <30 kg/m”) segundo os critérios
estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS/1998) e que consumiam café
habitualmente. Foram excluidos do estudo individuos que utilizassem medicamentos de
uso continuo, que interferissem no estado nutricional do folato, com relato de problemas
gdstricos e que apresentassem anemia (hematdcrito < 40 % e hemoglobina < 11,5 g/dL),
segundo os valores de referéncia propostos por Miller, 1995.

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) sob o n° 175/03 (Anexo 9.2).
Todos os voluntarios foram informados sobre a importincia e objetivos da pesquisa,
além da ndo existéncia de recompensa de qualquer natureza pela participagdo no projeto
e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 9.3). O desenho
experimental, considerando as principais etapas que envolveram o estudo, foi descrito

na Figura 3.
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1*Consulta

Avaliacao Antropométrica

(Peso, estatura, calculo do IMC

Avaliacao dietética
(Registro Alimentar de 3
dias)

Estudo Piloto
Pré-teste

Coleta de sangue no Hospital

Suplementaciao com
400ug/dia de acido folico
durante 30 dias

Agendamento dos ensai

os clinicos

Jejum noturno-12h

Coleta sangue

Intervalo
7 dias

Sobrecarga
dcido clorogénico
Café descafeinado

de

Coleta sangue Intervalo Coleta sangue
7 dias
| |
Sobrecarga de Sobrecarga de
dcido clorogénico dcido clorogénico e
e cafeina cafeina
Café regular Café verde

Coleta de sangue
0,5h; 1h e 3h

Coleta de sangue

0,5h; 1h e 3h

Coleta de sangue

0,5h; 1h e 3h

Figura 3: Desenho Experimental

43



4.2 — Captacio e Recrutamento dos voluntarios

O recrutamento dos voluntdrios teve inicio apds a aprovagdo do protocolo
experimental pelo supracitado Comité de Etica, tendo sido realizado através de cartazes
afixados no Hospital Universitario Clementino Fraga e Filho (HUCFF) e no campus
universitario da UFRJ, a fim de que pudéssemos captar individuos que transitavam nos
locais citados.

Todos os interessados em participar do estudo receberam explicacdes verbais e
ainda um informe detalhado (por escrito), contendo informagdes adicionais descrevendo

as etapas que envolveriam a participag¢do no estudo.

4.3 - Realizacao da primeira consulta

A primeira consulta foi realizada no Laboratério de Avaliagdo Nutricional
(LANUTRI-INJC/UFRJ) e, nesse momento, os participantes além de assinarem o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, responderam a um questiondrio
estruturado elaborado pelos pesquisadores a fim de obter informagdes gerais e
pertinentes ao estudo (Anexo 9.4). Em seguida, foram realizadas as seguintes atividades

durante a primeira consulta:

4.3.1- Avaliacao Antropométrica
4.3.1.1 Peso corporal

Para mensuracio do peso corporal foi utilizada balanga digital, da marca
Fillizola, com precisdo de 100 gramas e capacidade maxima de 150 kg, de acordo com a

técnica descrita por Gibson (1990).
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4.3.1.2 Estatura
A estatura foi obtida empregando-se um estadidmetro com escala de 0,1 cm, de

acordo com a técnica descrita por Gibson (1990).

4.3.1.3 Indice de Massa Corporal (IMC)
O IMC foi determinado com base no peso corporal e na estatura através da

formula:

PesoCorporal (kg)
Estaturaz(mz)

O diagndstico nutricional foi realizado de acordo com a Organizacdo Mundial de

Saude (OMS, 1998).

4.3.2 - Avaliacao da Ingestao Dietética

Para essa avaliacdo, foi utilizado o registro alimentar de trés dias alternados
(Anexos 9.5 e 9.6). A avaliacdo da composicdo quimica dos inquéritos dietéticos foi
realizada através do programa computacional Food Processor versio 12.0 (ESHA
Corporation, Oregon, EUA - 1984), apds adaptagio da composi¢do quimica dos

alimentos a realidade brasileira.

4.3.2.1 - Estimativa de Prevaléncia da Inadequacio da Ingestio de Folato e

Cobalamina dos Participantes do Estudo

A influéncia da sazonalidade, dias da semana, seqiiéncia da aplicacdo dos
questiondrios, ou diferentes entrevistadores, explica uma pequena propor¢do da
variabilidade do consumo de nutrientes. Entdo, para se estimar a prevaléncia de
inadequacdo de folato e cobalamina foi utilizado o método proposto por Slater et al.

(2004), baseado na andlise de variincia dos valores fornecidos (no nosso caso, pelos
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registros alimentares de trés dias alternados) para a implementag¢do de um valor ajustado
para cada nutriente em questio. Dessa forma, a dieta habitual poderia ser explicada pelo

seguinte modelo:

Y=y + individuo ; 4.

onde:

Y = ingestdo do nutriente

u = média de consumo verdadeira

Individuo i = o efeito da varidncia interpessoal

e = erro aleatério

Nesse modelo, a ingestdo habitual de um nutriente compde-se pela média
verdadeira (u), de cada individuo da populagdo, com variabilidade medida pela
variancia interpessoal. Como este valor ndo pode ser medido diretamente, entdo, a
média do consumo verdadeiro ndo poderd ser uma medida livre de erro (Cole, 2000).
Dessa forma, a ingestdo dietética habitual das vitaminas de interesse foi ajustada pelas
varidncias intra e interpessoal, na qual se obteve uma distribuicdo corrigida para esses
valores. Foi construida uma curva de distribui¢do, a partir dos pardmetros corrigidos
estimados (média e desvio padrdo) e em seguida, utilizou-se os valores da EAR
(Estimated Average Requirements) de cada nutriente como ponto de corte para se
verificar a proporcdo de individuos na qual a ingestdo de nutrientes se apresentou
inadequada. Foi considerado como inadequacdo, os valores situados na drea da curva

abaixo dos valores de referéncia.
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A EAR ¢ caracterizada como um valor médio da ingestdo didria estimada para
atender as necessidades de 50% dos individuos sauddveis de um grupo em determinado
estagio de vida e género (Institute of Medicine, 2000). Os valores de EAR do folato e
cobalamina para individuos do sexo masculino e feminino segundo a faixa etdria de 19-

70 anos sdo, respectivamente: 320 pg/dia e 2,0 pg/dia.

4.4. Estudo Piloto (n=4)

Foi realizado com o objetivo de se avaliar o estado nutricional de folato, a partir
de indicadores bioquimicos e dietéticos. Para tal foi coletada uma amostra de sangue (5
mL) por puncdo venosa a vicuo, em um tubo contendo anti-coagulante EDTA, no
HUCEFF. Foi observada deplecdo de folato, o que nos levou a realizar suplementacdo
com essa vitamina, a fim de evitar um possivel viés nos nossos resultados, uma vez que
essa vitamina influencia a homocisteinemia, o que poderia mascarar o possivel efeito do

5-ACQ.

4.5 Suplementac¢ao com Folato
A suplementacdo com 400 pg/dia de folato foi realizada, de acordo com o
Institute of Medicine (I0OM, 2000), durante quatro semanas, objetivando corrigir essa

deplecao nutricional.

4.6 Restricoes Dietéticas - Véspera das Coletas

Todos os participantes foram orientados a evitar alguns alimentos ricos em
polifendis e fontes de cafeina na véspera do experimento (Anexo 9.7). Além disso,
também receberam orientagcdo para ingerir bastante liquido (aproximadamente 1,5 L),
notificar em caso de problemas gastrointestinais (diarréia), resfriados e febre para

remarcar o experimento.
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4.7 As Coletas de Sangue

Foram realizadas em cada ensaio clinico seis (06) coletas de sangue sendo
utilizados como materiais: gelco (n° 22G), perfusor duplo e heparina sédica (5000 UI/
0,25 mL) (10 mL) para evitar o estresse venoso e assegurar maior seguranga e conforto
aos participantes. O experimento envolveu trés dias de coleta, um a cada semana,
considerando um intervalo de 07 dias de uma coleta para outra, até completar trés
semanas de coleta. Em cada dia, os participantes receberam um tipo de café, de forma
que ao final do estudo todos os voluntdrios consumiram os trés tipos de café
(descafeinado, regular e verde). O sangue foi coletado apds jejum noturno, de
aproximadamente 12 horas e apds o consumo dos trés tipos de café, como pode ser
observado na Figura 2.

Juntamente com o café cada participante recebeu quatro fatias de pao de forma
integral com margarina light (16 g). Em cada ensaio foram coletados 60 mL de sangue
de cada participante, dos quais 40 mL foram destinados a obtencdo de plasma e 20 mL
de soro. Ap6s o sangue ter sido coletado, foi distribuido em tubos com EDTA K3 ou
gel, centrifugados a 4000 rpm durante 15 minutos para a obten¢@o de plasma ou soro,
respectivamente. Entdo, as amostras foram subdivididas em aliquotas e mantidas sob
refrigeracio (4°C) para andlise de colesterol total e fracdes, triglicerideos, 4cido trico e
glicose, e as demais aliquotas foram armazenadas a 20" C para posterior andlise
(insulina e homocisteina). No caso de hemoglobina e hematdcrito, utilizamos 100 puL de
sangue integral. Todas as andlises foram realizadas em triplicata, onde foi considerada a
média aritmética. A Figura 4 mostra todas as andlises bioquimicas que foram realizadas

no estudo.
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4.7.1 Analises Bioquimicas do Estudo

Coletas de sangue

Glicose* ' |
“““ Colest T e F*
............................................. AC l’lrico* |
/\ ——
Ht* Hb* Glicose 0,5h Colest T e F 3l Ac urico 3h
Insulina 1h Glicose 1h
Folato/cobalamina* Hcy 3h
e Jejum*

e Colest T e F = colesterol total e fracoes
e  Ht= hematdcrito
e Hb=hemoglobina

e Hcy=homocisteina

Figura 4: Andlises Bioquimicas do Estudo
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4.7.1.1 - Sangue Integral
Hematdcrito

Foi avaliado através de técnica capilar convencional, por centrifugacdo (3000
rpm) por 12,5 minutos. O resultado foi expresso em percentual, relacionando a altura

correspondente as hemdcias, com a altura do sangue total no capilar heparinizado.

Hemoglobina

Foram necessarios 20 pl de sangue integral e foi empregado o kit comercial
BIOCLIN (Brasil), utilizando o método colorimétrico segundo Henry (1983) que se
baseia na producdo de cianometahemoglobina. O método em questdo consiste na
oxidacdo do dtomo de ferro da molécula de hemoglobina pelo ferricianeto de potéssio,
formando a metahemoglobina que € convertida em cianometahemoglobina apds a
reacdo com o cianeto de potassio.

O padréo utilizado tem concentragdo de 11 g/dL.

A leitura foi realizada a 540 nm no espectrofotometro DU 650 Beckman, em um
intervalo maximo de 60 minutos ap0s a transferéncia do reativo de trabalho para o tubo
de ensaio.

O célculo foi realizado conforme abaixo:

Fator de calibracdo (F) - 11g/dl

Absorvéancia do padrao

Concentragio da hemoglobina =|F x (absorvincia da amostra — branco)|

Folato em eritrocitos
A dosagem do folato em eritrécitos foi realizada com kit comercial

DUALCOUNT (Diagnostic Products®, USA), empregando-se a mesma técnica de folato
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e cobalamina plasmdticos (descrita posteriormente), sendo o resultados expresso em
nmol/L e obtido segundo a formula” descrita abaixo. As andlises foram realizadas em
triplicata no laboratério de Bioquimica Nutricional e de Alimentos do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Quimica da UFRIJ.

* Folato em eritrocitos (nmol/L) 21R (100/H), onde o R (concentraciao de folato no

hemolisado) e H ( hematocrito).

4.7.1.2 - Plasma
Homocisteina

Foram utilizados para a andlise de homocisteina 15 pl de amostra de plasma no
qual se empregou a técnica de imunoensaio competitivo. Foi realizado um ciclo de pré-
tratamento das amostras com S-adenosil L-homocisteina (SAH) hidrolase e ditriotreitol
(DTT) num tubo de reaccdo sem esfera. Apds 30 minutos de incubacdo, a amostra
tratada foi transferida para um segundo tubo de reac¢do contendo uma esfera de
poliestireno revestida com SAH e um anticorpo especifico para SAH marcado com
fosfatase alcalina. Durante os 30 minutos de incubacdo, a SAH convertida da amostra
previamente tratada compete com a SAH imobilizada pela ligacdo ao anticorpo anti-
SAH marcado com fosfatase alcalina. O conjugado enzimético ndo ligado é removido
pela lavagem por centrifugacdo. Adiciona-se substrato e o procedimento de
imunoensaio tem seqiiéncia. Os resultados de homocisteina plasmética foram expressos

como pumol/L (Ueland et al., 1993).

Glicemia
Foram necessarios 10 pL. de plasma e foi empregado o kit comercial CELM

(Brasil) na qual utilizou-se o método enzimdtico-colorimétrico contendo 4-
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aminofenazona (4-AF), tampao fosfato, fenol,e as enzimas Glicose Oxidase (GOD) e
Peroxidase (POD) segundo Trinder (1969). A leitura foi realizada em espectrofotometro
(DU 650 Beckman) a 505 nm num periodo maximo de 60 minutos apds a transferéncia
do reativo de trabalho para o tubo de ensaio. As andlises foram realizadas em triplicata,
sendo considerada a média aritmética das mesmas e os resultados de glicose pasmatica

foram expressos como mg/dL.

Insulina plasmatica

Foram necessérios 20 uL de amostra de plasma e foi utilizado o Kit da ROCHE
e o método empregado foi o de eletroquimioluminescéncia (Clark, 1999). O teste
consistiu em etapas, que incluiram a técnica de SANDWICH com durag¢do de 18
minutos, conforme descrito abaixo:

1° incubagdo - amostra foi incubada com anticorpo monoclonal biotinilado
especifico para insulina, marcado com complexo de ruténio, e a insulina contida na
amostra reage com esse anticorpo formando um complexo sandwich.

2° incubagdo - apds a incorporagdo das microparticulas revestidas de
estreptavidina, o complexo formado liga-se a fase solida pela interagdo da biotina e da
estreptavidina. A mistura de reagdo é aspirada para a célula de leitura por onde as
microparticulas sdo fixadas magneticamente a superficie do eletrodo. Os elementos néo
ligados sdo removidos com Procell. A aplicagdo de uma corrente elétrica ao eletrodo

induz uma emissdo quimioluminescente que e medida por um fotomultiplicador. Os

resultados de insulina plasmatica foram expressos como pU/mL.
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Resisténcia a Insulina

A resisténcia a insulina foi estimada segundo método de Mathews et al. (1985),
o qual se baseia em um modelo matemdtico [Homeostasis Model Assessment
(HOMA)*], capaz de estimar a sensibilidade a insulina. Dessa forma, valores de HOMA

> 2,71 caracterizam um quadro de resisténcia a insulina (Geloneze et al., 2005).

HOMA = Insulina de jejum (uU/mL)x Glicemia de jejum (umol/L)

22,5

Folato e Cobalamina Plasmaticos

A concentragdo plasmatica de folato e cobalamina foi simultaneamente
determinada através da técnica de diluicio de radioisétopos, empregando o Kit
comercial DUALCOUNT (Diagnostic Products®, USA), segundo Gutcho & Mansbach
(1977). O método baseia-se numa reacdo de desnaturagdo que promove liberacio de
folato e cobalamina de suas respectivas proteinas ligantes, seguida da adicdo de
vitaminas marcadas radioativamente ([1125] folato e [C057]) cobalamina e suas
respectivas proteinas ligantes. Desse modo, ocorre uma competi¢io entre as vitaminas
das amostras e as marcadas radioativamente. Portanto, quanto maior a quantidade de
ciano [ Co] cobalamina e ['* I] 4cido félico que se ligam as proteinas ligantes
adicionadas, menores os niveis de cobalamina e folato nas amostras. As andlises foram
realizadas em triplicata e a determinagdo da radioatividade foi realizada no Automatic
Gama Counter Wallac 1470 Wizard. Os resultados de folato plasmdtico foram

expressos como nmol/L e os de cobalamina plasmaética, pmol/L.
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4.7.1.3 Soro
Colesterol Total

Foram utilizados 10 pLL de amostra de soro empregando o kit comercial da
KATAL (Brasil) que é baseado no método de Trinder (1969). Os ésteres de colesterol
da amostras sdo hidrolisados pela colesterol esterase produzindo colesterol livre, que em
presenca da referida enzima e de oxigé€nio, produz perdxido de hidrogé€nio. Esse
composto formado sofre acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina e
produz um composto réseo avermelhado (quinonimina) com méximo de absor¢do em
500 nm. As andlises foram realizadas em triplicata, sendo considerada a média

aritmética das mesmas e os resultados de colesterol total foram expressos como mg/dL.

Triglicerideos

Foram utilizados 10 pl. de amostra de soro de acordo com Trinder (1969),
empregando o Kit comercial da KATAL (Brasil) na qual os triglicerideos sdo
hidrolisados pela lipase lipoprotéica produzindo glicerol livre. Em seguida, sdo
fosforilados pela enzima glicerol quinase cujo produto sofre agdo da enzima glicerol-P-
oxidase, que em presencga de oxigénio, produz peréxido de hidrogénio. Este sob a acdo
da peroxidase em presenca de um reagente fendlico (p-clorofenol) e 4-aminoantipirina,
produz um composto réseo avermelhado (quinonimina). As andlises foram realizadas
em triplicatas, sendo considerada a média aritmética das mesmas e os resultados de

Triglicerideos foram expressos como mg/dL.

Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-colesterol)
Foram necessarios 250 pL de amostras de soro na qual foi utilizado o kit

comercial da KATAL (Brasil), sendo analisado de acordo com Bergmeyer (1985),
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através de precipitagdo a partir de dcido fosfotungstico / cloreto de magnésio. Essa
mistura precipita os quilomicrons, VLDL, LDL sem alterar a solubilidade das HDL.
Ap6s precipitacdo recolhe-se o liquido sobrenadante que contem a fracio HDL cujo
contetido em colesterol (HDL) é determinado enzimaticamente, utilizando o mesmo Kit
de colesterol total. As analises foram realizadas em triplicatas, sendo considerada a
média aritmética das mesmas e os resultados de HDL-colesterol foram expressos como

mg/dL.

Lipoproteina de BaixaDdensidade (LDL-colesterol) e Lipoproteina de Densidade
Muito Baixa (VLDL-colesterol)

As fracdes de LDL-colesterol e VLDL-colesterol foram determinadas através da
equacdo de Friedwald (1977) quem € descrita abaixo e leva em consideracdo somente
valores de triglicérideos abaixo de 400 mg/dL. os resultados de LDL-colesterol e

VLDL-colesterol foram expressos como mg/dL.

LDL-colesterol = Colesterol total — HDL colesterol — Triglicerideos +5

VLDL-colesterol = Triglicerideos + 5

Acido Urico

Foram necessérios 20 UL de amostras de soro e foi utilizado o kit comercial da
KATAL (Brasil), empregando método enzimdtico descrito por Trinder (1969), no qual o
dcido urico sofre acdo da uricase, na presenca de oxigé€nio, produzindo alantoina e
peréxido de hidrogénio. Esse tltimo, em presenca de um reagente fendlico (TOOS) e de
4-aminoantipirina, sofre acdo das peroxidades produzindo um composto violaceo

(quinonimina) com maximo de absorcdo em 545 nm. As andlises foram realizadas em
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triplicatas, sendo considerada a média aritmética das mesmas e os resultados de acido

drico foram expressos como mg/dL.

4.8- Etapas da Determinacao do Volume de Café (verde, regular e descafeinado)
que foi empregado no Estudo
4.8.1 Espécie de Café e Selecao das Amostras

A espécie de café empregada no estudo foi a Coffea arabica, adquirida na forma
verde na regido Sul de Minas Gerais (Coffee N4. 2/3 Screen — 16/17- Greenish Good to
fine poast, soft). Quanto ao café descafeinado, foi adquirido através de procedéncia
garantida, comercial. As etapas referentes ao processamento do café para a obtencdo das

bebidas que foram utilizadas no estudo sdo mostradas na Figura 5:

Figura 5 — Processamento do Café Verde a Bebida
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4.8.2 Torrefacao e Moagem do Café

Inicialmente, as amostras de café verde foram pesadas em balanca da marca
Gehara AG 200 e trituradas em moinho (Retsch, Alemanha) com malha de 0,05 mm no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos, do Instituto de Nutricdo Josué de Castro da
UFRJ. Separou-se uma parte para as andlises no café verde e o restante do café foi
torrado em estufa (Icamo modelo 4, Brasil) a 210+ 5° C por 15 min, no Laboratério de

Quimica de Alimentos do Instituto Biomédico da UNIRIO.

4.8.3 Extracao e Analise do 5-ACQ e Cafeina por CLAE
4.8.3.1 Extracao — Processo Exaustivo

Foram dissolvidos 0,2 g de café (verde, torrado e descafeinado) em 30 mL de
dgua bidestilada; a solugdo foi mantida em banho com agitacdo a 80°C por 15 minutos.
Em seguida, foi filtrada e tratada com 2 mL da solu¢do de Carrez 1 (21,9 % m/v ,
contendo 3 % de acido acético glacial v/v) e Carrez 2 (ferrocianeto de potassio 10,6 %
m/v) para clarificagdo dos extratos, de acordo com o método de Pearson (1976). O
volume foi completado a 250 mL (4dgua bidestilada), a suspensdo foi agitada e filtrada
sob gravidade. Separou-se uma aliquota, filtrou-se em membrana Millipore (0,45 um) e
armazenou-se a - 20°C até as andlises.
4.8.3.2 Analises de 5-ACQ e Cafeina
5-ACQ

Apb6s o processo de extracdo exaustiva nos graos de café moidos, foram
realizadas as andlises de 5-ACQ por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
com deteccdo por ultravioleta (UV), usando um sistema de cromatografia Shimadzu
LC-10 AD. A coluna empregada foi de fase reversa (C-18, 250 mmx4mm d.i.

Lichrocart da Merck KgaA, Alemanha). A fase modvel utilizada era composta de

57



metanol e solu¢do aquosa de citrato trissédico (0,01 M, pH 2,5) na propor¢cao 40:60
(v/v), com fluxo de 1 mL/min. O volume de injecio foi de 20 pL. Para a
desgaseificagdo das solugdes utilizou-se gis hélio, durante 20 minutos. A andlise
cromatografica foi baseada em método publicado anteriormente (Trugo & Macrae,
1984). Essas andlises foram realizadas no Laboratério de Tecido Conjuntivo - Hospital

Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF).

Cafeina

Foi determinada por CLAE sob comprimento de onda de 272 nm, utilizando
como fase mdvel metanol com 4gua 40:60 (v/v), com fluxo de ImL/min e volume de
injecdo de 20uL. Essa andlise foi realizada no Laboratério de Tecido Conjuntivo-
HUCFF.
4.8.3.3 Extracao de 5 ACQ usando Cafeteira

As amostras moidas (20 g) dos trés tipos de café sofreram extracdo com 250 mL
de 4agua filtrada em uma cafeteira elétrica (M&C LC-100, Brasil), processo que
simulava as condi¢des de preparo dos extratos a serem utilizados nos ensaios clinicos,

no qual 50 mL de dgua ficaram retidos no filtro de papel (n° 102). Essa extragio durou 5

minutos e a temperatura maxima alcancada foi de 700C. Apds as extragdes, 0s extratos
foram clarificados com 2 mlL de cada um dos reagentes de Carrez, o volume foi
completado para 250 mL e, ap6és homogeneizagdo, a solucdo foi filtrada segundo os
mesmos critérios observados na extracio exaustiva. Uma aliquota do dltimo filtrado foi
retirada, passada em membrana Millipore (0,45 pm) e mantida a - 20°C para posterior
andlise.

As andlises de 5-ACQ desse processo de extragdo (cafeteira) também foram

realizadas através da CLAE, de forma semelhante a extracdo exaustiva. Dessa forma,
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foi possivel determinar o volume final de cada tipo de café a ser oferecido aos
participantes da pesquisa, de forma a assegurar uma oferta de 1,0 g de 5-ACQ.

e (Café descafeinado: (100g de p6) — volume final: 475 mL

e (Café verde: (120g de p6) — volume final 600 mL

e (Café torrado: (100g de p6) — volume final 1000 mL

Convém destacar que os experimentos descritos na literatura, envolvendo o
consumo de café realizado em humanos, consistiram em uma ingestdo didria elevada de
café (até 1000 mL), o que néo trouxe repercussdes negativas e/ou efeitos téxicos sobre a

saude dos participantes (Roos et al., 1998; Grubben et al., 2000).

4.9 Anilise Estatistica
4.9.1 - Analise Exploratéria / Descritiva

Foi realizada a andlise exploratéria dos dados que permitiu uma abordagem
sobre a distribui¢dao dos dados, indicando a sua estrutura interna e modelo utilizado. Os
resultados serdo apresentados sob a forma de tabelas, graficos e estatisticas bdsicas
considerando-se a amplitude (Médx- Min), posi¢do (média) e dispersdo (desvio-padrao,

erro padrdo).

4.9.2 - Analises Confirmatorias

Os Testes Nao-Paramétricos ndo dependem da validade em assumir a
normalidade, portanto ndo dependem do formato da distribui¢do da populagdo da qual a
amostra € retirada. Os célculos de probabilidade para estabelecer a aceitacio ou rejeicdo

da hipdtese nula sd@o, na maior parte dos testes Nao-Paramétricos, cdlculos exatos.
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4.9.3 — Tipos de Café X Perfil Bioquimico

Para comparacdo global de cada varidvel bioqul’mica1 entre os trés tipos de café:
verde, regular (torrado) e descafeinado, foi empregado o teste x2 de Friedman (teste
Nao-Paramétrico) com o objetivo de se verificar a similaridade nos intervalos de tempo

considerados.

1: concentragdes séricas de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol,
VLDL-colesterol, Triglicerideos e dcido trico e concentra¢des plasméticas de glicose,
insulina e homocisteina.

Para se verificar a influéncia singular de cada tipo de café no perfil bioquimico,
foi empregado os testes de ordem assinaladas de Wilcoxon (testes Nao-Paramétricos),
com a excec¢do da glicose, onde foi realizado o teste X2 de Friedman, para os intervalos

considerados.

4.9.4 — Estudo de Associacao entre as Variaveis Bioquimicas

A correlagdo de Spearman é uma medida de associacdo ndo-paramétrica entre
duas varidveis que apresentam varidveis em escala ordinal e / ou escalar, de modo que
0s objetos ou individuos do estudo possam dispor-se por postos em duas ordenadas.

A partir dos resultados obtidos na estatistica X2 no modelo anterior, utilizou-se a
correlacdo de Spearman com o objetivo de se verificar o grau de associag@o entre as
varidveis bioquimicas do estudo que apresentaram significncia estatistica. Foi
empregado também o teste de Mann-Whitney para verificar se houve similaridade entre

0s sexos, nos casos onde foi observada associac@o entre as varidveis bioquimicas.
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4.9.5 Generalidades
Todas as andlises foram conduzidas usando o programa estatistico SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) versao 11.0 e Statistica versdo 6.0. Foi

considerado resultado estatisticamente significativo aqueles com valores de p < 0,05.

S. RESULTADOS

5.1. Estudo Piloto

As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados provenientes do estudo piloto (n = 4).
Na Tabela 2, os célculos do percentual de confiabilidade de adequacdo dietética foram
obtidos comparando-se os trés registros dietéticos com a EAR de cada nutriente
(Marchioni et al., 2004). Em relacdo ao percentual de adequagdo de folato e cobalamina
dietéticos, foi verificado que os participantes apresentaram uma estimativa de
confiabilidade dietética, respectivamente de: (69,23 %; 43,58 %; 72,58 % e 67,16 %) e
(40,70 %; 40,65 %; 45,77 % e 39,96 %). Em relagdo as variaveis bioquimicas (Tabela
3), verificamos que todos os participantes apresentaram deficiéncia subclinica de folato,
caracterizada pela deplecdo do folato plasmatico (< 13, 8 nmol/L), o que reflete um
consumo recente de dieta pobre em fontes de folato. Além disso, 50 % dos voluntarios
apresentaram também deplecio tissular, devido os valores reduzidos (< 360 nmol/L) de
folato nos eritrécitos, o que representa um importante indicador do estado nutricional
cronico de folato, ou seja, refletindo o pool total de folato no organismo. Apesar desses
aspectos bioquimicos que foram observados, os participantes ndo apresentaram anemia,
conforme verificado pelos valores de hemoglobina e hematdcrito. Segundo Graham
(2000), o aumento das concentragcdes de tHcy pode ocorrer antes da deficiéncia classica

de folato e cobalamina se tornar evidente.
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No estudo piloto, através das andlises dos registros dietéticos, verificamos que
houve uma grande variabilidade no percentual de confiabilidade dietética apresentado
pelos voluntdrios. Além disso, o perfil bioquimico dos participantes revelou um
comprometimento do estado nutricional das vitaminas folato e cobalamina, o que
justificou a suplementacdo com folato (400 pg/dia) durante 4 semanas em todos os
participantes da pesquisa. Inclusive, vérios estudos tém demonstrado que a
suplementacdo didria com folato (400 pg/dia) durante 4 semanas representa a
quantidade requerida para a reducdo adequada das concentragdes de tHcy (Boushey et

al., 1995; Chait et al., 1999; Selhub, 1999; Oort et al., 2003).

Tabela 2: Indicadores Dietéticos de Folato e Cobalamina — Estudo Piloto (n=4).

Resultados expressos como: média (x ) e desvio padrao (Dp ).
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Varidveis dietéticas EAR?® Voluntarios Confiabilidade de X Dp (%)

Adequagéo (%)

1 69,23 292,12 141,12

2 43,58 448,04 221,59

Folato dietético 3 72,58 303,01 85,96

320,0

(Hg/dia) 4 67,16 289,87 172,28
2,0 1 40,70 5,04 5,40
Cobalamina 2 40,65 4,56 3,30
dietética 3 45,77 2,88 0,81
(ng/dia) 4 39,96 5,78 7,35

a. EAR (Estimated Average Requirement) - necessidade média estimada (Slater et al., 2004)
Inquérito alimentar empregado: registros dietéticos

Tabela 3: Indicadores Bioquimicos de Folato e Cobalamina — Estudo piloto (n=4).

Resultados expressos como: média (x ) e desvio padrao (Dp ).
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Varidveis VR® Freqiiéncia dos X Dp (%)
Bioquimicas niveis marginais (%)
Folato plasmético

(nmol/L) <13,5° 100 2,62 1,85
Folato nos
eritrécitos (nmol/L) <360° 50 350,11 210,45
Cobalamina
plasmatica (pmol/L) <110° 0 195 20,15
Hemoglobina (g/dL) <129 0 18,37 3,20
Hematdcrito (%) < 38d 0 40.83 263

*VR= Valor de referéncia para estado marginal °. Selhub & Rosenberg, 1996
° Herbert, 1996 “Bothwell & Charlton, 1984.

5.2- Caracterizacao dos Participantes do Estudo

O grupo do estudo foi constituido por 20 individuos, sendo 65 % (n= 13) do
sexo feminino e 35 % (n= 7) do sexo masculino, com faixa etdria situando-se entre 19 e

33 anos. A Tabela 4 apresenta as demais caracteristicas gerais dos participantes do

estudo.

Tabela 4: Caracteristicas Gerais da Populaciao Estudada




Caracteristicas

Masculino (n= 7)

Feminino (n=13)

Brancos N&o Brancos Brancos N&o Brancos
(Total n=20) (n=5) (n=2) (n=7) (n=6)
x Dp + Min Max x Dp + Min Max
ldade
(anos) 26.43 3.95 21 32 24.69 3.54 19 33
IMC
(kg/mz) 24.57 2.88 21.01 28.8 22.12 2.79 18.01 28.1
Renda familiar
(R$) 2628.57 2205.08 800.00 6000.00 | 4249.23 2565.59 700.00 10.500

A Tabela 5 demonstra a andlise geral do consumo alimentar habitual do grupo
estudado. E importante mencionar que em nosso estudo, o consumo médio didrio de
cafeina foi inferior a média per capita diaria normalmente apresentada de produtos que
contém cafeina, nos Estados Unidos e Canad4 (200 mg), podendo exceder a 400 mg em
alguns paises, como a Holanda e paises escadinavos (Biaggioni & Davis, 2002). Além
disso, deve se acrescentar que o consumo médio didrio dos participantes do estudo foi
de 1 xicara (de chd) de café regular. Segundo o Institute of Medicine (2000), as
recomendacdes dietéticas previstas para as vitaminas folato e cobalamina sio,
respectivamente, 400 pg/dia e 2,4 pg/dia. Em nosso estudo, embora os valores médios
de folato e cobalamina estivessem dentro das recomendacdes dietéticas previstas,
verificamos que o percentual de adequacdo dietética dessas varidveis apresentadas pelos
participantes do estudo, segundo a metodologia proposta por Slater et al. (2004), foi de
apenas 49,77 % de folato dietético e de 64,16 % de cobalamina dietética (Tabela 6).

Tabela 5: Consumo Alimentar Habitual do grupo Estudado
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Valores

Variaveis

dietéticas X Dp + Min Max
Energia (Kcal) 2189,29 742,49 1144,16 3804,29
Proteinas (g) 101,93 41,30 55,70 175,56
Carboidratos (g) 291,80 118,39 155,60 582,90
Lipidios (g) 72,71 19,35 34,41 112,17
Cafeina (mg) 180,29 240,47 9,00 751,40
Folato (ug) 399,44 97,93 287,46 812,11

Vitamina B12 (ug) 6,38 12,07 1,52 88,37

Tabela 6: Estimativa de Adequacdo dos Indicadores Dietéticos do estudo - folato e

cobalamina
Adequagao dos indicadores dietéticos (n=20)
Adequagao Inadequacéo

EAR? (%) (%) x Dp+ Min  Max

Folato
(ng/dia) 320,0 49,77 50,23 399,44 97,93 287,46 812,11

Cobalamina

(pg/dia) 2,0 64,16 35,84 6,38 12,07 1,52 88,37

a. EAR= (Estimated Average Requirement) — necessidade média estimada (Slater et al., 2004).
Inquérito alimentar empregado: registros dietéticos

5.3. Caracterizacao das bebidas de café oferecida aos participantes do Estudo
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Em relacdo a caracterizacdo das bebidas de café que foram oferecidas aos
voluntdrios, verificamos que os teores médios percentuais de 5-ACQ que foram obtidos
nas andlises do processo de extracdo exaustiva do café verde e torrado foram,
respectivamente: 5,69 % e 1,53 %. Em relago a cafeina os valores (%) no café verde e
regular foram, respectivamente: 1,19 % e 1,13 %. Isto demonstra que a cafeina
apresenta um comportamento mais estavel ao processo de torrefacdo quando comparada
ao 5-ACQ. Vale ressaltar que em nosso estudo, a partir das condi¢cdes de tempo e
temperatura estabelecidos, o 5-ACQ apresentou uma perda de 73 % durante o processo
de torrefacdo. Na extracdo da bebida pronta (cafeteira), os valores (%) de 5-ACQ
provenientes das andlises de café verde, regular e descafeinado foram, respectivamente:
0,88 %, 0,94 % e 1,05 %. Dessa forma, verificamos que o teor de 5-ACQ apresentado
foi de 1,67 mg /mL (600 mL — café verde), 1,0 mg/mL (1000 ml- café regular) e 2,10
mg/ mL (475 mL — café descafeinado), permitindo a oferta de 1000 mg de 5-ACQ aos

participantes do estudo.

5.4. Analise Descritiva das variaveis bioquimicas durante o Ensaio Clinico

O perfil bioquimico do grupo estudado nos trés ensaios no estado de jejum é
apresentado no Anexo 9.8. Em relacgdo ao perfil lipidico, os valores médios de colesterol
total foram semelhantes no periodo observado, apresentando uma diferenga maior
apenas no periodo do experimento do café descafeinado, que demonstrou um
coeficiente de variacdo (CV) de 39,26 % em relacdo a média (ordenacdo por postos). No
tocante aos valores médios de triglicerideos, as maiores diferencas observadas, foram
referentes ao periodo do experimento do café verde, demonstrando um CV de 100,89 %
em relacdo a média. Em conformidade com os valores de triglicerideos apresentados, o

VLDL-colesterol, exibiu o mesmo CV que foi observado no periodo de experimento
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com café verde. No caso, do HDL—colesterol e LDL-colesterol as maiores diferencas
observadas foram, respectivamente: no experimento do café verde (CV = 37,35 %) e do
café descafeinado (CV = 56,94 %). Em relacdo ao 4cido drico, insulina e glicose, as
maoires diferengas observadas foram em relacdo ao café descafeinado, apresentando um
CV respectivamente de: 38 %, 119,07 % e 24,70 %. A homocisteina apresentou as
maiores diferengas no periodo de experimento com o café verde, com CV de 32,07 %.
Em nosso estudo, verificamos que houve uma variabilidade nos valores
apresentados no perfil bioquimico medidos na situacdo de jejum. Apesar disso, ao
realizarmos o teste de Mann-Whitney verificamos que nio houve diferenca significativa
entre as médias (ordenacdo por postos) dos valores apresentados nas trés semanas que
antecederam os testes (jejum), com a exce¢do do dcido trico. Nesse caso, os valores
médios de dcido urico no café verde foram maiores e diferiram significativamente em
relacdo ao café regular (p= 0,05). Possivelmente, as diferencas observadas no jejum em
alguns parametros bioquimicos podem ser atribuidas a dificuldade na adesdo completa
dos participantes a um protocolo muito extenso da pesquisa (trés semanas consecutivas
de ensaios), como: respeitar o jejum de 12 h na véspera dos ensaios, algumas restri¢cdes
dietéticas e também ao proprio metabolismo individual. Apesar dessas limitacdes,
verificamos que a média dos valores apresentados no perfil lipidico pelos participantes
do estudo estavam dentro dos valores de normalidade propostos (Niveis desejdveis -
Colesterol total < 200 mg/dL; Niveis desejaveis- LDL-colesterol entre 100 e 129
mg/dL; Niveis desejados - HDL-colesterol > 40 mg/dL e Niveis 6timos- triglicerideos <
150 mg/dL) ), segundo a III Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Diretriz de
Prevencdo da Aterosclerose Sociedade Brasileira de Cardiologia (2001). Os valores
médios de glicemia também se inseriram dentro dos limites de normalidade (<110 g/dL)

de acordo com os critérios estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Diabetes (2002).
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Niao verficamos presenca de resisténcia a insulina conforme os valores apresentados
pela concentragdo de insulina e pelos célculos obtidos pelo indice de HOMA (1,48).
Também, ndo foi observada presenca de hiperuricemia (> 7,0 mg/dL) (Johnson et al.,
2003). Quanto aos valores médios de homocisteina, os participantes também
apresentaram niveis dentro de normalidade (< 10 umol/L) (Omenn et al., 1998).

O perfil bioquimico referente aos ensaios, que foram realizados, constam dos
Anexos 9.8 e 9.9. Em relagdo ao perfil lipidico, os valores médios apresentados de
colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol foram menores nos trés tipos de cafg,
quando comparados aos valores apresentados no jejum. J4 os valores médios de
trigliceridios e VLDL-colesterol apds o consumo de café regular e descafeinado ndo
sofreram alteracdes. Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para verificar se houve
diferenca significativa entre esses valores observados. Verificamos que as maiores
diferencas foram relacionadas ao LDL-colesterol, apresentando maiores valores apds o
consumo de café descafeinado em relagdo ao café verde (p = 0,01). O comportamento
do perfil lipidico (antes e apds os ensaios clinicos) pode ser melhor visualizado nas
figuras 6 (6a, 6b e 6¢). Também observamos menores valores médios de homocisteina
apos os trés ensaios. Em adicdo, foram observados menores valores de dcido trico apds
o ensaio com o café verde, conforme demonstrado também na figura 7 (7a, 7b e 7c).

A Figura 8 ilustra bem o comportamento da glicose e insulina nos intervalos
considerados. Em relag@o a insulinemia foram observados maiores valores médios apds
a ingestdo dos trés tipos de café. Porém, no café verde, foram observados os valores
mais expressivos. Ap0s o teste de Mann-Whitney verificamos que os maiores valores de
insulina apresentados foram apds o consumo do café verde comparado ao descafeinado
(p= 0,03). Quanto a glicemia (figura 8a), foram observados os maiores valores médios

no primeiro intervalo ap6s o jejum (30 minutos apds o término do lanche padrdo) tanto
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no café verde quanto no regular. No entanto, no ensaio com o café verde, os valores

médios de glicemia permaneceram praticamente inalterados, considerando o segundo

intervalo apés o jejum (30 & 60 minutos ap6s o término do lanche padrdo). No café

regular observou-se uma diminui¢io nos valores médios.
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5.5. Analise Confirmatoéria das variaveis bioquimicas durante o Ensaio Clinico
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Segundo o teste ndo paramétrico de Friedman (Xz), houve diferenca significativa
entre as médias dos valores apresentados de 4cido trico (p=0,03), glicose (p=0,05) e
insulina (p=0,004) entre os ensaios clinicos, conforme demonstrado na Tabela 8. As

demais variaveis bioquimicas ndo apresentaram diferenca significativa entre as médias.

Tabela 7: Teste x2 de Friedman entre as Varidaveis Bioquimicas

N

Variavel GL X p-valor
Colesterol total 5 9,41 NS
HDL 5 4,03 NS
LDL 5 7,68 NS

TG 5 3,69 NS
VLDL 5 3,77 NS
Acido arico 5 12,21 0,03*
Insulina 5 47,53 4,42X10°%
Homocisteina 5 7,93 NS
Glicose 8 15,28 0,05*

Teste de Friedman * Nivel de significancia p<0,05 GL graus de liberdade NS: valores ndo significativos

Segundo o teste de Wilcoxon (Tabela 8) verificou-se que os valores médios de
dcido drico diminuiram significativamente apds o experimento com café verde
(p=0,03). Observou-se também que houve um aumento significativo dos valores médios
de insulina apds a ingestdo do café verde (0,001), regular (0,00008) e descafeinado

(0,0002).

Tabela 8: Teste de Wilcoxon (Z) ente as Varidveis Bioquimicas
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café Variavel Z p-valor
Colesterol total -0,82131875 NS
HDL-colesterol -1,1199801 NS
LDL-colesterol -0,93331677 NS
3 TG -1,4559741 NS
2 VLDL-colesterol -1,4559741 NS
Acido arico -2,12833309 0,03
Insulina -3,17979741 0,001
Homocisteina -1,26931071 NS
Colesterol total -1,15584099 NS
HDL-colesterol -1,68930602 NS
. LDL-colesterol -0,71128678 NS
g TG -0,26673254 NS
2 VLDL-colesterol -0,26673254 NS
- Acido urico -0,66391373 NS
Insulina -3,92027187 0,00009
Homocisteina -0,442664 NS
Colesterol total -0,10482848 NS
o HDL-colesterol -1,01334202 NS
B LDL-colesterol -0,17471413 NS
£ TG -0,45425677 NS
“§ VLDL-colesterol -0,59402806 NS
ke Acido urico -0,7337994 NS
Insulina -3,6959343 0,0002
Homocisteina -1,67997015 NS

Teste de Wilcoxon * nivel de significancia p<0,05  NS: valores ndo signicativos
Z normal padrdo

Em relagdo a glicose, verificamos que no ensaio com o café verde, houve um
aumento significativo (p =0,03) das médias apresentadas durante todo o intervalo

considerado (Tabela 9).

Tabela 9: Teste X2 de Friedman entre os Valores de Glicemia
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Variavel GL X2 p-valor

Glicose verde 2 6,86 0,03~
Glicose regular 2 3,1 NS
Glicose descafeinado 2 0,1 NS

Teste de Friedman * Nivel de significancia P<0,05 NS: valores ndo significativos

Segundo o teste de Mann Whitney, ndo foi observada diferenca entre os sexos
nas varidveis bioquimicas que apresentaram significancia estatistica no modelo de
Wilcoxon, com a excecdo do 4cido tirico masculino (5,91£0,99) e feminino (4,57+0,94)
antes do experimento com o café verde (jejum).

Ap6s a realizagdo da correlacdo de Spearman, ndo foi verificada associagdo

entre as varidveis bioquimicas do estudo.

6. DISCUSSAO



Esse € o primeiro estudo brasileiro que avaliou a concentragdo plasmética de
homocisteina e demais pardmetros bioquimicos apds o consumo de café verde, regular e
descafeinado. Em nosso estudo, o volume de café (descafeinado: 475 mL; café verde:
600 mL e regular: 1000 mL) oferecido aos participantes foi semelhante aqueles de
outras pesquisas clinicas, a exemplo de Grubben et al., 2000 e Chirstensen et al., 2001
que ofereceram volumes de até 1000 mL de café. Nossos resultados demonstraram um
consideravel percentual de inadequagdo dietética representados por (50,2 % e 35,84 %)
de folato e cobalamina, respectivamente. Os indicadores bioquimicos mostraram o
mesmo. Dados na literatura mencionam que a deple¢do de folato pode afetar um grande
nimero de processos celulares essenciais, uma vez que atuam como co-fatores em
varias reacdes bioquimicas diferentes (Scott and Weir, 1998), como na sintese de
purinas, aminodcidos e metilacio do DNA, podendo inclusive comprometer os niveis
plasmaticos de homocisteina (Mattson et al., 2002). Por sua vez, a homocisteina tem
sido referida como um marcador sensivel do estado de folato e cobalamina (Fakhrzadeh
et al., 2006). A hiperhomocisteinemia tem sido relacionada com um risco aumentado
para aterosclerose e infartagdo miocardica, além de induzir mudancas no DNA que
podem resultar em efeitos pro-carcinogé€nicos. Apesar disso, ndo observamos diferenca
significativa dos valores médios de tHcy como pdde ser visto na Tabela 10. De forma
semelhante aos nossos resultados, outro estudo (clinico) realizado a curto prazo também
ndo verificou aumento nas concentragdes de tHcy apds o consumo de café (Natella et
al., 2002). Entretanto, em outros ensaios clinicos descritos na literatura, o consumo de
450-1000 mL de café regular filtrado aumentou a tHecy em 19% no periodo de 4h e 11-
22 % apds 2 a 4 semanas (Urgert et al., 2000; Verhoef et al., 2002). Um estudo

epidemiolégico também verificou a associagdo do consumo de café com o aumento nas
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concentragdes de tHcy em ambos os tipos de café (filtrado e ndo filtrado), porém néo
observou efeito no café descafeinado (Nygard et al. 1997).

Dados da literatura cientifica tém apresentado resultados conflitantes em relacio
ao consumo de café com o aumento dos niveis de colesterol (Lancaster et al., 1994;
Kark et al., 1995; Gynelberg et al., 1995). E provéivel que a heterogeneidade observada
em alguns resultados, se deva a inexisténcia de padronizacdo dos protocolos adotados,
como tipo de café consumido (regular ou descafeinado), quantidade de café (massa
empregada no preparo), método de preparo (fervido ou filtrado), até mesmo quanto ao
periodo de intervengdo e efeitos observados (agudo ou crdénico). Tem sido observado
que o aumento no perfil lipidico é mais pronunciado em individuos com hiperlipidemia,
com hdbito de consumo de café regular filtrado (média de 6 xicaras por dia) ou fervido
(Jee et al., 2001). Em nosso estudo, o consumo agudo de diferentes tipos de café nao
afetou o perfil lipidico de forma estatisticamente significativa. Os participantes do
estudo tinham um habito de consumo diario de 200 mL de café regular e foram privados
de fontes de cafeina e compostos fendlicos, apenas na véspera do estudo. No estudo de
Christensen et al. (2001) foi observado que a privagdo de café regular, por um intervalo
de 6 semanas consecutivas, em individuos com habito de consumo diario de 4 xicaras,
esteve associado a uma diminui¢do do colesterol total (0,28 mmol/L — 95 % CI: 0,13-
0,42). Um outro estudo verificou que o consumo cronico de café regular (450 ml/dia)
durante uma semana, esteve associado com uma diminui¢do significativa, ndo apenas de
colesterol total, mas de LDL-colesterol e triglicerideos, apds um periodo de privacdo de
uma semana (Yukawa et al., 2004). No entanto, esses autores nao observaram efeito no
HDL-colesterol.

Em nosso estudo, era plausivel que houvesse um aumento significativo da

insulinemia, ap6s os trés ensaios (verde p= 0,001, regular p= 0,00008 e descafeinado p=
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0,0002). Contudo, nao atribuimos o efeito observado na insulinemia as bebidas de café,
de forma isolada. Reconhecemos que o maior estimulo a liberagdo de insulina apds os
tr€s ensaios tenha ocorrido em resposta ao lanche que foi consumido juntamente com o
café. As acdes da insulina na estimulacdo da captacdo de glicose tanto nos tecidos
(adiposos e musculares) como na manutencio da homeostase da glicemia ja sdo bastante
reconhecidas (Akiba et al., 2004). No entanto, observamos que o comportamento
glicémico apresentado durante os ensaios, ndo foi semelhante em todos os intervalos
considerados. Em nosso estudo, os efeitos na glicemia 30 min apds o consumo do café
verde, pareceram mais pronunciados (p= 0,03) comparados ao café regular (p= 0,07).
Talvez essa diferenca possa ser explicada pelo conteido maior de agucares do café
verde (Tabela 1). No entanto, a partir do segundo intervalo, no café verde, observamos
certa tendéncia a prolongagdo dos efeitos na glicemia, representado pela manutencéo
dos seus niveis, enquanto no café regular, um declinio dos niveis glicEémicos. Pizziol et
al. (1998) avaliaram se as concentragdes de glicose poderiam ser modificadas pela
ingestdo aguda de cafeina. Todos os participantes do estudo receberam 50 mL de café
descafeinado (expresso) e a mesma quantidade de café descafeinado acrescido de 200
mg de cafeina (o equivalente a 4 xicaras de café), no intervalo de 2 semanas. Os autores
observaram que apds 2 horas, houve um aumento nas concentracdes de glicose no
experimento com café descafeinado acrescido de cafeina comparado a outra bebida do
estudo. Em nosso estudo, a cafeina no café verde nao se encontra livre no citoplasma,

mas forma complexos com polissacarideos, proteinas (15-18 % carboidratos, 11-15 %
compostos nitrogenados) (Viani, 1986) e com o clorogenato de potdssio, o que a torna
pouco solivel e com pouca mobilidade entre os tecidos (Illy & Viani, 1996).
Possivelmente a sua liberacido poderia ocorrer de forma mais gradual, o que justificaria

a observacdo do prolongamento dos efeitos glicémicos verificados, a partir de um
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determinado intervalo de tempo. No café regular, a intensa pirdlise que ocorre durante o
processo de torrefacdo, possibilitaria a liberacdo da cafeina dos complexos existentes, o
que poderia justificar um efeito mais rapido da cafeina nos niveis glicémicos.

A literatura cientifica tem descrito a associacdo positiva da cafeina (administrada
de forma aguda) com a diminui¢do da tolerancia a glicose em humanos (Graham et al.,
2001) e também na reducdo da disponibilidade de glicose corporal (15-30 %) (Greer et
al., 2001; Keijzers et al., 2002; Thong et al., 2002). Tem sido sugerido que a cafeina
possa atuar como antagonista dos receptores de adenosina (Aj, Az, Az € Aj),
principalmente nos receptores Ay, (Varani et al., 2000). Sabe-se que os receptores de
adenosina estdo presentes no tecido adiposo, musculo esquelético e figado, de forma
que, nos tecidos sensiveis a ag¢do da insulina, a adenosina facilitaria a captagdo de
glicose (Vergauwen et al., 1994). Outros estudos observaram que a cafeina diminuiria a
sensibilidade a insulina, possivelmente como um resultado do aumento plasmatico de
epinefrina, ji que esta exerce efeito oposto ao promovido pela insulina, inibindo a
captagdo periférica de glicose pelos tecidos (Thong & Graham et al., 2002; Keijzers et
al., 2002).

Segundo Johnston et al. (2003), a cafeina poderia inibir a atividade das
fosfodiesterases, enzimas que atuam no catabolismo do Monofosfato Ciclico de
Adenosina (AMPc). Dessa forma, concentragcdes aumentadas de AMPc tém
demonstrado elevar a glicogendlise, razdo que pode ser parcialmente responsdvel pela
tolerancia prejudicada a glicose observada apds o consumo de café regular. Um estudo
in vivo, verificou que a cafeina foi responsdvel pela inibi¢do da fosforilacdo e ativacdo
da proteina quinase B, uma das enzimas associadas a translocacio do GLUT 4
(transportadores de glicose 4), etapa fundamental da atuacdo da insulina na captacio da

glicose no musculo e adipécitos (Akiba et al., 2004).
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Cabe destacar que os estudos mencionados foram realizados a partir de cafeina
pura (Smg/kg/pc) — o equivalente a 3 a 4 xicaras de café regular) ao invés da bebida de
café. Isso implica ndo considerar a influéncia dos efeitos agudos ou crénicos de outros
compostos biologicamente ativos (5-ACQ, por exemplo), presentes no café em
quantidades superiores aquelas representadas pela cafeina (Robinson et al., 2004).

Em relagdo a uricemia, ha relato na literatura de apenas um estudo, o qual
verificou que o consumo de café instantaneo esteve inversamente associado com os
niveis de 4cido trico, independente da idade, IMC, pressdo sanguinea, colesterol total,
HDL-colesterol, fumo, dlcool e proteina dietética (Kiyohara et al., 1999). Segundo os
autores, a cafeina devido a sua acdo diurética, aumentaria a taxa de fluxo sanguineo
renal, o que promoveria maior excre¢do de dcido urico e, conseqiientemente, diminuiria
as suas concentragdes. No entanto, nenhum efeito foi observado na uricemia, em relacdo
ao cha verde (outra fonte importante de cafeina). Segundo Lin et al. (2000), a partir de
um estudo in vitro verificaram que os compostos fendlicos do cha (teoflavina,
teoflavina-3-galato, teoflavina-3,3 digalato, epigalocatequina 3- galato, acido gélico e
galato de propila) tém demonstrado ag@o inibitéria sobre uma importante enzima
relacionada ao metabolismo do cido trico, a xantina oxidase (XO), que € responsavel
pela conversdo do substrato hipoxantina em 4cido drico. Conseqiientemente, menores
concentragdes de 4dcido urico sdo produzidas. Quando presente em grandes
concentracgdes, o 4cido udrico tem sido associado com aumento na producdo de espécies
reativas de oxigé€nio. Sendo assim, os compostos fendlicos ao reduzirem a atividade da
XO, contribuem para a reducdo do estresse oxidativo.

Em nosso estudo, observamos que a uricemia esteve associada negativamente
com o consumo de café¢ verde (p=0,03), ndo tendo sido observada diferenca entre os

sexos apos o consumo do café. Sugerimos que o 5-ACQ, principal polifenol do café,
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possa estar relacionado com as menores concentragcdes de dcido tUrico observadas,
inibindo a ac¢do da enzima xantina oxidase, de forma andloga aos outros polifendis.
Considerando que o café verde possui uma matriz extremamente complexa, acreditamos
que a sua liberag@o acontega de forma mais gradual, prolongando os efeitos observados.

Quanto a possivel associacdo da homocisteinemia com marcadores bioquimicos,
ndo verificamos em nosso estudo, associacdo com o0s parametros considerados
(glicemia, insulinemia, uricemia e perfil lipidico). Alguns estudos descritos na
literatura, no entanto, confirmaram essa associacdo com a glicemia (Meigs et al. 2001),
trigliceridemia (Nygard et al., 1995; Tavares et al., 2002), concentracdes de HDL-
colesterol (Nygard et al., 1995; Giltay et al., 1998; Meigs et al., 2001) e com as
concentragdes de colesterol total (Nygard et al., 1995). Apesar disso, nossos resultados
corroboram com aqueles realizados por Saw et al. (2001), Godsland et al. (2001);
Guven et al. (2005) que também ndo acharam associac¢@o entre a homocisteinemia e os

outros parametros bioquimios analisados.

7. CONCLUSOES

- No estudo verificamos que a ingestdo aguda do café verde, regular e descafeinado
(filtrados) ndo alterou de forma significativa o perfil lipidico e as concentracdes de
homocisteina plasmética dos participantes.

- Nao observamos, nos diferentes tipos de café, associacdo entre os pardmetros
bioquimicos do estudo (glicemia, insulinemia, uricemia, colesterolemia, trigliceridemia,
concentragdes de  VLDL-colesterol, LDL-colesterol e HDL-colesterol e
homocisteinemia).

- No ensaio com café verde observamos um aumento significativo da glicemia (p =

0,03) nos 30 min apds o consumo do café. No intervalo de 30 a 60 min ap6s a ingestio
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do café, observamos a manutencdo dos niveis glicémicos, denotando uma prolongagéo
dos efeitos na glicemia. Como plausibilidade para justificar os aumentos mais
pronunciados no café verde nos primeiros 30 min, sugerimos a maior quantidade de
acucar presente nessa matriz. Reconhecemos que para uma melhor observacdo desses
efeitos, seria necessdria a andlise dos pardmetros bioquimicos num maior intervalo de
tempo.

- Ainda em relagdo ao café verde, verificamos uma diminuicdo significativa (p= 0,03)
da uricemia 3h apds a ingestdo deste. Considerando que os teores de 5-ACQ e de
cafeina foram o mesmo nos café¢s verde e regular, sugerimos que essas diferencas
observadas tanto na glicemia quanto na uricemia sejam decorrentes da complexidade da
composicdo quimica no café verde. - Como ndo hd relato na literatura cientifica a
respeito dos efeitos agudos ou cronicos do café verde na glicemia, uricemia e demais

parametros bioquimicos, sugerimos que mais estudos sejam realizados nessa area.
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9.0 - ANEXOS
9.1- Artigo vinculado a dissertacdo: O consumo de café e sua relacio com a

hiperhomocisteinemia: revisao
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9.2- APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE DE ETICA
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9.3 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CCS - INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E DIETETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

De acordo com a Resolucgdo 196/96

PROJETO DE PESQUISA - “Estudo do efeito do consumo de café verde, regular no
perfil bioguimico em individuos jovens”.

Pesquisadores responsaveis: Glorimar Rosa, Carlos Alberto Bastos de Maria e Mirza
Adriana de Assis Jicome

Recebi orientacdo e declaro estar ciente dos objetivos desta pesquisa, que visa,
principalmente, verificar a relagdo da quantidade de uma substancia presente no sangue
- homocisteina com uma substancia do café chamada 4cido clorogénico. Essa relacdo
pode ser importante na prevencdo de doencgas cronicas, como por exemplo, algumas
doencgas do coragdo, cincer entre outras.

Dessa forma, aceito participar desta pesquisa, de livre e espontanea vontade,
respondendo a um questiondrio, permitindo a tomada de medidas do meu corpo (peso e
estatura) e de seis coletas de sangue (ao todo) em trés dias ndo consecutivos. A primeira
coleta serd realizada ap6s jejum noturno (12 h) e a outra apés o consumo de acido
clorogénico, isto é, apés o consumo de café verde, café torrado e também de café
descafeinado. Essas amostras serdo empregadas nas dosagens da homocisteina, acido
clorogénico e para o cdlculo de resisténcia a insulina.

Estou ciente que ndo receberei nenhum tipo de recompensa financeira pela
participagdo nesta pesquisa.

Fui informado que receberei os resultados dos testes realizados e os dados por
mim fornecidos terdo garantia de sigilo por parte dos pesquisadores. Além disto,
também estd garantido o meu direito de desisténcia em qualquer etapa da pesquisa.

O pesquisador responsdvel Prof®. Dr. Glorimar Rosa poderd ser contatada
através do telefone: 2562.6601 (UFRJ - Instituto de Nutricio Josué de Castro —
Departamento de Nutricdo e Dietética).

Rio de Janeiro, de ----de 2005.

Nome do partiCipante: -----------m-m-mmmmmmemm e

Assinatura do participante ---------==-=======mmmmm oo

Assinatura do pesquisador------------- mmmmmmemeen ---
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9.4 QUESTIONARIO PARA O ESTUDO DO EFEITO DO CONSUMO DE CAFE
VERDE, REGULAR E DESCAFEINADO NO PERFIL BIOQUIMICO EM
INDIVIDUOS JOVENS

n°® da amostra Data

Nome do voluntario

Endereco

Telefone Idade Naturalidade___

Escolaridade Estado civil

Renda Familiar SM

Fumante ( ) Sim ( ) Nao Uso de contraceptivos orais: ( ) Sim ( ) Nao

Uso de medicamentos: ( ) Sim ( ) Nao  Qual? Etnia: ---
-- Sexo () F ( )M Consume bebidas alcodlicas ( ) Sim ( ) Ndo Que tipo de

bebida? Qual a freqiiéncia do consumo?

Histoéria Patolégica

Pregressa:

Historia familiar:

AVALIACAO NUTRICIONAL

DADOS ANTROPOMETRICOS VALOR MENSURADO | AVALIACAO SEGUNDO O PERCENTIL

PESO

ESTATURA

INDICE DE MASSA CORPORAL

DIAGNOSTICO NUTRICIONAL
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9.5 RECORDATORIO DE 24 HORAS

AVALIACAO SEMI-QUANTITATIVA DA INGESTAO DE ALIMENTOS

Alimentos

Observacoes

Quantidade
Medida caseira

Quantidade
(ml/g)

Desjejum

Colacao

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia
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9 6 QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO

REFEICOES REALIZADAS POR DIA:  Desjejum Colacao Almoco
Lanche Jantar Ceia
Grupo de alimentos Observacoes | Quantidade/vez |Nunca |Diaria | Semanal | Mensal | Quant.
(ml/g)

1. Leite e derivados

Leite

logurte

Queijo

2. Carnes, ovos e embutidos

Carne bovina

Frango

Peixe

Figado

Rim

Ovo

3. Leguminosas

Feijdo preto

Lentilha

Soja

Ervilha seca

4. Cereais e feculentos

Arroz

Macarrao

Farinha de mandioca

Pao

Biscoito

Batata

Aipim

5. Acucares e gorduras

Actcar refinado

Manteiga/margarina

Oleo

Azeite

6. Bebidas

Refrigerantes

Bebidas alcodlicas

Café

7. Frutas

Laranja

Banana

8. Folhosos

Couve

Brécolis

Espinafre

116




9 7 LISTA DOS ALIMENTOS PROIBIDOS NA VESPERA DAS COLETAS

Café de todos os tipos;

Cha;

Mate;

Refrigerantes, principalmente do tipo cola;
Guarand em po;

Guarana natural;

Bebidas isotOnicas;

Chocolate e achocolatados;

Frutas e verduras
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9 8 PERFIL BIOQUIMICO: ANTES DO CONSUMO DO CAFE - JEJUM.

Café Variavel X + Min Max
Colesterol Total (mg/dL) 161,42 42,59 93,6 245,91
HDL (mg/dL) 49,06 15,74 31,61 97,73
LDL (mg/dL) 95,51 35,67 43,98 166,55

9 TG (mg/dL) 84,23 84,98 18,26 427
o VLDL (mg/dL) 16,85 17 3,65 85,4
= Acido trico (mg/dL) 5,1 1,15 2,89 7,65
Insulina (uU/mL) 8,76 5,44 2,9 20,6
Homocisteina (umol/L) 7,62 2,44 1,99 10,96
Glicose (g/dL) 68,35 14,96 46,1 93,21
Colesterol Total (mg/dL) 169,3 39,02 117,32 245
HDL (mg/dL) 48,37 9,86 32,83 68,78
LDL (mg/dL) 109,35 31,92 73,82 163,35
8 TG (mg/dL) 57,87 25,5 16,73 114,11
?y); VLDL (mg/dL) 11,58 5,1 3,35 22,82
o Acido Urico(mg/dL) 4,09 1,2 1,6 6,09
Insulina (uU/mL) 8,86 5,52 2,3 24,2
Homocisteina pmol/L) 7.4 2,29 417 12,7
Glicose (/dL) 70,64 10,89 53,36 90,03
Colesterol Total (mg/dL) 191,64 75,23 86,45 363,17
HDL (mg/dL) 49,7 11,71 28,83 66,65
8 LDL (mg/dL) 128,49 73,16 48,62 313,47
_E TG (mg/dL) 64,41 38,55 37,03 180,23
% VLDL (mg/dL) 13,44 7,64 7,41 36,05
§ Acido urico (mg/dL) 4,46 1,7 1,11 7,2
O Insulina (uU/mL) 11,33 13,49 2,4 64,8
Homocisteina umol/L) 7,74 2,01 4,72 12,3
Glicose (mg/dL) 69,38 17,13 38,56 101,89

RESULTADOS EXPRESSOS COMO MEDIA (x), DESVIO PADRAO (DP #) E

VALORES MINIMOS (MIN) E MAXIMOS (MAX).
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9.9 PERFIL BIOQUIMICO: APOS O CONSUMO DO CAFE.

Café Variavel X + Min Max
Colesterol total (mg/dL) 156,78 37,19 96,59 227,9
HDL (mg/dL) 47,06 16,61 22,93 97,1
LDL (mg/dL) 88,94 28,25 41,75 126,48
TG (mg/dL) 103,9 128,57 23,87 623,54

ﬁ VLDL (mg/dL) 20,78 25,71 4,77 124,71
L Acido drico (mg/dL) 4,74 1,217 2,83 7,9
Insulina (uU/mL) 58,52 40,9 13,5 145,9
Homocisteina (umol/L) 6,45 2,21 1,99 9,66
Glicose 30 (mg/dL) 83,62 20,44 58,78 136,01
Glicose 60 (mg/dL) 83,38 11,61 68,94 103,96
Colesterol total (mg/dL) 158,24 39,53 84,87 220,15
HDL (mg/dL) 46,35 10,97 30,47 64,13
LDL (mg/dL) 100,36 34,41 44,38 171,25
= TG (mg/dL) 57,93 24,68 10,8 114
S VLDL (mg/dL) 11,58 4,94 2,16 22,8
§ Acido urico (mg/dL) 4,25 1,11 1,77 5,8
Insulina (uU/mL) 48,13 45,09 6,5 177,1
Homocisteina pmol/L 7,19 1,78 5,1 11,5
Glicose 30 (mg/dL) 81,34 28,36 29,11 124,08
Glicose 60 (mg/dL) 75,38 24 32,36 116,17
Colesterol Total (mg/dL) 184,22 47,27 109,16 271,66
HDL (mg/dL) 46,57 9,34 29,92 64,73
o LDL (mg/dL) 124,73 40,31 69,31 217,97
S TG (mg/dL) 64 49,67 27,06 207,87
S VLDL (mg/dL) 13,07 9,88 5,41 41,57
'S Acido trico (mg/dL) 4,36 1,4 0,73 6,5
§ Insulina (U/mL) 33,87 28,63 5,8 1244
Homocisteina umol/L 7,32 1,8 4,64 10,4
Glicose 30 (mg/dL) 68,62 21,26 33,23 117,84
Glicose 60 (mg/dL) 70,18 20,05 34,1 118,61

RESULTADOS EXPRESSOS COMO MEDIA (x), DESVIO PADRAO (DP #) E

VALORES MINIMOS (MIN) E MAXIMOS (MAX).
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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