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RESUMO

Introdugao: O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo e ha grande
interesse sobre seus efeitos sobre a saude. Dados de estudos epidemioldgicos
prospectivos e de metanalises indicam que o consumo regular de café, em longo
prazo, esta associado a reducao de risco de diversas condi¢des clinicas, entre elas
o diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Neste contexto, parece haver contribuicdo dos
hormdnios gastrointestinais incretinicos, como o peptideo semelhante ao glucagon
1 (GLP-1) e o polipeptideo inibitério gastrico ou polipeptideo insulinotrépico
dependente da glicose (GIP). Objetivo: O presente estudo investigou, em homens
jovens e saudaveis, o efeito do consumo de café com e sem acgucar e do café
descafeinado, em condigdes basais, pos sobrecarga oral de glicose e durante o
teste de estimulagcédo intravenosa com glicose marcada (Oral Dose Intravenous
Label Experiment, ODILE), sobre a concentragao sérica de GLP-1, GIP e peptideo
C. Métodos: Foi conduzido um ensaio clinico randomizado, cruzado, monocego
(pesquisadores) em que 17 voluntarios saudaveis e consumidores habituais de
café participaram de cinco intervengdes: ingestdo de café cafeinado com acgucar
(CS), café cafeinado sem acgucar (CC), café descafeinado (DC), e 2 controles -
agua com acgucar (WS) e agua sem acgucar (W). A avaliagdo foi feita em dois
cenarios: em condicdo basal (apés administragcdo da bebida teste e antes da
administragcdo da sobrecarga oral de glicose) e pds sobrecarga oral de glicose.
Além disso, foi utilizado um procedimento misto (PROC MIXED) para comparar os
efeitos das bebidas teste sobre as varidaveis estudadas, sendo adotado, neste
modelo, o sujeito como efeito aleatério e o tempo como medida repetida.
Resultados: Em condicbes basais, o CS aumentou, o CC e o DC nao modificaram
a concentragao sérica de GLP-1 em relacado aos seus respectivos controles. O CS,
o CC e o DC nao modificaram a concentracdo sérica de GLP-1 em resposta a
sobrecarga oral de glicose. Em condi¢des basais, o CS reduziu, o CC e o DC néao
modificaram a concentracdo sérica de GIP em relagdo aos seus respectivos
controles. O CS aumentou, o CC e o DC nao modificaram a concentragcao sérica
de GIP em resposta a sobrecarga oral de glicose. Em condi¢des basais, o CS
reduziu, o CC e o DC n&o modificaram a concentragao sérica de peptideo C em
relagdo aos seus respectivos controles. O CS aumentou, o CC e o DC néo
modificaram a concentragédo sérica de peptideo C em resposta a sobrecarga oral
de glicose, quando comparado com os respectivos controles. Entretanto, o DC
promoveu menor concentragcao sérica de peptideo C quando comparado ao CC. A
analise dos dados com o procedimento de modelo misto com o sujeito como efeito
aleatério e o tempo como medida repetida para comparar os efeitos das bebidas
nao mostrou modificagdes significativas na concentragao sérica de GLP-1, GIP ou
peptideo C em resposta as bebidas testadas, quando comparadas aos seus
controles. Conclusao: O efeito discreto do café sobre a secrecdo de GLP-1 e GIP
sugere que os beneficios do consumo da bebida sobre a homeostase da glicose
nao tenham contribuicado significativa de modificagbes da liberagdo de hormdnios
incretinicos. Além disso, o efeito do café descafeinado, embora discreto, de reduzir
a concentragao sérica de peptideo C em resposta a sobrecarga oral de glicose,
quando comparado ao café cafeinado, indica que essa preparacao de café possa
melhorar a sensibilidade a insulina, em consisténcia com dados de estudos
prévios.

Palavras-chave: café cafeinado e café descafeinado, incretinicos, diabetes
mellitus tipo 2



ABSTRACT

Introduction: Coffee is one of the most consumed beverages worldwide and there
is great interest in understanding its effects on health. Data from prospective
epidemiological studies and meta-analyzes indicate that long-term regular coffee
consumption is associated with reduced risk of various clinical conditions, including
type 2 diabetes mellitus (DM2). Although the mechanisms underlying this are not
completely understood, incretin gastrointestinal hormones, such as glucagon-like
peptide 1 (GLP-1) and gastric inhibitory polypeptide or glucose-dependent
insulinotropic peptide (GIP), may play a role. Objective: The present study
investigated the effect of coffee with and without sugar and decaffeinated coffee, in
both basal conditions and during the insulin sensitivity test assessed by stable
isotopes with oral glucose administration (ODILE), on the serum levels of GLP-1,
GIP and C-peptide. Methods: A randomized, crossover, single-blind clinical trial
(researchers) was conducted in which 17 healthy volunteers who were habitual
coffee consumers participated in five interventions: ingestion of caffeinated coffee
with sugar (CS), caffeinated coffee without sugar (CC), decaffeinated coffee (DC),
and 2 controls - water with sugar (WS) and water without sugar (W). The evaluation
was performed in two scenarios: baseline (after administration of the test drink and
before administration of oral glucose overload) and oral glucose overload. In
addition, a mixed procedure (PROC MIXED) was used to compare the effects of
the test beverages on the studied variables. In this model, the subject was adopted
as a random effect and time as a repeated measure. Results: At baseline, CS
increased, CC and DC did not change the serum levels of GLP-1 when compared
with its respective controls. CS, CC and DC did not modify the serum levels of
GLP-1 in response to oral glucose overload. In basal conditions, CS reduced, CC
and DC did not modify the serum levels of GIP when compared with its respective
controls. CS increased, and CC and DC did not modify the serum levels of GIP in
response to oral glucose overload. At baseline, CS reduced, CC and DC did not
modify the serum levels of C-peptide when compared with its respective controls.
CS increased, CC and DC did not change the serum C-peptide levels in response
to oral glucose overload when compared to their controls. However, DC promoted a
lower serum C-peptide concentration when compared to CC. Data analysis using
the PROC MIXED model did not indicate significant changes in GLP-1, GIP or C-
peptide levels in response to any of the beverages testes. Conclusion: The slight
effect of coffee on GLP-1 and GIP serum levels suggests that the benefits of this
beverage consumption on glucose homeostasis do not have a significant
contribution of modifications of incretin hormones release. In addition, the effect of
decaffeinated coffee to reduce serum C-peptide concentration in response to oral
glucose overload, when compared to caffeinated coffee, indicates that this coffee
preparation may improve insulin sensitivity, consistent with data from previous
studies.

Keywords: caffeinated coffee, decaffeinated coffee, incretins, type 2 diabetes
mellitus
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1 INTRODUGAO

Como o café € uma das bebidas mais consumidas no mundo, ha um
grande interesse sobre seus reais beneficios e possiveis associagdes
negativas com diversas doengas de impacto na saude publica (1-4).
Anteriormente, seu consumo n&o era visto como um habito saudavel (3), em
razdo das propriedades estimulantes de um dos seus constituintes mais
conhecidos, a cafeina (5, 6) Entretanto, o café é rico em compostos com outras
atividades biologicas (5). Esses compostos se apresentam na sua forma
natural ou sdo formados durante o processo de torra (7) e muitos possuem
acao antioxidante e anti-inflamatéria (1, 5), como os acidos clorogénicos,
magneésio- como co-fator de enzimas do sistema antioxidante-, lignanas (8),
quinides, trigonelina (9) e o N-metilpiridinio (NMP), gerado pela torra desse
ultimo (10). Além desses, ha também os diterpenos, como o caveol e cafestol,
que apesar de possuirem atividade anti-inflamatéria (11) e anti-carcinogénica
em animais e in vitro (12), podem promover elevagao do colesterol total e do
colesterol na lipoproteina de baixa densidade (LDL) (1), quando o café é

consumido na forma nao filtrada (12, 13).

Atualmente, estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais estdo
sendo realizados para investigar os efeitos do café sobre a mortalidade,
doengas cardiovasculares, gastrointestinais, neurolégicas, oncologicas e
endocrinolégicas, como sindrome metabdlica (SM) e o diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (11). A reducédo da inflamac&o subclinica e do estresse oxidativo
poderiam ser os responsaveis pelas associagdes entre o consumo de café (14-
16) e menor risco de aparecimento, além do agravamento de diversas doengas
(5, 7).

Em curto prazo, o consumo de café promove um aumento do estado de
alerta mental, melhora de alguns aspectos da cognicdo e do desempenho
atlético (11, 12, 17). Em contrapartida, a ingestdo de quantidade elevada de
café de 4-5 xicaras por dia correspondente a mais 400 mg de cafeina por dia —
esta associada a cefaleia, ansiedade, tremores e ins6nia. O uso crénico

determina menor sensibilidade aos efeitos adversos comportamentais da
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cafeina. Em longo prazo, também, s&o observados efeitos benéficos dose-
dependentes do consumo de café (17). Este € associado a redugéo do risco de
doenga de Parkinson, doenca de Alzheimer, cirrose alcoodlica, progressao da
hepatite C avangada (6) e gota. (17) Entretanto, cronicamente o consumo de
café esta associado a baixa densidade mineral éssea, quando superior a mais
de quatro xicaras por dia, principalmente nas mulheres com baixa ingestdo de
calcio (17). Também é observada maior frequéncia de eventos coronarios e
arritmicos em individuos suscetiveis, em associagdo com o maior consumo de
café, embora a ingestdo da bebida n&o seja considerada um fator de risco para
a doencga arterial coronariana em longo prazo (6, 17). A associagdo do
consumo do café com o risco de cancer também €& controversa, na medida em
que alguns estudos descrevem resultados inconclusivos, alguns, aumento do
risco e outros, efeito protetor de varios tipos de céncer (17-19). Entretanto, a
maioria dos estudos demonstra que pode haver uma relagdo moderadamente
inversa entre o consumo de café e todas as causas de mortalidade (17, 20, 21),

principalmente se o consumo for de 2 a 4 xicaras por dia (6).

O consumo de café cafeinado ou descafeinado esta relacionado a um
menor risco de DM (6, 17, 22). Além disso, ha um possivel efeito do café em
promover perda de peso (6, 10, 23), sendo esse efeito associado a um
aumento da taxa metabdlica basal, da lipolise, do gasto energético (12), da
glicogendlise muscular (6, 10, 24), além de um provavel papel na regulagao da
fome e apetite (10), promovidos tanto pela cafeina (24) quanto pelos outros

compostos bioativos (6, 10).

A SM é definida como a presenga de no minimo trés das cinco seguintes
condigbes: glicemia de jejum elevada, obesidade abdominal, elevagdo da
pressdo arterial, elevacdo dos triglicerideos e baixa concentracdo de
lipoproteina de alta densidade (HDL). Acomete 20-25% da populagdo adulta
mundial e estad associada a inflamagédo de baixo grau, aumento de doencgas
cardiovasculares, bem como a maior risco de alguns tipos de céncer (24, 25).
O DM2 é um dos componentes mais importantes da sindrome (24, 25). Sua
prevaléncia mundial é de 425 milhdes e esse numero aumentara para cerca de

642 milhdes em 2040 (26). Além disso, estima-se que 46% dos casos de
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diabetes em adultos ndo sejam diagnosticados. Na maioria dos paises
desenvolvidos, quando se analisa apenas a causa basica do oObito, verifica-se
que o diabetes esta entre a quarta e oitava principais causas (26).

Os principais componentes fisiopatologicos do DM2 s&o a resisténcia a
insulina e a disfungdo das células beta pancreatica, que levam a uma secrec¢ao
deficiente de insulina (27). A hiperglicemia e glicolipotoxicidade desencadeadas
por essas duas disfungdes promovem um estresse oxidativo crdnico (28) e
ativacdo de vias de sinalizagédo pré-inflamatérias, como a via do fator nuclear
NF-KB (29). Essas alteragdes, por sua vez, contribuem para as lesbes
teciduais e consequentemente complicagdes crénicas do DM2 (28).

Em relagdo a insulina, é importante mencionar que a clivagem da pro-
insulina origina a insulina e o peptideo C, sendo que o peptideo C é uma das

medidas de fung&o secretdria da célula beta (30).

Conforme revisado por Hamid Akash e cols (11), o consumo regular de
café pode reduzir significativamente a expressdo de marcadores de pro-
inflamatorios, como a interleucina (IL) -1b, IL-6, IL-18, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), proteina C reativa (PCR), a proteina quimiotatica de monocitos-1
(MCP-1), molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1), molécula de
adesao leucocitaria endotelial-1 (ELAM-1), além de varios marcadores de
estresse oxidativo. Por sua vez, seu consumo pode aumentar a expressao de

adiponectina, IL-4 e IL-10, todos com acao anti-inflamatoria (11).

Os acidos clorogénicos (ACG), segundo componente mais abundante do
café, bem como a trigonelina, magnésio promovem melhora do perfil glicidico
e/ou lipidico (11, 12, 31, 32).

Dados de estudos epidemiologicos prospectivos e de metanalise
demonstram que o consumo de café e/ou cafeina, em curto prazo, pode
promover piora da resisténcia a insulina, por bloqueio do receptor de adenosina
A1 e aumento da secrecdo de epinefrina, com consequente reducido da
captacdo de glicose pelo musculo esquelético (11). Em contraste, o consumo
em longo prazo esta associado a melhora da sensibilidade a insulina, de forma

dose dependente (11, 22). Esta agdo parece ter a contribuicdo de hormodnios
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gastrointestinais incretinicos, como o peptideo semelhante ao glucagon 1
(GLP-1) e o polipeptideo inibitério gastrico ou polipeptideo insulinotrépico
dependente da glicose (GIP). Estes hormbnios sdo produzidos em resposta a
presencga e/ou absorgéo de glicose intestinal, sendo também estimulados pelos
ACG (12).

Os horménios incretinicos GLP-1 e GIP sao liberados pelas células
enteroendadcrinas intestinais em resposta a absor¢ao de nutrientes e estimulam
a secrecdo de insulina pelas ilhotas de Langerhans pancreaticas,
caracterizando seu efeito incretinico ou insulinotrépico (33-38). Em conjunto, o
efeito insulinotropico do GIP e do GLP-1 determinam entre 25-70% do total de
secrecao de insulina em resposta a ingestdo de glicose/refeigdo em individuos
saudaveis, a depender da quantidade de glicose ingerida (35-38). Tanto o GLP-
1 como o GIP s&o rapidamente degradados pela enzima dipeptidil peptidase-4
(DPP-1V) (33, 34, 36); com isso, a meia-vida plasmatica desses hormoénios é de
apenas 1-2 minutos (36, 37). Outras fungdes do GLP-1 incluem a inibicdo da
secrecdo de glucagon (34, 36, 37), do esvaziamento gastrico e apetite (34, 36,
37), além de melhora da sensibilidade periférica a insulina (36).

Considerando a importancia dos horménios incretinicos na homeostase
da glicose e os efeitos benéficos do café sobre o risco de DM2, o objetivo deste
trabalho foi investigar o efeito de diferentes preparacdes de café na
concentracdo sérica de hormdnios incretinicos e peptideo C. Cabe destacar
que este estudo & parte de um projeto mais abrangente, que envolveu a
avaliacao destas diferentes preparagdes de café sobre a glicemia, insulinemia
e sensibilidade insulinica (39), e também de uma revisdo sistematica da
literatura que investigou o efeito do café e da cafeina sobre a concentragéo
sérica de marcadores inflamatdrios (40).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAFE E SEUS BENEFICIOS SOBRE A SAUDE

2.1.1 Visao geral

A visdo global sobre o consumo de café esta sendo modificada ao longo
dos anos (41). Anteriormente, a bebida era vista como prejudicial a saude (41,
42), porém, atualmente, diversos estudos, principalmente observacionais (41,
42) do tipo transversal, caso-controle ou de coorte, e também revisbes
sistematicas e metanalises (42), ttm demonstrado um provavel beneficio (41,
42). Assim, por esse motivo, e por ser uma bebida de amplo consumo mundial
(42), ha um grande interesse sobre quais seriam essas implicagbes favoraveis
na saude humana (41, 42), bem como se haveria algum efeito desfavoravel
(42).

O café promove diversos efeitos sistémicos, entre eles: no sistema
neuropsiquiatrico, cardiovascular, endécrino, gastrointestinal e osteomuscular,
além de interferir na fisiopatologia de certas doengas, como a resisténcia a
insulina (17, 42), e nos desfechos relacionados a gravidez (42). Além disso,
seu consumo esta sendo estudado em relacdo a varios tipos de cancer e na

mortalidade por todas as causas (17, 42).

O impacto na saude que o consumo de café promove pode ser
modificado por fatores genéticos (17, 42), microbiota intestinal (42, 43), idade,
sexo, medicamentos e outras exposi¢des ambientais (17). Além disso, a
variedade de grdo de café utilizado (Arabica versus Robusta), o grau de
torrefacédo e o método de preparo terdo influéncia na composigéo quimica final
da bebida (42, 43). Esses fatores, em conjunto, determinardo a
biodisponibilidade e o tipo de metabdlitos do café a que um individuo sera
exposto (42).

O café € uma mistura complexa de centenas de compostos fitoquimicos

(42, 43), entre eles os acidos clorogénicos, a cafeina, a trigonelina, os
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diterpenos (42, 43) e as melanoidinas (43). Essas substancias teriam efeitos
terapéuticos potenciais, como agdo antioxidante, anti-inflamatoria, antifibrética
ou anticancerigena (42), os quais poderiam estar associados aos beneficios a

saude promovidos por essa bebida (42, 43).

Os acidos clorogénicos (ACG) sao os polifendis ou compostos fendlicos
mais abundantes no café, que possuem importante acdo antioxidante (41-43).
Eles constituem uma familia de ésteres constituidos por acidos trans
cinamicos, principalmente o acido cafeico, acido ferulico e acido quinico (41).
Além disso, os ACG possuem 3 isbmeros: 3- ACG, 4-ACG, 5-ACG, sendo esse
ultimo o isbmero mais frequente (41, 43). Uma unica porgdo de café fornece
entre 20 e 675 mg de ACG, a depender do tipo de torrefacdo e do volume
consumido. (41). Esses polifendis inibem a metilacdo do DNA de uma maneira
dose-dependente, evitando a regulagdo negativa da expressdo de proteinas
supressoras tumorais e enzimas de reparo do DNA envolvidas na
carcinogénese (43, 44). Foi observado, em estudo in vifro com células
hepaticas de roedores, a indugcdo de enzimas que promovem desintoxicagao,
como a glutationa S-transferase (43, 45).

Além disso, os ACG podem estar envolvidos na redugdo de risco
cardiovascular  possivelmente por mecanismos envolvendo efeitos
antitrombdticos e acgbes favoraveis no metabolismo da glicose, conforme
revisado por Cano-Marquina e cols (41) e Ludwig e cols (43). Os ACG atuam
como antitrombaticos por reduzir a atividade plaquetaria in vitro e diminuir a P-
selectina em estudos com animais (43). Por outro lado, esses compostos
estariam associados ao aumento das concentracbes plasmaticas de
homocisteina, porém a correlagdo entre esse aminoacido e risco cardiovascular
nao esta bem definida em humanos (41, 46). Outras fun¢des descritas para os
ACG em estudos in vitro sao a inibicdo da absorgédo de glicose, por bloqueio
direto dos transportadores SGLT1 (co-transportador intestinal de soédio e
glicose) ou GLUT2 (transportador de glicose 2) ou indiretamente, ao reduzir a
liberacdo de glicose a partir de dissacarideos ou polissacarideos ingeridos (43).
Além disso, foi demonstrado supressé&o do pico de glicemia plasmatica pos-

prandial e regulagcdo das concentragdes dos horménios incretinicos em alguns
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estudos em humanos (43). A maioria moléculas absorvidas de ACG
provenientes do café n&do mantém sua estrutura original, com isso, os efeitos
teciduais sdo provavelmente mediados por metabdlitos desses compostos
fendlicos — hidroxicinamato - que sdo gerados na parede do intestino delgado
e/ou sistemicamente apos absor¢do no intestino grosso (41, 43). O
metabolismo dos ACG ocorre principalmente no cdélon, pela microbiota
intestinal (41).

O café é o produto alimenticio que contém maior concentracdo de
cafeina, uma das substancias mais estudadas na literatura (41). A cafeina é
rapidamente absorvida no trato gastrointestinal (43) e sofre desmetilagdo no
figado por meio da enzima do citocromo P450 1A2 (CYP1A2) (41, 43, 47),
sendo que menos de 5 % é excretado de forma inalterada na urina (48). A
principal via metabdlica é através da formacédo de paraxantina (1,7-
dimetilxantina), levando aos principais metabdlitos urinarios, 1-metilxantina,
acido 1-metilurico e um derivado acetilado de uracila (48). Uma via secundaria
envolve a formagado de teofilina e teobromina (48). Variantes genéticas que
alteram a atividade da enzima CYP1A2 estdo associados a retardo do
metabolismo da cafeina, bem como prolongamento de sua meia-vida (47). Os
polimorfismos genéticos na via CYP1A2 podem, em parte, explicar
inconsisténcias nos estudos de café e seus efeitos sobre a saude (17).

A meia-vida média da cafeina no plasma de adultos é de cinco horas
(41, 43, 48), podendo variar entre trés a sete horas. Em criancas, a meia-vida é
mais curta, entre trés a quatro horas, podendo aumentar em gestantes no
ultimo trimestre em até duas vezes, sendo também prolongada em mulheres
usuarias de anticoncepcional e hepatopatas (48). Além disso, a taxa de
eliminagdo pode variar intensamente entre os individuos (48). A cafeina é
distribuida em todos os compartimentos do corpo; atravessa a placenta e
passa para o leite materno (48). Uma xicara de café contém aproximadamente
entre 50 a 100 mg de cafeina (43), sendo que essa quantidade pode variar de
acordo com o grau de torrefacdo dos graos - podendo essa diferenga chegar a
6 vezes por porgcao de café (43) - e o modo de preparo do café (41). Esses dois
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fatores podem dificultar a avaliagdo da ingestdo de cafeina em uma populagao
(43).

A cafeina exerce varios efeitos fisiologicos, por meio do antagonismo
dos receptores de adenosina do tipo A1 e A2 (Axa e Azg) (41, 43, 49) Esses
receptores estdo expressos na maioria dos tecidos, incluindo o sistema
nervoso central, o endotélio vascular, coragdo, figado, tecido adiposo e
musculo (41). Os receptores A1 estdo localizados principalmente no
hipocampo, cortex cerebral e cerebelar e certos nucleos talamicos, enquanto
os receptores A2 sdo localizados nas regides com alta concentracdo de
dopamina (43). O bloqueio dos receptores A2 esta associado a aumento da
acao da dopamina, que promove efeito estimulante no sistema nervoso central

(SNC) (43, 49), podendo levar a propriedades viciantes da cafeina (43).

A cafeina também interage sinergicamente com os neurotransmissores
do sistema nervoso simpatico, como a adrenalina e noradrenalina (43, 49).
Com isso, a cafeina, por ser uma substancia estimulante, promove maior
alerta, reducédo da fadiga e vigilia por periodos prolongados (43), bem como
melhora do humor, da fungdo cognitiva e resisténcia durante a pratica de
exercicios prolongados (50, 51). Além disso, foi demonstrado que em longo
prazo ela melhora a consolidagdo da memoria (43). Entretanto, esses efeitos
nos receptores de adenosina podem contribuir para os efeitos nocivos da
cafeina, como aumento da frequéncia cardiaca e da pressao arterial, maior
excitacdo e ansiedade, incluindo tremores, insbnia, cefaleia, palpitagcdo e
nervosismo (43). Essas reagdes adversas podem variar entre os individuos,
devido a variagdes genéticas de suscetibilidade (43), bem como por tolerancia
a esses efeitos em consumidores regulares de café (17, 43). Além de agbes no
SNC e sistema cardiovascular, a cafeina promove modificagbes no sistema
endocrino, como no metabolismo de carboidratos (41) e aumento da taxa
metabdlica (41, 43), atuando também em mecanismos inflamatorios (41),
antioxidantes (42, 43) e promovendo aumento de diurese (41).

A trigonelina € um alcaloide de piridina encontrado em quantidades
substanciais no café. Durante o processo de torrefacdo, a trigonelina é

parcialmente degradada a acido nicotinico ou niacina, em N-metilpiridinio
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(NMP) e em varios derivados de piridina (43). Os niveis de trigonelina podem
variar a depender da variedade de café — sendo encontrada em quantidade um
pouco maior no Arabica em relagdo ao Robusta -, do grau de torrefagdo, bem
como do meétodo de preparo do café (43). A trigonelina possui agéo
hipoglicemiante (12), neuroprotetora, estrogénica (funcionando de forma similar
a um fitoestrogeno), anti-bacteriana, inclusive com efeitos anticariogénicos,
porém seu efeito anticarcinogénico é controverso (43). Em roedores, foi
evidenciado que esse composto regula as principais enzimas envolvidas no
metabolismo de glicose e lipidios, com aumento da atividade da glicoquinase,
glicose-6-fossfatase e carnitina palmitoil transferase, e reducéo da atividade da
sintase de acidos graxos (12, 43). Além disso, foi observado que a trigonelina
protege roedores contra atrofia axonal e dendritica, de forma dose dependente,
em modelo de les&o induzida pela neurotoxina peptideo beta amiloide (43).

Os diterpenos, como o caveol e cafestol (41, 43) conferem o gosto
amargo ao café (43). A quantidade desse composto presente na bebida
depende do modo de preparo (41, 43). Assim, o café nao filtrado possui as
maiores quantidades de diterpenos, enquanto que o processo de filtragem
imediatamente antes de servir a bebida (41, 43) ou durante o processo de
fabricagdo do p6 de café soluvel (43) remove quase que completamente os
diterpenos (41, 43). O café espresso tem uma quantidade intermediaria,
provavelmente, por conta das menores por¢goes que sido servidas ou pelo
rapido contato da agua com o café (41, 43). A presenca de diterpenos tem sido
implicado na elevagao do colesterol sérico (41, 43). Em estudos in vitro, foi
observado que o cafestol poderia levar a aumento significativo da secregéo de
insulina (células de insulinoma) e também da captagdo de glicose (células
musculares esqueléticas), mesmo nas baixas concentra¢des presentes no café
filtrado (12). Ademais, os diterpenos possuem papel anticarcinogénico, na
medida que induzem enzimas relacionadas a desintoxicagéo e regulam as vias
de sinalizagcdo Nrf2/ARE (fator de transcri¢cao relacionado ao eritrocito nuclear 2
ligado ao elemento de resposta antioxidante), aumentando, assim, resposta

endogena contra processos oxidativos intracelulares (52).
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O café é uma das principais fontes dietéticas de melanoidinas. Sao
produtos de torrefacdo que podem ser considerados como fibra alimentar,
sendo n&o digeridos e, com isso, fermentados no intestino. A quantidade
desses compostos que chega ao intestino grosso € em torno de 0,5 a 2,0
gramas por dia, apos consumo moderado a intenso de café. Considerando que
a recomendacao diaria de ingestdo de fibra alimentar soluvel é de 10 gramas,
as melanoidinas poderiam contribuir significativamente para a melhor saude do
célon (43). Esses compostos podem também estar envolvidos em atividades
antioxidante e antimicrobiana por meio de quelacdo de metais (12, 43), anti-
cariogénica e de modulacgéo de flora coldénica, bem como melhora da motilidade
gastrointestinal (43).

Quadro 1. Efeito do consumo do café e de seus componentes sobre doengas.

Doenga Observacoes

Doengas neurolégicas

Doenca de Parkinson Redugéo do risco (42, 53-57)

Acao independente (observada apds ajuste para outros fatores
de risco)

Efeito dose-resposta
Associagao mais forte em homens vs mulheres
Efeito protetor superior do café cafeinado vs descafeinado

Papel protetor da cafeina

Aumento do risco (58, 59)

Mulheres no periodo pds-menopausa em terapia estrogénica

Doencga de Alzheimer Redugéo do risco (42, 60)
Efeito leve (42, 60, 61)
Efeito corroborado por estudos em modelos animais (62)

Antagonismo dos receptores de adenosina atenua dano
causado pela proteina beta-amiloide (61)

Possibilidade de contribuicdo da melhora da sensibilidade a
insulina em resposta ao consumo de café (61)

Redugéao do estresse oxidativo (60)

Doengas psiquiatricas

Transtorno de ansiedade | Efeito desfavoravel, porém, inconclusivo (63, 64)
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Transtorno de panico

Efeito desfavoravel, porém inconclusivo (64)

Depresséo Efeito desfavoravel, porém inconclusivo (64)
Efeito benéfico (65, 66)
Menor taxa de suicidio (67)
Possiveis mecanismos: modulagcdo dopaminérgica, colinérgica e
serotoninérgica (65, 66), efeitos antioxidantes e anti-
inflamatérios (66)

Comportamento Efeito desfavoravel, porém inconclusivo (64)

antissocial

Abuso de substancias

Efeito desfavoravel, porém inconclusivo (64)

Doencas cardiovasculares

Infarto do miocardio

Efeito desfavoravel da cafeina (47, 48)

Possiveis mecanismos: acgao inotropica positiva por inibicdo da
fosfodiesterase e por inibicdo dos receptores de adenosina;
aumento da liberagdo de catecolaminas; aumento da
concentragdo de calcio intracelular e da sensibilidade dos
miofilamentos ao célcio (48)

Fibrilagao atrial

Efeito protetor em consumidores habituais de café (68)

Possivel mecanismo: efeito anti-fibrotico na musculatura
cardiaca; efeitos adrenérgicos atenuados pelo consumo habitual
(68)

Arritmias cardiacas

Efeito neutro do consumo regular de café ou de doses
moderadas de cafeina (< 400 mg/d ou 5 xicaras/d) (42, 69-76)

Efeito arritmogénico de doses elevadas de cafeina (48)

Pressao arterial

Efeito agudo de aumentar a PA em consumidores n&o regulares
(77-79), sobretudo hipertensos (80) e idosos (81); efeito neutro
em consumidores regulares (42, 77, 79, 82, 83)

Efeito neutro do consumo crdnico de café descafeinado (42, 77)

Possiveis mecanismos: acdo da cafeina e outros componentes
(36); influéncia do perfil de metabolizagcéo da cafeina (84)

Acéao diurética

Efeito agudo de estimular a diurese em consumidores nao
regulares, porém nao em consumidores regulares (85)

Rigidez aodrtica

Efeito agudo em aumentar a rigidez adrtica, sinérgico com
tabagismo (86)

Perfil lipidico Efeito neutro do café filtrado e café descafeinado (87-90)
Efeito desfavoravel do café nao filtrado (42, 88-91): aumento do
colesterol LDL (88, 91) e ftriglicerideo (42) por agédo dos
diterpenos caveol e cafestol (92)

Mortalidade Reducéo de risco (42, 48)

cardiovascular

Doengas gastrointestinais

Constipacao intestinal

Efeito favoravel na constipacdo intestinal (93) por efeito
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estimulatério sobre a musculatura lisa (17)

Colelitiase Efeito redutor do risco (42, 94) por estimulagao da secregéo de
colecistoquinina, aumento da contratilidade da vesicula biliar e
redugdo da cristalizagdo do colesterol biliar e da formagéao de
espécies reativas de oxigénio (94)

Doenca hepatica | Reducgao do risco (94, 95)

gordurosa nao alcodlica

Protecéo contra fibrose e cirrose hepaticas (95, 96)
Confirmado por modelos animais e ensaios em células (95-97)

Possiveis mecanismos: efeito anti-fibrético (96), antioxidante
(96, 97), anti-inflamatério (95, 96, 98), aumento da expresséo de
PPARg (95, 97), inibigdo de receptores de adenosina (96),
melhora da sensibilidade insulinica (95, 98)

Doenca do refluxo
gastroesofagico

Efeito neutro (99)

Hepatite cronica

Efeito protetor (96, 97)

Melhora da atividade de sintese — albumina e fatores de
coagulagéao (97)

Reducgéo da progresséao de hepatite C crdnica (96-98)

Doencas
musculoesqueléticas

Osteoporose

Possivel redugdo da densidade mineral 6ssea € aumento do
risco de fraturas em mulheres (42, 100-104), acentuada por
baixa ingestédo de calcio (102, 104, 105)

Efeito neutro sobre o risco de fratura em homens (42)

Efeitos dependentes da cafeina, que promove aumento da
diurese e perda urinaria de calcio (102, 105), aumento da perda
cutanea e fecal de célcio (102) e redugédo da absorgéo intestinal
de calcio (102)

Comprometimento da ossificagao fetal e pés-natal em roedores
pela cafeina, por aumento da excrecgao urinaria e fecal de calcio
(102, 105)

Artrite reumatoide

Efeitos inconsistentes sobre o risco de artrite reumatoide (42,
106-108)

Gota

Efeito protetor do café cafeinado e descafeinado sobre
hiperuricemia e gota (109, 110)

Possivel efeito da cafeina e de outras xantinas em inibir
competitivamente a xantina oxidase (estudos in vitro e em
roedores, (110)

Efeito indireto, via melhora da sensibilidade a insulina (109, 110)

Doengas renais urinarias

Incontinéncia urinaria

Piora em curto prazo, dose-dependente (111-113)

Efeito mais acentuado em pacientes com sintomas relacionados
ao trato urinario inferior (113, 114) ou com hiperatividade do
detrusor (113)
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Possivelmente pelo efeito diurético da cafeina (111, 112) ou pelo
seu efeito de aumentar a velocidade de contracdo da
musculatura lisa da bexiga em raz&do do aumento da liberagao
intracelular de calcio (113)

Alteragoes
hidroeletroliticas

Efeito neutro em individuos saudaveis, a despeito do efeito
diurético da cafeina (112)

Desfechos obstétricos

Retardo de crescimento
fetal

Aumento do risco relacionado ao consumo elevado (>300 mg/d
de cafeina ou > 3 xicaras de café/dia vs baixo consumo) (115),
embora a redugédo do consumo nao tenha reduzido a frequéncia
de baixo peso ao nascer (116)

Antagonismo do receptor de adenosina pela cafeina e
comprometimento da regulagéo do fluxo sanguineo fetal durante
hipoxia (115)

Inibicdo de fosfodiesterases pela cafeina e vasoconstricao
placentaria (115, 116)

Prematuridade

Aumento do risco de partos prematuros no segundo trimestre,
mas ndo no terceiro (>300 mg/d de cafeina ou > 3 xicaras de
café/dia vs baixo consumo) (117), embora a redugdo do
consumo nao tenha reduzido a frequéncia de baixo peso ao
nascer (116)

Perda gestacional

Aumento do risco (>300 mg/d de cafeina ou > 3 xicaras de
café/dia vs baixo consumo) (118)

Teratogenicidade

Estudos observacionais sugerem efeito neutro (119, 120),
embora uma metanalise de 12 estudos caso-controle tenha
evidenciado maior risco de leucemia linfoide aguda e leucemia
mieléide aguda em criangas cujas maes ingeriram maior
quantidade de café e bebidas contendo cafeina (121)

Preocupagdo com teratogenicidade decorrente do efeito da
cafeina em promover redugédo do fluxo sanguineo placentario
(115, 116) e de sua incorporagdo a molécula de DNA durante a
mitose, em razdo da semelhanga estrutural com adenina e
guanina (118)

Cancer

Cancer de mama

Efeito inconsistente entre diferentes estudos (122-125)

Plausibilidade biolégica do efeito protetor decorrente (i) do efeito
da cafeina em promover a metabolizacdo preferencial do
estrogénio em metabdlito menos potente (122), (ii) da presenga
de fitoestrogénios no café, que atuam como agonistas mais
fracos e competitivos do receptor estrogénico (122, 125) e (iii)
do efeito do café em aumentar a SHBG, reduzindo a
concentracao de estrogénio biodisponivel (122, 125)

Cancer de endométrio

Efeito inconsistente entre diferentes estudos (126), embora haja
alguns indicios de efeito protetor discreto (126, 127), dose-
dependente (127)

Plausibilidade bioldgica do efeito protetor decorrente do efeito do
café sobre o metabolismo dos esteroides sexuais, aumento da
concentragcdo de SHBG e redugdo de esteroides sexuais
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biodisponiveis (126, 127)

Cancer de ovario Efeito neutro (128)

Cancer de pulmao Aumento do risco associado ao consumo de café cafeinado,
porém anadlise estratificada para tabagismo indicou associagéo
inversa limitrofe entre ndo fumantes (129)

Redugéo do risco associada ao consumo de café descafeinado
(129)

Cancer do trato digestivo | Redugéo do risco de cancer orofaringeo e hepatico associado
ao consumo habitual de café (130-132)

Reducdo do risco de carcinoma hepatocelular decorrente do
consumo do café vs nenhum consumo (131)

Efeito inconsistente sobre o risco de carcinoma colorretal (133)

Plausibilidade biolégica decorrente de (i) compostos com agao
antioxidante/anticarcinogénica (acidos clorogénicos,
melanoidinas e diterpenos) (130, 131); (i) modulacdo da
atividade de enzimas hepaticas (no caso do hepatocarcinoma)
(131, 132); (iii) reducao da resisténcia a insulina (131, 132)

Cancer de bexiga Aumento de risco associado ao consumo de café (134, 135),
sem caracteristica dose-resposta (135)

Cancer de prostata Redugéo dose-dependente do risco (136, 137)

Possiveis mecanismos: melhora da resisténcia a insulina, efeitos
anti-inflamatérios e anti-oxidantes, aumento da SHBG e
alteragéo da concentragéo sérica de esteroides sexuais (137)

PPARg: receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais; SHBG:

globulina ligadora de esteroides sexuais.

2.1.2 Efeito do consumo de café sobre a sensibilidade a insulina

O consumo de café em longo prazo € associado a melhora da
sensibilidade a insulina e da glicemia pds-prandial em varios estudos
prospectivos de longo prazo (138-144), enquanto que em estudos onde foi
avaliada a ingestdo aguda de café ou cafeina foi demonstrada piora da
sensibilidade a insulina e aumento da glicemia (145-148) em individuos
saudaveis e em individuos com diabetes (143, 148).

Os efeitos agudos da cafeina seriam mediados por 3 mecanismos
principais: (i) aumento de catecolaminas, principalmente da epinefrina (22, 144-
148), (ii) aumento dos acidos graxos livres (145, 146, 148) e (iii)) antagonismo

aos receptores de adenosina A1 (22, 144, 147). A epinefrina promoveria efeitos
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contra-regulatérios no metabolismo de glicose (147), como aumento da
producdo hepatica de glicose e inibigdo da captacdo de glicose pelos
adipdcitos e tecido muscular esquelético (146). Esta ultima agdo também seria
consequéncia do bloqueio dos receptores de adenosina (147). Todos esses
mecanismos levariam a piora da resisténcia a insulina desencadeada pelo
efeito agudo da cafeina (22, 144-148). Além disso, ha maior producdo de
acidos graxos livres, como consequéncia da lipdlise mediada por epinefrina e
pelo antagonismo dos receptores de adenosina, pois uma das fungdes da
adenosina é a supressao da lipolise (146). Os acidos graxos livres, por sua vez,
também reduzem a captagao hepatica e periférica de glicose, correlacionando-
se negativamente com a sensibilidade a insulina (145, 146).

O uso crbénico de cafeina pode resultar na atenuagcdo dos efeitos
presséricos e humorais associados ao consumo agudo (144, 146),
provavelmente pela regulagcdo negativa dos receptores de adenosina (146), ou
seja, decorrente do desenvolvimento de tolerancia a esses efeitos agudos (138,
141, 143, 144, 146). Com isso, pode-se esperar melhora da sensibilidade a
insulina com o uso crénico da cafeina (144, 146). Entretanto, o surgimento de
tolerancia despende da meia-vida de eliminacdo da cafeina, podendo néo se

desenvolver em individuos com meia-vida de eliminagdo mais curta (146).

Como foi observado nos estudos prospectivos que tanto o café
cafeinado, como o café descafeinado, trazem beneficio ao metabolismo
glicidico, reduzindo o risco de DM2 (141, 142, 144, 148), é provavel que outro
componente do café, que ndo a cafeina, seja responsavel por estes efeitos
benéficos (141, 142, 148).

Os acidos clorogénicos, por sua agao antioxidante (138, 140, 142-144,
149), podem promover redugdo do estresse oxidativo nas células beta
pancreaticas (11, 142) e melhora da sensibilidade a insulinica periférica (12,
138, 139, 142-144). Estes importantes compostos fendlicos podem favorecer a
captacdo de glicose pelos tecidos periféricos, via ativacdo de GLUT4
(transportador de glicose tipo 4) (11) e / ou receptor de insulina (11, 12) e, com
isso, melhorar a sensibilidade insulinica (11, 12). Além disso, os acidos
clorogénicos podem retardar a absorcao intestinal de glicose (11, 12, 141, 142,
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149), por meio de inibigdo da a-amilase salivar e pancreatica (12), redugao da
acao da a-glicosidase intestinal (11, 12) e do transporte de glicose dependente
de sodio na borda em escova intestinal (22). Outras fungdes destes compostos
fendlicos s&o apresentadas em diferentes revisbes da literatura, como em
Pereira e cols (142), Williams e cols (149), Zhang e cols (150), Ding e cols
(22), Hamid Akash e cols (11), Santos e cols (12). Entre estas fungdes, pode-se
citar a diminuicdo da atividade da glicose-6-fosfatase hepatica, o que reduz a
producdo hepatica de glicose (11, 12, 22, 142), e a regulagdo da concentragéo
dos hormonios incretinicos, como o GIP e o GLP-1, ambos secretados em
resposta a absorgdo de glicose. Por alguns destes mecanismos, os acidos
clorogénicos reduziriam a taxa de absorcgé&o intestinal de glicose, deslocando-a
para regides mais distais do trato gastrointestinal (11, 12, 142, 149, 150). Por
todos os mecanismos descritos anteriormente, os compostos fendlicos podem
diminuir a concentragdo de glicose em jejum, de glicose pos-prandial e
melhorar o metabolismo glicidico (142, 149). Em relagdo ao metabolismo
lipidico, os acidos clorogénicos podem levar a aumento da oxidag&do de acidos
graxos, por meio de regulacdo positiva do PPAR-q, e a redugao da sintese de
acidos graxos, por meio de inibicdo das enzimas hepaticas HMGCo-A redutase
e FAS (31).

Outros componentes do café, como o magnésio (22, 139, 143, 144,
151), o potassio (144), a niacina (144), a trigonelina (22, 141), a lignana (22,
141, 151), o acido quinico (22, 141) s&o implicados na melhora do perfil
glicidico e sensibilidade insulinica. O magnésio é um cofator essencial para
multiplas reagbes enzimaticas envolvidas no metabolismo da glicose, com

melhora da sensibilidade a insulina (32, 152).

Apesar dos efeitos agudos da cafeina em promover piora da
sensibilidade a insulina, ha evidéncias sugestivas de que a cafeina, juntamente
com outros componentes do café, poderia estar envolvida na redugao de risco
de DM2 (142, 143, 153). A cafeina pode levar ao aumento do gasto energético
basal e da termogénese, a estimulagdo da oxidagdo de gordura, a mobilizagéo
de glicogénio muscular e a aumento da lipdlise dos tecidos periféricos. (11,
143, 144). Desta forma, promoveria redu¢gdo ou manutengao do peso corporal,
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que esta diretamente associado a redugéo do risco de DM2 (144). Em estudos
com roedores, foi observado que a cafeina, em curto prazo, aumenta a
fosforilagdo da AMPK (5’ proteina quinase adenosina monofosfato ativada) nos
musculos esqueléticos dos animais, sendo que essa ativacdo desencadeia o
transporte de glicose independentemente de insulina (154). Outro estudo
demonstrou que o consumo de cafeina, em longo prazo, induz a expressao do
IRS-2 (substrato 2 do receptor de insulina), que potencializa a cascata de
sinalizacdo de insulina / IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina 1)
em ilhotas pancreaticas, levando a melhora da sensibilidade a insulina, bem
como da funcéo das células beta pancreaticas em roedores diabéticos (155).

Os componentes do café, como os acidos clorogénicos, caveol, cafestol,
e a trigonelina, possuem fortes propriedades anti-inflamatoérias (11, 156-158).
Foi demonstrado, em estudos envolvendo animais e humanos, que o consumo
habitual de café pode reduzir significativamente os niveis de biomarcadores
pré-inflamatérios, como IL-1B, IL-6, TNF-a, PCR (proteina C reativa) (159),
MCP-1, VCAM-1, ELAM-1, IL-18, fetuina-A (126), IL-18, 8- isoprostano (160).
Da mesma forma, a ingestdo regular de café também aumentou
significativamente os niveis de varios biomarcadores anti-inflamatérios, como a
adiponectina (40, 149), IL-4 e IL-10 (11). A adiponectina € o peptideo mais
abundantemente secretado pelos adipdcitos e esta associada a maior oxidagao
hepatica de acidos graxos e captagdo de glicose muscular. A concentragéo
sérica de adiponectina esta inversamente relacionada a massa gorda e a
intensidade da resisténcia a insulina (161). Sabe-se que o estado de
inflamagéo subclinica esta associado a aumento da resisténcia a insulina e,
consequentemente, ao risco de DM2 (40). A glicolipotoxicidade envolvida na
fisiopatogenia do DM2 induz inflamagdo por meio de ativagdo de vias de
sinalizagao pro-inflamatorias, como a do fator nuclear kappa B (NF-kB). Os
acidos clorogénicos poderiam atuar via inibicdo do NF-kB para interromper este
processo inflamatorio (11). Em uma reviséo sistematica da literatura de estudos
clinicos, foi evidenciado que o consumo de café - que variou entre 6 a 83,33
gramas de café por dia, com duracao entre 2 a 20 semanas - estava associado
ao aumento de adiponectina, bem como, com a reducgao de fetuina-A, IL-18, 8-

isoprostano (40). Adicionalmente, foi observado que a ingestdo habitual de café
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bloqueia a ativacdo desses marcadores proé-inflamatoérios, enquanto os niveis
de marcadores anti-inflamatérios aumentam significativamente, reforgcando os

efeitos protetores do consumo de café no DM2 (11).

A inflamagdo subclinica, bem como a resisténcia a insulina,
correlacionam-se com a sindrome metabdlica (SM), em que estdo presentes
outras doengas crbnicas além do DMZ2, como hipertensdo arterial (HAS),
dislipidemia (DLP), e obesidade. Em uma metanalise publicada em 2015, foi
observado associagéo inversa entre o consumo de café e a SM (24). Neste
contexto, é possivel que os efeitos benéficos dos polifendis na prevencido de
doencas crbnicas possam ocorrer devido a sua capacidade de melhorar a
funcdo endotelial e de suprimir a expressdo de citoquinas pro-inflamatorias
pelas células endoteliais vasculares, com a consequente regulagdo de
moléculas de adesao e de mondcitos (24).

O café cafeinado pode aumentar a concentragao plasmatica de SHBG
(12, 162), resultando ndo apenas em regulagdo das agdes bioldgicas dos
hormonios sexuais, como testosterona e estradiol, mas também promovendo

efeitos metabdlicos diretos na homeostase glicémica (12, 162, 163).

Tendo em vista todos esses possiveis mecanismos, o consumo de café
cafeinado e descafeinado vem sendo associado a reducdo de risco de DM2, de
forma dose-dependente (22, 151, 153, 164).

2.1.3 Efeito do consumo do café sobre a mortalidade

A maioria dos estudos observacionais evidenciou que a ingestdo de café
esta associada a menor risco de mortalidade por todas as causas (2, 5, 42,
165-169). A maior reducdo de risco relativo ocorreu com o consumo de 3
xicaras por/dia, em comparagdao ao nao consumo, em relacido dose-resposta
nao linear e sem diferengca apds estratificagdo por sexo (42). O mesmo foi
observado em relacdo ao café descafeinado (42). Além disso, a maior parte
dos estudos observacionais encontrou uma relacio inversa entre consumo de

café e mortalidade por causas cardiovasculares (5, 42, 165, 168, 169),
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resultado observado em diferentes grupos raciais e étnicos (168, 169). A
reducao de risco relativo também foi observada com a ingestao de 3 xicaras de
café/ dia (42). Um dos maiores estudos que avaliou a associagao entre o
consumo de café e a mortalidade por todas as causas e a mortalidade
especifica em 229.119 homens saudaveis e 173.141 mulheres saudaveis
evidenciou associagdo inversa significativa entre o consumo de café e a
mortalidade por todas as causas e mortalidade cardiovascular, apos ajuste

para tabagismo e outros potenciais fatores confundidores (5).

Outros estudos, contudo, encontraram resultados diferentes (170, 171).
Em um estudo, o café cafeinado ndo foi associado a qualquer causa de
mortalidade ou a mortalidade cardiovascular em mulheres com doenca
cardiovascular estabelecida (170). Em outro estudo, o consumo de mais de 4
xicaras de café por dia foi associado a aumento da mortalidade geral em
homens, bem como em homens e mulheres com menos de 55 anos, porém
nao houve diferenga significativa em relagdo a mortalidade por causas

cardiovasculares tanto em homens quanto em mulheres (171).

O foco do presente estudo foi investigar o efeito de diferentes
preparacgdes de café sobre fatores que influenciam a homeostase da glicose,
como forma de explorar os possiveis mecanismos que explicam a observacgao

de que o café reduz o risco de desenvolvimento de DM (Diabetes Mellitus).

2.2 DIABETES MELLITUS
2.2.1 Epidemiologia

O DM consiste em um disturbio metabdlico definido por hiperglicemia
persistente, causado por deficiéncia na producao de insulina e/ou resisténcia a
sua agao, levando a complicagdes crdnicas micro e macrovasculares em longo
prazo (26).

E um importante problema de satde publica mundial, em virtude de sua

prevaléncia crescente em todos os paises, bem como por sua elevada
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morbimortalidade (26, 30). Segundo a Federagado Internacional de Diabetes
(IDF), o numero de pessoas com esse diagnostico estda em torno de 425
milhdes (172). Estima-se que esse numero aumente para 642 milhdes de
pessoas em 2040 (26). Os paises em desenvolvimento detém 75% dos casos
de DM atualmente e, provavelmente, sdo os locais onde sera registrado o
maior aumento do numero de casos nas proximas décadas. Esse aumento de
prevaléncia ocorre por conta da urbanizagdo, maior expectativa de vida,
envelhecimento da populacado, erros alimentares e estilo de vida sedentario,
com consequente obesidade (26, 30).

Os diabéticos possuem maior risco de complicagdes crbnicas, como
infarto agudo do miocardio (IAM), acidente vascular isquémico (AVC), cegueira,
insuficiéncia renal e amputagdes ndo traumaticas de membros inferiores (26,
30, 151). Além disso, ha maiores taxas de hospitalizagdo, incluindo maior
duragdo para o mesmo problema de saude e de utilizacdo de servigos de
saude, gerando grandes custos econdmicos, sociais e de saude. O custo com
casos de DM da maioria dos paises é de 5-20% do seu gasto total com saude
(26).

2.2.2 Classificacao do diabetes mellitus

O DM é classificado de acordo com sua etiologia em (i) DM1, (ii)) DM2,
(iii) diabetes gestacional (DMG) e (iv) outras formas de DM (173), conforme
apresentado no Quadro 2.

O DM1 corresponde a 5-10 % dos casos de DM e é subdividido em DM
1A e DM 1B. O DM 1A é caracterizado pela destruicdo autoimune das células
beta pancreaticas, levando a deficiéncia absoluta de insulina (26, 174).

O DM2 corresponde a 90 a 95% de todos os casos de DM. E uma
doenga de etiologia ndo totalmente esclarecida (26, 173), em que varios genes
estdo envolvidos, com forte predisposicdo familiar e contribuicdo significativa
de fatores ambientais, como a obesidade (26, 173, 174). Acomete sujeitos a
partir da quarta década de vida, apesar de que com o aumento mundial da
incidéncia da obesidade criangas e adolescentes também estdo sendo

acometidos (26). Assim, 80-90% dos pacientes com DM2 apresentam
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sobrepeso ou obesidade, além de outros componentes da sindrome metabdlica
(26, 173). De forma geral, sua fisiopatologia € marcada por resisténcia dos
tecidos periféricos a agdo da insulina (26, 173, 174), aumento da produgao
hepatica de (glicose, disfungdo incretinica, aumento de lipolise e
consequentemente de acidos graxos livres circulantes, aumento da reabsorgéo
renal de glicose (26) e graus variados de deficiéncia da secre¢cédo de insulina
pela célula 3 pancreatica (26, 173, 174).

Quadro 2. Classificagao do diabetes Mellitus

CLASSIFICACAO DIABETES MELLITUS

DIABETES MELLITUS TIPO 1A E 1B

DIABETES MELLITUS TIPO 2

DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

OUTROS TIPOS ESPECIFICOS:

DEFEITOS GENETICOS NA FUNGCAO DA CELULA B

DEFEITOS GENETICOS NA ACAO DA INSULINA

DOENCAS DO PANCREAS EXOCRINO

ENDOCRINOPATIAS

DIABETES INDUZIDO POR MEDICAMENTOS OU SUBSTANCIAS QUIMICAS

INFECCOES

FORMAS INCOMUNS DE DIABETES AUTO-IMUNE

SINDROMES GENETICAS ASSOCIADAS AO DIABETES

2.2.3 Fisiopatologia do diabetes mellitus tipo 2

A resisténcia a insulina muscular e hepatica, em conjunto com a
disfungdo de células B pancreaticas, representa os defeitos fisiopatologicos
centrais no DM2 (175-177). Além do musculo esquelético, figado e células 3
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pancreaticas, a ceélula adiposa (lipolise acelerada), o trato gastrointestinal
(disfuncdo incretinica), a célula alfa pancreatica (hiperglucagonemia), o rim
(aumento da reabsor¢cdo de glicose) e cérebro (resisténcia a insulina)
desempenham importante papel no desenvolvimento de intolerancia a
glicose(175).

Na histéria natural do DM2, ha a predisposi¢cdo genética que torna os
tecidos corporais resistente a acdo da insulina, bem como leva a disfuncido de
célula B pancreaticas (175, 177, 178). A obesidade e o sedentarismo também
estdo relacionados a resisténcia a insulina e, juntamente com a carga genética,
podem promover disfuncdo das células [ pancreaticas (175, 176, 178).
Enquanto as células B pancreaticas forem capazes de aumentar a secrecéo de
insulina para compensar a resisténcia a insulina dos tecidos periféricos, n&o
havera disglicemia (175, 176, 178). Entretanto, provavelmente por conta de um
componente genético do envelhecimento, ocorre a disfungdo das células beta,
ocasionando elevagao da glicemia (175, 176, 178). O declinio da toleréncia a
glicose esta associado com uma diminuigdo acentuada da secregao de insulina
sem maiores alteragdes da sensibilidade a insulina (175, 178). Assim, apesar
das contribuicbes da resisténcia a insulina e da disfungdo das células [
pancreaticas no aparecimento do DM2, o inicio e o ritmo de disfuncéo de célula
B € que determina a taxa de progressao da hiperglicemia (175, 176, 178).

A disfuncio das células B pancreaticas ocorre precocemente e de forma
grave na patogenia do DM2, diferentemente do que se pensava anteriormente
(175, 178). A medida que a tolerAncia a glicose fica minimamente
comprometida, a secregéo de insulina nos primeiros 30 minutos de alimentacéo
(primeira fase) torna-se acentuadamente atenuada, resultando em elevagéo
pos-prandial da glicemia, o que representa a definigédo fisiologica de tolerancia
oral a glicose diminuida (IGT). A hiperglicemia pos-prandial, por sua vez,
determina hiperinsulinemia apos os primeiros 30 minutos (segunda fase), como
uma resposta compensatoria (178). Estudos demonstraram que no estagio de
IGT os individuos possuem grau de resisténcia a insulina maximo ou quase
maximo e ja perderam mais de 80% da fungéo das células beta (175), além de
aproximadamente 50% do volume das mesmas (175, 178). Desta maneira,

tanto a resisténcia a insulina como a disfuncao de células [ pancreaticas se
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desenvolvem precocemente, quando ainda ha normoglicemia, sendo
igualmente importantes na patogenia do DM2 (177, 178).

Varios fatores contribuem para a disfuncdo de célula B pancreaticas,
incluindo a idade, genética, resisténcia a insulina, glicolipotoxidade,
hipersecrecdo de compostos amiloides, alteragdo dos horménios incretinicos,
(175) além de biossintese de pro-insulina prejudicada (178).

O avancar da idade esta comprovadamente associado a progressiva
disfungéo de células B pancreaticas, bem como existem fortes evidéncias para
uma base genética associada a disfungdo das células B em parentes de
primeiro grau de diabéticos tipo 2 e em gémeos monozigéticos (175-177).
Histéria familiar positiva confere um aumento de 2 a 4 vezes do risco de
desenvolver DM2, sendo que 15 a 25% dos parentes de primeiro grau de
pacientes com DM2 desenvolvem intolerancia a glicose ou DM2 (176).

Alguns genes vém sendo relacionados a disfuncdo de célula B
pancreaticas; entre estes, o mais importante parece ser o fator de transcricao
TCF7L2 (175, 177). Foi demonstrado que o alelo T do polimorfismo de
nucleotideo unico rs7903146 do gene TCF7L2 esta associado a alteragdes na
secregao de insulina in vivo e reducdo da responsividade ao GLP-1. Além
disso, este gene codifica o fator de transcrigdo envolvido na sinalizagdo do
Wnt, o qual desempenha fungdo importante na regulagcdo e proliferacdo da
célula B, como também na secrecgéo de insulina (175). Outros fatores genéticos
associados ao risco de DM2 séo o polimorfismo Pro12Ala do receptor ativador
por proliferador de peroxissoma y (PPAR gama) (176, 177), os genes ABCC8 e
KCNJ11, que codificam o SUR1/Kir6.2 (receptor de sulfonilureia-1/canal de
potassio 6.2), respectivamente, envolvidos na secrecéo de insulina (176, 177),
e variantes genéticas do gene que codifica a calpaina-10 (176-178).

A resisténcia a insulina, ao provocar uma demanda excessiva da célula
B pancreatica no sentido de aumentar a produgcdo de insulina, também
promove disfungdo progressiva da mesma, porém 0sS mecanisSmos precisos
envolvidos nessa disfung&o ainda n&o estao esclarecidos (175).

A hiperglicemia favorece a produgcdo de grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio nas células [ pancreaticas, com subsequente

dano aos componentes celulares. Além disso, na presenca de excesso de
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glicose, a oxidagdo de acidos graxos livres nas células 3 é inibida e ocorre
acumulo de acil coenzima A de cadeia longa, que promove reducédo da
secrecdo de insulina (175, 176). Assim, uma das explicagbes possiveis para a
disfungdo das células B esta no fato de que tanto a hiperglicemia crénica,
quanto o excesso de acido graxos livres, promovem glicotoxicidade e
lipotoxicidade, respectivamente (175-178).

Da mesma forma, a hipersecrecdo do polipeptideo amiloide da ilhota
(IAPP), que é co-secretado em uma relagdo de um-para-um com insulina, pode
levar a disfungdo progressiva da célula B. Isso ocorre pela deposigao de
amiloide no pancreas, composto associado a toxidade tecidual. Inicialmente ha
hiperinsulinemia na patogenia do DM2, porém insuficiente para compensar a
resisténcia a insulina. Essa insuficiéncia caracteriza a deficiéncia secretoéria de
célula B pancreatica, mas € suficiente para resultar no efeito toxico do
polipeptideo amiloide (175, 176, 178).

Os horménios incretinicos, GLP-1 e GIP, possuem um importante papel
na disfungdo progressiva de célula B (175), pois eles s&o responsaveis por até
75% do estimulo a secregdo de insulina apos a ingestéo oral de glicose (38).
No DM2, a secregdo de GLP-1 pelas células L do intestino delgado distal &
deficiente, enquanto que a secrecdo de GIP pelas células K do intestino
delgado proximal estda pouco aumentada, por conta de uma provavel
resisténcia a agdo do GIP no estimulo a secregdo de insulina pela célula 3
pancreatica (175). Com isso, a atividade insulinotrépica do GIP esta bastante
comprometida (38). Ambas as alteragbes incretinicas  ocorrem
progressivamente durante a histéria natural do DM2, ou seja, essas alteragdes
ja estéo presentes em estagios iniciais de intolerancia a glicose (175).

Além disso, a biossintese de pro-insulina estaria prejudicada, pois dados
da literatura sustentam que a hiperglicemia poderia dificultar a transcricao da
pro-insulina (178). A clivagem da pro-insulina origina a insulina e o peptideo C,
sendo que o peptideo C € uma das medidas de funcido secretoria da célula
beta (30).

Os fatores envolvidos na resisténcia a insulina em jejum sao diferentes
daqueles relacionados a resisténcia no estado pos-prandial (175, 178). Em

decorréncia da resisténcia a insulina, ha produgcdo exagerada de glicose
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hepatica em jejum, apesar da hiperinsulinemia de jejum. Além disso, por n&o
haver resposta adequada a insulina no estado pods-prandial, a producao
hepatica de glicose n&o é suprimida (175, 176, 178). Em conjunto com a
resisténcia insulinica hepatica, ha outros fatores que contribuem para o
excesso de produgao hepatica de glicose, entre eles: o aumento do glucagon
sérico, bem como elevagdo da sensibilidade hepatica ao glucagon;
lipotoxicidade hepatica, levando a uma maior expressao da carboxiquinase de
fosfoenolpiruvato e piruvato carboxilase, enzimas limitantes da gliconeogénese;
e glicotoxicidade, levando a maior expressao de glicose-6-fosfatase, enzima
limitante na producao hepatica de glicose (175).

A captacédo de glicose muscular representa 85-90% do total de captagéo
de glicose corporal. Assim, em decorréncia da resisténcia insulinica muscular,
ha um prejuizo importante da captagdo de glicose apdés a ingestdo de
carboidrato, resultando em hiperglicemia pos-prandial (175, 178). Foi
documentada a presenca de lesdes intramiocelulares, defeitos na agdo da
insulina, incluindo transporte e fosforilagdo deficiente de glicose, reducdo da
sintese de glicogénio muscular e da oxidagédo de glicose. Entretanto, defeitos
mais proximais de transdugdo do sinal de insulina desempenham maior
importancia na resisténcia a insulina muscular (175, 178).

A transdugao do sinal de insulina também se encontra prejudicada nos
individuos DM2, o que é caracterizado por perda de sua capacidade de
fosforilar em tirosina o receptor de insulina e o substrato do receptor de
insulina-1 (IRS -1) (175, 176, 178). Isso ocorre, entre outros aspectos, pela
acao de fofatases celulares que desfosforilam os residuos de tirosina do
receptor de insulina e do IRS-1 (176). Além disso, ocorre fosforilagdo em
residuos de serina e treonina ao invés de fosforilagdo em residuos de tirosina
(176, 178). Esse defeito da sinalizagdo de insulina leva a diminuicdo do
transporte de glicose celular, causando hiperglicemia (175, 176, 178), além de
reduzir a liberacdo de o6xido nitrico, com consequente disfuncdo endotelial
(175). A ativacdo da via MAP quinase (proteino-quinases ativadas por
mitdgenos), por sua vez, a qual retém sua sensibilidade a insulina, leva a
aumento de sinais intracelulares envolvidos na inflamacao, proliferagao celular

e aterosclerose. Isso, em parte, explica a forte associagao entre a resisténcia a
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insulina e a doenga cardiovascular aterosclerética em individuos nao
diabéticos, bem como em individuos diabéticos tipo 2 (175).

Em resumo, a secregéo prejudicada de insulina, associada a redugéo da
captacdo de glicose muscular e hepatica, bem como o aumento da produgéo
hepatica de glicose, contribuem para a intolerancia a glicose e DM2 (175, 176).

O tecido adiposo participa, conjuntamente com células 3 pancreaticas,
figado e musculo esquelético, na patogénese do DM2 (175, 176). Os
adipdcitos, sobretudo localizados em depdsitos viscerais, sdo resistentes a
acao antilipolitica da insulina, o que promove elevagido da concentragcio
circulante dos acidos graxos livres (AGL). A elevagao crénica de AGL, por sua
vez, estimula a gliconeogénese hepatica, induz resisténcia insulinica hepatica e
muscular (175-177), além de prejudicar a secreg¢ao de insulina, ou seja, geram
lipotoxicidade pancreatica, hepatica e muscular. Associado a isso, 0s
adipdcitos resistentes a insulina sao incapazes de estocar o excesso de
gordura. Assim, esse conteudo lipidico extravasa para os outros tecidos
corporais, como figado, musculo, e células B pancreaticas, levando também a
resisténcia a insulina hepatica e muscular (175, 176). Outra contribuicdo
importante do tecido adiposo disfuncional na fisiopatologia do DM2 seria pela
produgdo em excesso de adipocitoquinas inflamatérias, que aumentam a
resisténcia insulinica (175, 177, 178), como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF alfa), resistina (176-178), interleucina-6 (IL-6) (176, 177), proteina C
reativa (PCR) e inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1) (177). O TNF
alfa reduz a sinalizacdo da insulina por favorecer a lipdlise adipocitaria e por
efeitos diretos no receptor de insulina; a IL-6 aumenta a expressao das
proteinas SOCS (membros supressores de sinalizagdo de citoquinas) que
degradam o IRS (176) e a resistina estaria envolvida na inativagdo da AMP
quinase, favorecendo a gliconeogénese hepatica (178). Da mesma forma, os
adipocitos  disfuncionais reduzem a producdo de adipocitoquinas
sensibilizadoras de insulina, como a adiponectina (175-178). A adiponectina
atua via AMP quinase na supressdo da gliconeogénese hepatica, no aumento
da captacdo de glicose muscular, na oxidagdo de AGL e inibicdo da lipdlise
(176, 177). Foi observado que a infusdo lipidica causou inibigdo da fosforilagéo

dos residuos de tirosina do receptor de insulina muscular e do IRS-1, além de
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reducdo da atividade da Pl 3-quinase e da Akt, moléculas envolvidas na
sinalizagao de insulina e transporte celular de glicose (175). Os AGL, ainda,
ativam quinases celulares, incluindo isoformas atipicas da proteina C quinase,
que levam ao aumento de diaglicerol e, por sua vez, ativam o inibidor de
quinases inflamatérias kB quinase (IKK) e c-jun quinase N-terminal,
aumentando a fosforilagdo em serina /treonina do IRS-1 e reduzindo, assim, a
fosforilagdo em tirosina e sinalizagdo do IRS-1 (176, 178). Os AGL
intracelulares sdo convertidos em triglicerideos e em metabdlitos toxicos, como
o acil coAs graxos, diaglicerol e ceramidas, que estdo associados a resisténcia
insulinica e prejuizo da sinalizag&o insulinica muscular (175)(138).

A disfungdo mitocondrial muscular e hepatica também contribui para
resisténcia a insulina (175-178). O acumulo muscular e hepatico de
triglicerideos e captacao deficiente de glicose, que caracterizam a resisténcia a
insulina do DM2, sdo desencadeados pela diminuicdo da oxidacdo de acidos
graxos e da produgédo de ATP pela mitocdndria. Outro fato que sustenta esse
mecanismo é o achado de mais fibras musculares tipo 1B (tipo ndo oxidativo)
em individuos com DM2, além de um numero reduzido de mitocéndrias
musculares (176, 178).

Um polimorfismo comum no ativador transcricional de genes que
regulam a biogénese mitocondrial, o coativador 1 de PPARYy (proliferador de
peroxissoma ativado gama) (PGC-1), pode representar um mecanismo
genético para explicar os defeitos mitocondriais e, portanto, resisténcia a
insulina no DM2 (178). O PPARYy esta envolvido na oxidagdo de acidos graxos
mitocondriais e sintese de ATP e sua expressao deficiente leva a um defeito na
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, com consequente acumulo de lipidios
celulares (176). Todos esses achados fornecem suporte para o papel da
lipotoxicidade e resisténcia a insulina adipocitaria na patogénese do DM2 (175).

Outro mecanismo fisiopatologico no DM2 é a disfungdo do sistema
incretinico. Além desta limitar a funcdo das células B pancreaticas, como
mencionado anteriormente, o GLP-1 atua como um potente inibidor da
secrecdo de glucagon pela célula alfa pancreatica e como supressor da
producdo hepatica de glicose no estado pds-prandial. Assim, com a deficiéncia
de secrecdo de GLP-1 observada nos individuos com DM2, ha
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hiperglucagonemia e aumento da producdo hepatica de glicose, mesmo apos
uma refeicdo. Tanto a supressédo do glucagon como a elevagéo da insulinemia
sdo importantes para a supressao da producédo hepatica de glicose apos uma
refeicdo mista. Na patogénese do DM2, também ocorre elevagdo da
concentragéo sérica de glucagon em jejum, o que contribui para o aumento da
producdo hepatica de glicose em jejum, via gliconeogénese (175).

Outros 6rgaos envolvidos na fisiopatologia do DM2 s&o os rins. Noventa
por cento da glicose filtrada é reabsorvida pelo transportador SGLT2 no tubulo
contorcido proximal e os restantes dez por cento da glicose filtrada s&o
reabsorvidos pelo transportador SGLT1 no segmento reto do tubulo
descendente proximal. Desta maneira, os rins tendem a conservar a glicose
para atender, principalmente, as demandas cerebrais. No DMZ2, ha
superexpressao destes transportadores e, consequentemente, aumento da
capacidade renal de reabsorgao de glicose (175).

Finalizando, como acontece no figado, musculo esquelético, tecido
adiposo e pancreas, existe também resisténcia a insulina no tecido cerebral.
Apdés a ingestdo de glicose, os nucleos hipotalamicos ventromediais e
paraventriculares, que sao responsaveis pela regulacdo do apetite, s&o
inibidos. Porém, em estudo envolvendo avaliagdo cerebral por ressonancia
nuclear magnética, foi observado que em obesos resistentes a insulina, mas
normoglicémicos, a magnitude desta resposta inibitoria foi reduzida apds a
ingestédo de glicose. Nao é conhecido se esta resposta cerebral contribui ou é
consequéncia da resisténcia a insulina e ganho de peso (175).

2.2.4 Tratamento do DM2

A otimizacéo do estilo de vida é essencial para todos os pacientes com
DM2 e é direcionada a fatores de risco modificaveis, incluindo peso corporal,
atividade fisica, dieta, habitos de sono, apoio psicossocial e tabagismo (179-
181). Dependendo do paciente e do seu alvo glicémico, a modificagao do estilo
de vida pode ser a unica terapia necessaria ou vir associada a medidas
farmacoldgicas, apesar da recomendacgido atual de inicio de tratamento
farmacolégico com metformina na ocasido do diagndstico do DM2 (179).
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Em relagao a dieta, a distribuicdo de macronutrientes deve basear-se em
avaliacdo minuciosa dos padrbes alimentares, com base em preferéncias
individuais e metas metabdlicas (179, 180). A énfase deve ser em padrdes de
alimentagdo saudavel, com o consumo de vegetais, frutas, leguminosas,
laticinios com baixo teor de gordura, carnes magras, sementes e graos
integrais, substituindo gorduras saturadas por monoinsaturadas e poli-
insaturadas e evitando gorduras trans e acgucar refinado (179, 180). As
abordagens dietéticas com base na dieta do Mediterraneo para controle de
hipertensdo (DASH) e aquelas baseadas em plantas sdo exemplos de
alimentagao saudavel (180). A quantidade ideal de carboidratos a ser ingerida
por individuos diabéticos ndo € conhecida. Os resultados dos estudos que
avaliaram indice glicémico e carga glicémica foram mistos e inconclusivos
(180). O mesmo foi observado em relagdo a dieta com baixo ou muito baixo
teor de carboidrato (cetogénica); neste caso, porém, haveria beneficio somente
em curto prazo (3 a 4 meses) (180). Para individuos com DM e usuarios de
insulina em dose plena, seria interessante a contagem de carboidrato

objetivando o melhor controle glicémico (179, 180).

Nao ha também consenso na literatura sobre a quantidade ideal de
gordura alimentar a ser consumida por individuos diabéticos, embora o mais
importante seja a qualidade da gordura ingerida, ao invés da quantidade, no
intuito de melhora do perfil metabdlico e do risco cardiovascular (180). No
geral, seria uma ingestdo de gorduras entre 20-35% do total de calorias. Em
relagdo ao consumo de proteinas, ndo existem evidéncias de que o ajuste da
quantidade diaria da ingestdo desse macronutriente, além de 1-1,5 g/kg de
peso corporal por dia ou 15-20% do total de calorias, ira melhorar a saude de
individuos sem doenca renal diabética. E, neste caso especifico, o ideal seria
até 0,8 g/kg/peso (180).

O tratamento farmacoldgico é considerado na ocasido do diagnostico
(182). Se o paciente apresentar A1c < 7,0-7,5% na ocasido do diagnostico de
DM2 e grande motivagao no sentido de mudancga de estilo de vida, € possivel
tentativa de tratamento inicial somente com dieta e exercicios fisicos (179,

181). Quando, na ocasidao do diagnostico, a Alc estiver >7,5%, inicia-se de
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preferéncia a metformina, se ndo houver contraindicacdo. No caso de Alc >
8,5-9,0%, é sugerido o inicio de uma terapia medicamentosa combinada, com
ou sem insulina (179, 181). No entanto, metas menos rigorosas podem ser
consideradas para alguns grupos de pacientes, como idosos e/ou pacientes
com estado de saude deteriorado por comorbidades (179, 181). Em pacientes
sintomaticos (perda de peso, poliuria, polifagia, polidipsia) ou com hiperglicemia
grave (glicemia de jejum > 250 mg/dL, glicemia aleatéria > 300 mg/dL, A1c >
9,5%) ou com cetonuria, o tratamento ideal é a insulinoterapia (181). Aléem da
metformina, ha varios outros medicamentos orais e subcutaneos, bem como

varios tipos de insulinas aprovados para o uso em pacientes DM2 (Quadro 3).



Quadro 3. Anti-hiperglicemiantes utilizados no tratamento do DM2.

Classe Composto (s) Mecanismo de Efeitos farmacologicos | Vantagens Desvantagens Custo
acgao primarios
Biguanidas Metformina Ativa a AMP- | Producéo hepatica Extensa Efeitos adversos Baixo
quinase de glicose experiéncia comuns: gastrointestinais
(diarreia, dor abdominal
< ganho de peso etc.)
«<hipoglicemia Muito raro: acidose
Possivelmente, | lactica
evir;)tgs Cv Raro: deficiéncia de
(UKPDS) vitamina B12
Multiplas
contraindicagdes: IRC,
acidose, desidratacéo,
hipoxia etc.
Sulfonilureias Gliclazida MR Fechamento dos Secrecgéo (sem Extensa Hipoglicemia Baixo
i . canais de Katpna | producao) de insulina experiéncia P
Glimepirida membrana i 1 Peso
: : lasmatica das fiSco Veis efei
Glibenclamida p' microvascular Possiveis efeitos
L células 8 (UKPDS) adversos
Glipizida cardiovasculares
Clorpropamida
Meglitinidas Repaglinida Fechamento dos Secrecéao de insulina | Excursdes Hipoglicemia Moderado
lini N i canais de Katp na glicémicas poés- P
(glinidas) ateglinida membrana 1 Peso

plasmatica das

prandiais

| Baixo risco de

Uso antes de cada




49

células B hipoglicemia refeigédo
Tiazolidinedionas | Pioglitazona Ativam fator de 1 Sensibilidade a N&o induzem Edema Moderado
) transcrigao insulina hipoglicemia
(glitazonas) nuclear PPAR- - 1 Peso
Durabilidade do )
gama efeito 1 Risco de ICC e fraturas
hipoglicémico osseas
1 HDLc 1 Risco de céncer de
bexiga (?)
IE
| Eventos CV
(ProACTIVE)
Inibidores da Acarbose Inibem a alfa- | Absorcéao de Nao induzem Discreta | da A1c Moderado
alfa-glicosidase glicosidase intestinal de hipoglicemias ) ) o
intestinal carboidratos Efeitos gastrointestinais
| Excursdes A
glicémicas pos- (flatuléncia, diarréia)
prandiais
| Eventos CV
(STOP-NIDDM)
Inibidores da Vidagliptina Inibem atividade 1 secrec¢do de insulina | Ndo induzem Seguranga a longo prazo | Alto
DPP-4 o da DPP-4, (glicose-dependente) hipoglicemia. ainda nao estabelecida
Sitagliptina
Linagliofi 1 Concentracao | secrecgéo de Bem tolerados | Modesta da A1c
inagliptina pos-prandial de glucagon (glicose- | Excursdes Urticaria, angioedema
inti incretinas dependente xeu Icana, '
Saxagliptina P ) glicémicas pos- P tite (2
Alogliptina (GLP-1 e GIP) prandiais ancreatite (?)

1 Risco de internacao por
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ICC (saxagliptina)

Agonistas do Exenatida Ativam receptores | 1 secregao de insulina | Ndo induzem Efeitos adversos Muito alto
receptor de GLP- | | . de GLP-1 (glicose-dependente) hipoglicemia comuns: gastrointestinais
Liraglutida . S
1 | 50 d LE ~ (nauseas, vomitos,
. secregdo de xcursdes diarreia etc.
Exenatida LAR glucagon (glicose- glicémicas poés- )
Dulaglutida dependente) prandiais Pancreatite (?)
|Producao hepatica de | | Peso Hiperplasia de células C/
glicose i carcinoma medular de
o . I\Illt?lhoram perfil tireoide em animais
TSeq3|b|I|dade a lipidico e |PCR-as (liraglutida)
insulina .
3 Efeitos protetores Injetaveis
Lentificam o CV (?)
esvaziamento gastrico .
Potencial para
1 Saciedade melhora da
) funcdo/massa
| Apetite célula B
Gliflozinas Dapagliflozina Inibicdo do 1 Excregao real de N&o induzem | Modesta de A1c Alto
cotransportador 2 licose hipoglicemia
Canagliflozina de sédis e g Pog 1 Risco de ITU inferior e
; . Peso e PA infec¢des fungicas dos
Empagliflozina glicose: SGLT-2 l o 9
. genitais
lmortalidade CV
(empagliflozina)
Insulinas NPH humana Ativam receptores | 1 Utilizacao periférica Medicamentos Hipoglicemias: comum Variavel

de insulina

de glicose

mais potentes na |
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Regular humana |Producao hepatica de | de A1c 1 Peso
_ glicose . . o
Lispro, Aspart, | risco Efeitos mitogénicos (?)
Glulisina |Lipdlise microvascular o
(UKPDS) Serem injetaveis

Glargina (U-100
e U-300) Melhora do perfil
lipidico

“Estigma” (para os
pacientes)
Detemir

Pré-misturas:

(NPH + Regular;
Lipro bifasica;
Aspart bifasica
etc.)

Degludeca

IRC: insuficiéncia renal crdnica. Katp: canais de potassio ATP-sensiveis. TG: triglicerideos. ICC: insuficiéncia cardiaca. PCR-as: proteina C
reativa de alta sensibilidade. ITU: infecgdo do trato urinario. CV: cardiovascular. UKPDS: estudo prospectivo em diabetes do Reino Unido.
PROactive: ensaio clinico prospectivo duplo-cego randomizado que avaliou eventos macrovasculares em pacientes em uso de pioglitazona.
STOP-NIDDM (Diabetes Mellitus Nao Insulino-Dependente): estudo internacional sobre a eficacia do inibidor da alfa-glucosidase (acarbose)
para prevenir DM2 em uma populagdo com intolerancia a glicose.

Adaptado de Ruy Lyra ea. Tratamento Farmacolégico do Diabetes Melito Tipo 2. Endocrinologia Clinica. 6° ed. Rio de Janeiro: Vilar L.; 2016. p. 1667.(183)
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2.3 O SISTEMA INCRETINICO

2.3.1 Fisiologia

Efeito incretina ou incretinico refere-se a maior secrecdo de insulina
apos sobrecarga oral de glicose, em relagdo a resposta desencadeada pela
administragdo de quantidade igual de glicose por via endovenosa. O efeito
incretinico é promovido por dois principais horménios intestinais: GIP e GLP-1
(33-38). Esses hormoénios liberados pelas células enteroenddcrinas intestinais
em resposta a absorgcido de nutrientes sdo sinais enddcrinos para as ilhotas de
Langerhans no pancreas, aumentando a secregédo de insulina e modulando a
secrecdo de glucagon sempre que as concentragbes de glicose no plasma
estiverem acima de um valor limite de aproximadamente 66 mg/dL (38).

Em conjunto, os efeitos insulinotrépicos do GIP e do GLP-1 respondem
por até 25-70% do total de secregdo de insulina em resposta a ingestdo de
uma refeigdo ou de glicose em individuos saudaveis, a depender da quantidade
de glicose ingerida (35-38), sendo o GIP o incretinico mais potente (38). Dessa
forma, a contribuicdo fisioldgica dos incretinicos, em relagdo aos outros
estimulos para secregao de insulina, como a glicemia sérica e sinais neurais
advindos do sistema nervoso autdbnomo, é de importancia substancial para a

manutengao da homeostase da glicose (38).

O GIP é um peptideo de 42 aminoacidos produzido pelas células K
localizadas no intestino delgado proximal (duodeno e jejuno superior), sendo a
primeira incretina isolada da mucosa intestinal (33-38). A concentragao sérica
de GIP é baixa no jejum e se eleva em poucos minutos apos a ingestao de uma
refeicdo mista (33-35), atingindo pico em aproximadamente 1 hora, com retorno
a concentragao basal algumas horas apos a ingestdo (38). Assim, o principal
estimulo para a sua secregéo é a ingestdo alimentar (33-35). O GIP também foi
localizado no sistema nervoso central, onde poderia desempenhar papel no
controle de sobrevivéncia celular (33). O GIP é sintetizado como um pro6-
peptideo precursor (pr6-GIP), que € entdo clivado em GIP por processamento
pos-traducional (38). O GIP ativo (constituido pelos primeiros 42 aminoacidos e
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descrito como GIP 1-42) é rapidamente convertido em GIP bioinativo pela
clivagem dos dois primeiros aminoacidos (convertido em GIP 3-42), minutos
apos a secregédo, pela enzima dipeptidil peptidase-4 (DPP4). Dessa forma, o
GIP imunorreativo circulante representa uma mistura do GIP ativo (1-42) e do
GIP inativo (3—42) (33), sendo que o GIP biologicamente ativo e intacto
representa aproximadamente 40-60 % do total de GIP plasmatico (38).

O GLP-1 é um peptideo de 29 aminoacidos, produzido em células L
enteroendocrinas no jejuno distal, ileo, célon (33-35, 37) e reto (38). A secrecéo
de GLP-1 é estimulada por refeicdes mistas, contendo carboidratos, fibras
alimentares, triglicerideos, alguns aminoacidos, bem como proteinas, sendo
estas ultimas um estimulo fraco (36-38). A secregao de GLP-1 ocorre em
padrao bifasico e é resultado do estimulo das células L do intestino distal pelo
contato direto com os nutrientes. A primeira fase ocorre entre 10 e 15 minutos
apos a ingestao oral e a segunda fase ocorre entre 30 e 60 minutos apds a
ingestéo (36, 37). Como a maioria das células L esta localizada na regi&o distal
do intestino delgado, a primeira fase de secregcdo parece ser mediada por
neurotransmissores (como acetilcolina) e pelo nervo vago, além de fatores
endocrinos ndo totalmente conhecidos (como peptideo liberador de gastrina),
ao invés de estimulagcdo direta das células L intestinais distais (33, 34, 306).
Além disso, existem células L localizadas mais proximalmente no duodeno e no
jejuno proximal que também poderiam desencadear a elevagédo precoce do
GLP-1 no plasma, apds contato direto do alimento com essas células (34, 36,
38). A concentragéo plasmatica de GLP-1 é baixa no estado de jejum, na faixa
de 5-10 pmol/L, e aumenta rapidamente apds a ingestéo oral, atingindo 15-50
pmol/L em aproximadamente 1 hora, (34, 35, 37) retornando a concentragéo
basal em algumas horas (38).

O GLP-1 foi identificado como parte da sequéncia génica que codifica o
proglucagon (38). O gene que codifica o proglucagon & expresso em células L
enteroendocrinas no intestino delgado e grosso, nas células alfa pancreaticas,
nas papilas gustativas e em alguns neurénios no tronco cerebral caudal e no
hipotalamo (36). O proglucagon contém a regiao codificante para o glucagon
pancreatico e para duas sequéncias semelhantes ao glucagon, GLP-1 e GLP-2
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(38). As primeiras suposigdes relativas ao processamento pos-traducional n&o
foram confirmadas, que descreviam que o GLP-1 seria um dos produtos de

clivagem pos-traducional do gene do proglucagon (38).

O mesmo gene do proglucagon é processado de maneira diferente nas
células a do pancreas enddcrino, produzindo glucagon “pancreatico” e
“fragmento de proglucagon”, que nao € processado posteriormente em GLP-1 e
GLP-2 (38). A sinalizagdo molecular para secre¢cdo de GLP-1 envolve
processos de deteccdo de glicose, determinado pela agcdo da glicoquinase,
canal de potassio dependente de ATP e co-transportador de soédio/glicose-1.
Além disso, o receptor para o sabor doce estaria envolvido na secregcéo de
GLP-1 (36).

O GLP-1 bioativo é gerado a partir do GLP-1 (1-37) e GLP-1 (1-36)
amida, que ocorrem em quantidades ndo substanciais no plasma e séao
desprovidos de efeitos insulinotropicos (38). Eles se convertem em duas
formas moleculares bioativas equipotentes, GLP-1 (7-37) e GLP-1 (7-36)
amida, respectivamente, sendo que esta ultima molécula representa a maior

parte do GLP-1 ativo circulante no plasma humano (33, 34, 36, 38).

Tanto o GLP-1 como o GIP contém uma alanina na posicdo 2, sendo
rapidamente degradados pela enzima DPP4, com posterior eliminagao renal e
hepatica (33, 34, 36). Como resultado da atividade da DPP4, a meia-vida
plasmatica do GLP-1 € de apenas 1-2 minutos (36, 37) e as fragcbes ativas
GLP-1 (7-37) e GLP-1 (7-36) amida s&o convertidos nas formas inativas GLP-1
(9-37) e GLP-1 (9-36) amida, respectivamente, logo apos sua liberagéo pelas
células L do intestino distal (33-35). Assim, o GLP-1 biologicamente ativo e
intacto representa apenas 15 a 25% do total de GLP-1 plasmatico (34, 38). Ha
evidéncias de que o GLP-1 (9-36) amida teria papel na depuragao de glicose e
na regulagao da fungdo cardiovascular (33).

Na maioria das circunstancias fisiolégicas, as concentragdes
biologicamente ativas do GIP e do GLP-1 s&o substancialmente inferiores as
concentragdes totais, que englobam as fragdes ativas e formas inativas (38).
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Tanto o GIP como o GLP-1 exercem suas acdes por meio de receptores
acoplados a proteina G estruturalmente distintos (GPCRs) (33, 34, 36, 37).
Existem duas isoformas do receptor do GIP, de 466 e 493 aminoacidos, sendo
predominantemente expressos nas células 3 das ilhotas pancreaticas e, em
menor quantidade, no tecido adiposo, no coragao e no sistema nervoso central
(33). O receptor de GLP-1 (GLP-1R) possui 463 aminoacidos (33), sendo
expresso nas células a e B das ilhotas pancreaticas e nos tecidos periféricos,
incluindo os sistemas nervoso central (hipotalamo, hipocampo, hipofise e
cortex) e periférico, coragao, rim, pulméo, trato gastrointestinal (estbmago e
duodeno) (33, 34, 37), pele, células imunes (36) e endotélio (37). A expresséo
no figado (36, 38), tecido adiposo e musculo é controversa; entretanto, a
observacéo de que o GLP-1 tem efeitos sobre esses tecidos sugere a presenga
de receptores ainda ndo identificados (36).

A ativacédo dos receptores de GIP e GLP-1 nas células [ pancreaticas
pelos horménios incretinicos leva a um rapido aumento dos niveis de AMPc
(monofosfato de adenosina ciclico), fechamento de canais de potassio,
despolarizacdo e influxo de calcio intracelular, seguidos por exocitose de
insulina, de forma dependente de glicose. A sinalizagdo sustentada desses
receptores esta associada a ativagdo da proteina quinase A (PKA), indugéo da
transcrigdo génica, aumento da biossintese de insulina e estimulacdo da
proliferagdo das células B (33, 34, 36-38). Portanto, as agdes insulinotropicas
dos horménios incretinicos sempre exigem um certo grau permissivo de
hiperglicemia, sendo seu papel aumentar as respostas de secre¢ao de insulina
iniciadas pela hiperglicemia (38). O limiar glicémico absoluto abaixo do qual o
GLP-1 ndo pode estimular a secre¢cdo de insulina foi identificado como
aproximadamente de 66 mg/dL. Por outro lado, quanto maiores as
concentragdes de glicose, maior o grau de resposta incretinica, visando uma

concentragéo plasmatica de glicose quase uniforme (38).

O GLP-1 também aumenta a expressao de GLUT-2 e glucoquinase, que
sdo sensores de glicose nas células beta, aumentando a eficacia da secrecéo
de insulina em reposta a ingestao oral de glicose (36). Os estoques de insulina
podem ser repostos por agdo do GLP-1 via estimulo da expressao do gene da
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pré-insulina (33, 36, 37). Nesse contexto, o fator de transcricdo Pdx-1 é um
importante alvo para as agbées do GLP-1 na expressao do gene da insulina (33,
36). A ativacdo da sinalizagcdo de GLP-1R em linhagens de células exdcrinas
pancreaticas de roedores e de humanos pode iniciar uma diferenciacdo em
direcdo a um fendtipo mais enddcrino, em associagdo com expressao
aumentada de genes como Pdx-1, glicoquinase e GLUT-2 (33). Tanto a
ativacdo do GLP-1R quanto do receptor do GIP promovem resisténcia a
apoptose e aumentam a sobrevivéncia das células 3, em ilhotas de roedores e
humanas (33, 34). O GLP-1 também reduziu a apoptose em ilhotas humanas,
induzida por concentragdes elevadas de glicose ou palmitato, isoladamente ou
em combinagdo (33). Assim, estudos em animais e em humanos in vitro
demonstraram que o GLP-1 foi capaz de estimular a preservacao de células
beta, incluindo a sua proliferacdo e neogénese, bem como a supressao de
apoptose mediada por citoquinas, com isso aumentando significativamente a

sua massa funcional (36, 37).

A importancia da ag¢ao das incretinas endogenas foi avaliada em estudos
que empregam antagonistas peptidicos de receptores de incretinas ou em
camundongos com delegao (knockout) dos genes que codificam os receptores
de incretinas (33, 34, 36). Um dos antagonistas do GLP-1R usados nestes
estudos €& a exendina (9-39), que se liga ao receptor de GLP-1 e, assim,
demonstra o papel fisiolégico do GLP-1 enddégeno na homeostase da glicose
em roedores e humanos (33, 36). A exendina (9-39) aumenta a glicemia em
jejum e pés-prandial e reduz secregédo de insulina estimulada por glicose (33,
34, 36), podendo suprimir o efeito incretinico em 50-70 % (36). Além disso,
aumenta a concentragao sérica de glucagon em humanos quando a glicemia
esta normal ou elevada, bem como melhora o esvaziamento gastrico apds a
administragdo oral de glicose em roedores e aumenta a motilidade antro-
pilérica-duodenal em humanos (33, 34). Em relagcdo ao GIP, os estudos
utilizaram antagonistas peptidicos ou anti-soros contra o receptor do GIP para
avaliar sua fungdo na homeostase glicémica em roedores (33). O papel do GIP
endogeno, diferentemente do GLP-1, seria somente no controle da glicemia
pos-prandial, sem interferéncia na glicemia de jejum (33, 34). O antagonismo
do GIP ou GLP-1 reduz a secregao de insulina e aumenta a glicose sérica apos
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teste oral de estimulagdo de glicose em roedores. Da mesma forma, roedores
com mutacdes inativadoras nos receptores GIP ou GLP-1 também tém falha na
secregédo de insulina estimulada por glicose e intolerancia a glicose (34).

A distribuicdo da expressao dos receptores de GLP-1 e de GIP nao se
restringe somente as células beta pancreaticas (34, 36, 37). Ha muitas
evidéncias de que os hormodnios incretinicos tém varios efeitos biologicos
adicionais, sendo isso particularmente verdadeiro no caso do GLP-1 (38). O
GLP-1 também inibe a secregdo de glucagon (34, 36, 37), o esvaziamento
gastrico e a ingestado de alimentos (34, 36, 37); promove absor¢ao de glicose
por meio de mecanismos neurais (34, 36); melhora da sensibilidade a insulina

periférica (36) e da fung¢ao cardiovascular (33, 36, 37), renal e pulmonar (36).

A inibicdo da secregdo de glucagon pode ser por via direta, em
receptores de GLP-1 expressos em células alfa (33, 36-38), ou indiretamente
via estimulacdo da secregdo de insulina e da somatostatina (33, 36). A
supressdo do glucagon ocorre particularmente quando ha hiperglicemia,
levando a reducdo da produgédo hepatica de glicose (38). Notavelmente, os
efeitos sobre a secregcdo de glucagon, bem como aqueles sobre a secregéo
insulinica, sdo dependentes de glicose. Com isso, n&o ha interferéncia com os
mecanismos contra-regulatérios, sendo o risco de hipoglicemia reduzido, pois,
quando a glicemia cai para concentra¢gdes abaixo da normalidade, a inibicdo
sobre a célula alfa é bloqueada (33, 34, 36, 37). O GIP, por sua vez, estimula a
secrecdo de glucagon, principalmente quando a concentragdo de glicose esta
baixa (38).

A desaceleragdo da taxa de esvaziamento gastrico € um determinante
importante da agdo do GLP-1 no controle da glicemia pds-prandial (33, 37, 38).
O mecanismo responsavel por essa agao do GLP-1 envolve a comunicacao
com o sistema nervoso central e periférico, com contribuicdo essencial dos
aferentes vagais ascendentes que controlam a motilidade gastrointestinal
dependente do GLP-1R (33, 37). A distensdo gastrica estimula neurénios do
tronco encefalico produtores de GLP-1 (33). Os receptores de GLP-1 também
sdo expressos em células parietais gastricas, onde o GLP-1 pode regular
diretamente a secregdo de acido gastrico. Outra agdo do GLP-1 seria a
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reducdo da secregao pancreatica exocrina (37). Com a reduc¢do da motilidade e
das secregdes gastrointestinais, ocorre desaceleragdo da entrada de nutrientes
na circulagdo sanguinea e consequente prevengao de excursdes exageradas
de glicose e triglicerideos plasmaticos (37, 38). Desta forma, a inervacéo vagal,
dependente de GLP-1R, controla a secre¢cdo e motilidade gastrointestinais (33,
37), pois devido a lentificagcdo da motilidade gastrointestinal, as secregdes
gastricas e pancreaticas exocrinas sao reduzidas (38). Entretanto, foi
evidenciado que o esvaziamento gastrico também pode ser regulado via
mecanismos intestinais diretos e especificos, pois em estudos de modelos
animais com desnervacdo vagal o GLP-1 foi capaz de inibir em parte a
motilidade gastrica (37).

O GLP-1 é um regulador chave da homeostase energética em curto e
longo prazos, considerando que o GLP-1R & abundantemente expresso em
areas do tronco encefalico e hipotalamicas que regulam o apetite e a ingestéo
de alimentos (33, 37, 38). O efeito anorexigeno induzido pela infusdo de GLP-1
em individuos em jejum sugere que o GLP-1 pode afetar a saciedade,
independentemente do retardo do esvaziamento gastrico (37). Tanto a acéo
central quanto periférica do GLP-1 desempenha papel sinérgico na regulagéo
da ingestdo de alimentos (37, 38). A ingestdo promove a liberacdo de GLP-1
pelas células L intestinais que, em conjunto com a distens&o gastrica, estimula
os nervos aferentes vagais. Estes, por sua vez, ativam os neurdnios do nucleo
do trato solitario no tronco cerebral caudal produtores de GLP-1, que se
projetam para o nucleo paraventricular do hipotalamo (37). Nessa regido
hipotalamica, ocorre a ativacdo do GLP-1R, que promove anorexia e
saciedade. A estimulacao crénica desses receptores esta associada a reducao
da ingestdo de alimentos e perda de peso (37, 38). Em contraste, o GIP tem
pouco efeito sobre o esvaziamento gastrico ou o controle da ingestdao de
alimentos (33, 38). Outro efeito clinicamente relevante das incretinas no
sistema nervoso central consiste na melhora cognitiva e neuroprotecdo em

roedores conferida pelo GLP-1 e sobrevivéncia celular pelo GIP (33, 37).

O GLP-1 também pode mediar seus efeitos no controle da glicose por
meio da ativacdo de sensores periféricos que favorecem a depuragdo de
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glicose. O GLP-1 intraportal, mas ndo o GIP, aumenta a estimulagdo dos
aferentes vagais hepaticos e eferentes vagais pancreaticos (33). Assim, os
nervos aferentes vagais se comunicam com o SNC e, em seguida, os eferentes
vagais se comunicam com o pancreas a fim de promover secre¢do de insulina
(33, 36). As vias vagais induzidas pelo GLP-1 desencadeiam efeitos
insulinotrépicos acentuados mediados por neurdnios, atuando como um efeito
neuroincretinico na secregdo de insulina (36). Desse modo, a liberagcéo
coordenada de nutrientes digeridos e de GLP-1 na circulagdo portal pode
aumentar a depuragao de glicose, independentemente das ag¢des periféricas do
GLP-1 circulante (33).

Os GLP-1R sao expressos no sistema cardiovascular de roedores e de
humanos (33) sendo que, provavelmente, os analogos de GLP-1 e o GLP-1
nativo exercem efeitos benéficos sobre esse sistema independentemente do
seu potencial na redugdo de peso e de glicemia (37). Em modelos
experimentais, demonstrou-se que o GLP-1 exerce ampla gama de efeitos
cardiovasculares, como modulagdo da frequéncia cardiaca, pressao arterial,
contratilidade miocardica, tdbnus vascular e protecdo contra lesdo por
reperfusdo de isquemia ou por insuficiéncia cardiaca (33, 37). No sistema
cardiovascular humano, o GLP-1R é expresso em cardiomidcitos, células
endoteliais coronarias e células musculares lisas vasculares (37). Além disso,
exerceria efeitos benéficos sobre a fungdo cardiaca em seres humanos apos
infarto do miocardio e angioplastia e na recuperagédo do quadro de insuficiéncia
cardiaca (33, 37). Na maioria dos casos, entretanto, esses efeitos foram
mostrados somente com altas doses ou concentragbes de GLP-1. Assim, o
papel fisiolégico do GLP-1 no sistema cardiovascular ndo €& totalmente
conhecido (38).

O GLP-1 pode tanto aumentar a sintese de glicogénio hepatico, quanto
suprimir a producdo hepatica de glicose (gliconeogénese) via inibicdo da
secrecao de glucagon (36, 37) ou por meio do sistema nervoso auténomo (38).
Porém, até o momento, ndo foram identificados receptores de GLP-1 no figado
(38). O GLP-1 também teria papel na diminuicdo da lipogénese e esteatose
hepatica (37). No tecido muscular, o GLP-1 melhoraria a sensibilidade
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insulinica e a captagao de glicose, enquanto que no tecido adiposo, reduziria a
lipogénese, inflamacéo e favoreceria a termogénese (36).

O GIP pode promover o armazenamento de gordura no tecido adiposo
subcutaneo em animais e permanece incerto se isso ocorre em humanos. A
explicacdo para essa situacado reside no fato de o GIP estimular a enzima
lipase lipoproteica, a qual remove os acidos graxos dos triglicerideos
associados aos quilomicrons, a fim de promover armazenamento dos acidos
graxos no tecido adiposo apds re-esterificagdo. Os camundongos com delec&o
(knockout) do gene que codifica o receptor de GIP e que sdo submetidos a
dieta hipercalorica ndo desenvolvem obesidade (38).

Ambos hormdnios incretinicos possuem agéo no metabolismo 6sseo em
roedores, na medida em que promovem reducdo da reabsor¢cao Ossea ao
limitar a fungdo e numero de osteoclastos, bem como estimulam a formagéo e
manutengdo da massa 0ssea ao estimular os osteoblastos, especialmente em
conjunto com a ingestdo alimentar de calcio (38). Entretanto, estudos de
polimorfismos do gene que codifica o receptor de GIP em humanos
demonstraram uma significativa heterogeneidade na massa 6ssea e risco de
fratura (38).

A inibicdo da isoforma tubular renal do transportador Na+/H+ pelo GLP-1
aumenta a excregdo urinaria de sodio, exercendo efeitos natriuréticos e
diuréticos, o que poderia contribuir para a reducdo da pressédo arterial
observada com os analogos humanos do GLP-1 (37). Outra agao renoprotetora
esperada deste incretinico seria a redugéo da hiperfiltragdo glomerular (37).

Foi descrito a presenga do RNA-m de GLP-1R em pneumocitos do tipo 2
de roedores, bem como a inducao pelo GLP-1 da secrecao de fosfatidilcolina,
um componente importante do surfactante pulmonar (37).

2.3.2 Papel do sistema incretinico no DM2

Como o GIP e o GLP-1 possuem a capacidade de aumentar a secregao

de insulina pela célula B pancreatica, bem como o GLP-1 de suprimir a



61

secrecao de glucagon, ha um interesse consideravel a fim de elucidar o papel
desses hormoénios incretinicos na fisiopatologia do DM2 (38, 184). Estudos
iniciais demonstravam secregao levemente aumentada de GIP em diabéticos e
secrecdo de GLP-1 reduzida apos refeicdo mista (35, 38). Aléem disso, a
resposta ao GLP-1 de individuos intolerantes a glicose foi descrita como sendo
intermediaria, comparada a de diabéticos (38, 184). Desta forma, foi aventado
uma possivel redugao progressiva de secregao de GLP-1 com o avangar do
DM2 (38).

Varios estudos observaram que a secrecdo do GIP é maior em
pacientes DM2 do que em controles saudaveis. No entanto, as diferencas
globais entre os sujeitos com DM2 e individuos saudaveis foram discretas e
outros estudos mais recentes n&o detectaram diferengas significativas entre
controles saudaveis e pacientes com DM2 (35). Uma discreta reducdo das
respostas ao GLP-1 foi encontrada em comparagcdo com individuos nao
diabéticos, especialmente durante a segunda hora apds o estimulo nutricional
(35).

Apesar do que foi exposto anteriormente, atualmente n&do ha consenso
na literatura sobre como se comporta a secrecao de incretinicos em diabéticos,
com alguns estudos demonstrando leve reducdo da secrecdo em reposta a
uma refeigdo mista ou a sobrecarga oral de glicose, enquanto que outros
indicando inalteragéo (35, 38, 184). Dados de metanalises sugerem nao haver
diferencas significativas entre diabéticos e individuos saudaveis. Além disso, a
contribuicdo percentual do GLP-1 intacto em relacdo ao GLP-1 total foi
semelhante em pacientes com diabetes tipo 2 e individuos controles saudaveis
(35). Assim, € possivel que a secregdo dos incretinicos nos individuos com
DM2 ocorra da mesma forma em individuos ndo diabéticos, obesos ou

saudaveis (38).

Diferentemente, a atividade insulinotrépica dos incretinicos encontra-se
prejudicada nos diabéticos (38). Estudos com animais e em humanos
confirmaram a incapacidade do GIP de produzir resposta insulinotrépica em
modelos animais ou sujeitos com DM2 (35, 38, 184). Parece haver pequena

resposta inicial com duragdo de 30 minutos (primeira fase de secregdo de
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insulina) mas, mesmo quando s&o administradas doses supra-fisiologicas de
GIP, ndo ocorre estimulo significativo da secre¢cao de insulina (35, 38, 184).
Além disso, ndo € observado nenhum efeito na secregcdo de insulina de
segunda fase, independentemente da dose de GIP administrada. Assim, o
maior defeito na resposta insulinotrépica do GIP acontece na secrecao de
insulina da segunda fase (184). Diferentemente, o GLP-1 promove aumento da
secrecdo de insulina em diabéticos, porém ndo da mesma magnitude que em
individuos saudaveis (38). A resposta do GLP-1 na primeira fase de secrecéo
de insulina foi reduzida na mesma extensdo em que foi a resposta do GIP.
(184). Em conjunto com esse defeito no estimulo a secregédo de insulina, ha
falha do GLP-1 em suprimir a concentragdo sérica de glucagon, promovendo,

assim, maior elevagéo da glicemia (38).

O efeito incretinico, que contribui para cerca de 2/3 da resposta
insulinica normal, esta reduzido em mais de 50 %, ou mesmo ausente, em
individuos com DM2 (38, 185). Uma possivel causa para essa alteragcéo
incretinica no DM2 seria um prejuizo na ativagdo de vias de sinalizag&o
relevantes (185). Nesse contexto, a incapacidade de resposta ao GIP teria
papel relevante, sendo a contribuicdo do GLP-1 de menor importancia, mesmo
em individuos saudaveis (35, 38, 184).

As justificativas para uma menor resposta ao GIP seriam mutagdes com
perda de fungdo ou redugédo da expressao de receptores de GIP nas células 3
pancreaticas, descrita somente em animais (35, 38, 184, 185), além de reducéo
da massa e funcdo de células B (35, 38). Varios grupos relataram
polimorfismos na regido codificadora do gene do receptor de GIP, mas estes
nao foram associados com diabetes nem a sinalizacdo defeituosa do receptor
(184). Estudos em parentes de primeiro grau de pacientes diabéticos tipo 2
tolerantes a glicose mostraram redugéo da resposta insulinotrépica do GIP em
50%, em comparagao com controles sem histérico familiar de DM, indicando
que o defeito do GIP poderia ser um defeito geneticamente determinado e
possivelmente primario no DM2 (35, 184). Entretanto, a contribuicdo global do
efeito incretinico nestes sujeitos foi considerada normal. Além disso, as

respostas de secre¢ao de insulina a um bdlus de GIP intravenoso administrado
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em condi¢des de jejum euglicémico foram normais em uma grande coorte de
parentes de primeiro grau de diabéticos tipo 2 (35). Conjuntamente com este
achado, o acompanhamento dos parentes de primeiro grau de pacientes
previamente estudados com DM2 n&o conseguiu estabelecer uma ligagéo entre
a responsividade da secrecdo de insulina a estimulagdo do GIP e o
subsequente risco de deterioracdo na homeostase da glicose (35).

Assim, esta bem estabelecido que a resposta reduzida as incretinas nao
seria um evento primario no desenvolvimento do DM2, mas sim uma
consequéncia do estado diabético (35, 38, 184, 185). Isso é reforgado pelo fato
de que em pacientes com outras formas de diabetes, como DM1, LADA, MODY
ou diabetes secundario a pancreatite, ha auséncia de reposta tardia ao GIP, da
mesma forma que em individuos com DM2 (35, 184). Dessa forma, o defeito da
resposta insulinotropica do GIP seria consequéncia do DM2 e ndo um defeito
primario (35, 184, 185). Além disso, estudos em que pacientes diabéticos foram
tratados intensivamente com insulina, objetivando controle glicémico ideal,
observaram melhora da atividade insulinotropica do GIP e GLP-1 (38, 184,
185).

Como a maquinaria intracelular da célula B do pancreas diabético
funciona normalmente quando testada com o GLP-1, cujo mecanismo de acao
€ idéntico ao do GIP (35, 184), especula-se se a falha de secrec¢do de insulina
em fases tardias no DM2 poderia resultar de uma dessensibilizacdo e/ou
internalizagdo aumentada de um numero normal ou reduzido de receptores de
GIP (35, 184, 185), podendo essa insensibilidade dos receptores de GIP piorar
com a hiperglicemia crénica e justificar a hipersecregdo de GIP (35). Além
disso, uma possivel explicacdo para esse fendmeno € que o GLP-1 mobiliza as
vesiculas de insulina dentro das células  (pool de reserva) que nao sao alvo
de estimulo do GIP ou da glicose. Alternativamente, o GLP-1 pode aumentar a
secregao de insulina através do recrutamento de células B que eram

anteriormente inativas (35).

Desta maneira, o defeito incretinico no DM2 tem duas causas principais:
() a secregdo pos-prandial levemente diminuida de GLP-1, de
aproximadamente 15% (35) e (ii) a perda quase total da atividade
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insulinotrépica do GIP (35, 184). Além disso, é descrito que uma reduzida
sensibilidade das células p ao GLP-1 também poderia contribuir para esse
defeito (184).

E provavel que a perda desse importante mecanismo fisiolégico de
estimulo de secre¢ao de insulina venha a deteriorar ainda mais a homeostase
glicémica, na medida em que a hiperglicemia cronica levaria a um ciclo vicioso
pelo agravamento da glicotoxicidade, que promove maior perda de massa
funcional de célula B e a diminuigdo da expressao de receptores de GIP, com

consequente redugao progressiva do efeito incretinico (38).
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos observacionais sugerem que o consumo regular de café esta
associado a reducdo do risco de DM2. Os mecanismos subjacentes a este
efeito ndo sdo completamente compreendidos, mas podem envolver o aumento
da secre¢ao dos horménios incretinicos, como o GLP-1 e o GIP, bem como
melhora da resposta insulinotropica promovida por esses hormdnios.
Entretanto, poucos estudos exploraram este aspecto. Nao esta definido se o
efeito do café sobre o sistema incretinico depende do tipo de café consumido
(cafeinado ou descafeinado), do método utilizado para o seu preparo, ou se
esses efeitos dependem de fatores metabdlicos individuais, como glicemia e
peso corporal. Considerando essa lacuna na literatura, esse estudo investigou
o efeito de diferentes preparagdes de café sobre a concentracdo sérica de
hormonios incretinicos e peptideo C.
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4 OBJETIVO

Investigar, em homens jovens e saudaveis, o efeito do consumo de café
com e sem agucar e do café descafeinado, em condi¢gdes basais e durante o
teste de estimulac&o intravenosa com glicose marcada (Oral Dose Intravenous
Label Experiment, ODILE), sobre a concentracdo sérica de GLP-1, GIP e
peptideo C.
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5 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Bioquimica da
Nutricdo do Nucleo de Nutricdo e no Laboratério de Farmacologia Molecular da
Faculdade de Ciéncias da Saude, com a colaboragdao do Human Nutrition
Research’', Medical Research Council (Cambridge, Inglaterra), de forma
sequencial a um estudo mais amplo abreviado por Glicafé, desenvolvido pelo
grupo de pesquisa (186).

5.1 ASPECTOS ETICOS

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia,
registro do projeto 005/2012 (Anexo 1). Todos os voluntarios foram
esclarecidos quanto aos objetivos da pesquisa e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido antes do inicio do estudo (Apéndice 1).

5.2 SUJEITOS DO ESTUDO

Os sujeitos do estudo foram recrutados através de cartazes e panfletos
de divulgacdo da pesquisa na Universidade de Brasilia, Brasil, de fevereiro de
2013 a junho de 2014.

Foram selecionados voluntarios do sexo masculino, saudaveis, com

idade entre 18 a 40 anos e indice de massa corporal (IMC) entre 18 a 24,9

g/m?.

5.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos voluntarios que se enquadrassem nos seguintes critérios:

' 0 Human Nutrition Research se denomina atualmente de Elsie Wilddowson
Laboratory apés a reforma dos centros de pesquisa realizado pelo Medical Research
Council do Reino Unido a partir de 2016.
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o FEutréficos definidos pelo percentual de gordura, avaliado pela

bioimpedancia.

e Nao utilizar medicamentos que alterassem o metabolismo dos

carboidratos.
e Nao apresentar disturbios do sono.

e N3ao ter doado sangue nos ultimos 3 meses e n&o planejar doar nos

préximos 3 meses.

e Apresentar consumo regular de desjejum (= 100 kcal ingeridas no

maximo 2 horas apds acordar em mais de 4 dias por semana).

e Ser consumidor regular e moderado de café (= 100 mL pelo menos 5

vezes por semana).

5.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os voluntarios portadores das seguintes
comorbidades e/ou condigdes:

e Diabetes mellitus tipo 2.

e Dislipidemia.

e Hipertensao arterial.

e Cardiopatia.

e Hipotireoidismo nao tratado.

e Anemia.

e Etilismo e tabagismo.

e Historia de evento prévio de desmaio ou convulsio.
e Consumo superior a 4,5 xicaras de café por dia.

O calculo do numero amostral foi realizado com base na sensibilidade a

insulina, dada a importancia do efeito do café no metabolismo glicidico. Apesar
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da escassez de dados na literatura contendo a informacdo necessaria para
realizar o calculo do tamanho da amostra (187-189), obtivemos esse dado que
correlaciona a sensibilidade a insulina e o tamanho do efeito esperado que
queriamos detectar a partir de um estudo prévio de um colaborador do nosso
grupo de pesquisa (187). Foi utiizado G * Power v 3.1.9.2
(http://www.gpower.hhu.de/en.html) para calcular o tamanho da amostra que
resultaria em poder de pelo menos 80% para detectar uma diferenca de
tratamento de 0,01 L. pmol-1.h-1 com 95% de confianca, em que o desvio
padrao da diferenga (SD) entre os tratamentos é de 0,0126. O SD é calculado
como a raiz quadrada da soma da variancia entre pessoas igual a 0,004
L.pmol-1.h-12 menos o dobro da covariancia entre os tratamentos, para
explicar o fato de que as comparacdes foram realizadas no mesmo individuo.
Assumiu-se uma correlagao de 0,8 para as medidas obtidas na mesma pessoa.
Com esses parametros de entrada, G * Power estimou um tamanho de efeito
de 0,8 e um tamanho de amostra igual a 15 pessoas.

Apoés a divulgagcdo do estudo para recrutamento dos participantes, 78
pessoas fizeram contato inicial com o pesquisador por e-mail ou telefone.
Destes, 26 completaram a primeira visita de triagem (entrevista), dos quais 20
completaram a segunda visita de triagem (avaliagao clinica) e foram elegiveis.
Dezessete participantes preencheram todos os critérios de triagem e
completaram o protocolo de estudo. (Figura 1). As perdas de seguimento foram
compensadas por novo recrutamento, e os novos sujeitos foram alocados as
sessdes experimentais de acordo com a sequéncia de quadrado de Williams,
descrito com detalhes posteriormente.
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Avaliacdo para elegibilidade (n =78)

Excluidos (n = 58):

- Ndo adequacao ao critério de
inclusdo (n=50)

- Recusa de participagdo (n=6)

- Outros (n=2)

\4

Randomizagdo (n= 20)

Alocacdo

Grupos de intervencgao (n = 20)

- Sequéncia do quadrado de Williams

l

Seguimento

Perda de seguimento (n = 3):
- Coleta de sangue (n=2)

- Condigdo médica (n=1)

l

Analise

Analisados (n=17):

Excluidos da analise do is6topo (n=2)

Excluidos da analise dos incretinicos (n= 2)

Figura 1. Fluxograma do estudo
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5.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi conduzido um ensaio clinico randomizado, cruzado, monocego
(pesquisadores) em que todos os voluntarios participavam das 5 cinco
intervengdes propostas: café cafeinado com agucar (CS), café cafeinado sem
acucar (CC), café descafeinado (DC), e 2 controles - agua com agucar (WS) e
agua sem acucar (W).

Os sujeitos do estudo foram distribuidos de forma randomizada nos
cinco tratamentos sequenciais, determinados pelo delineamento de quadrado
de Williams. Nesse delineamento, a cada 10 sujeitos recrutados, eles eram
alocados sequencialmente de modo que cada um dos tratamentos seguiu o
proximo tratamento uma vez, até completar-se dez sequencias e reiniciar uma
nova sequéncia. O primeiro sujeito foi aleatorizado na sequéncia de
tratamentos, seguindo a sequéncia proposta no delineamento descrito abaixo
(190):

ABECD;BCADE;CDBEA;DECAB;EADBC;DCEBA;
EDACB;AEBDC;BACED;CBDAE;
Em que A: café com acucar; B: café sem acucar; C: café descafeinado sem

acucar; D: agua com agucar; E: agua sem agucar.

Um unico pesquisador foi responsavel por atribuir a cada participante a
respectiva sequéncia de tratamento e a supervisao da preparacido das bebidas.

Os participantes foram orientados a ndo consumir café, cafeina, alcool
ou realizar qualquer atividade fisica ndo habitual no periodo de 24 horas antes
das sessdes, e consumir uma refeicdo a noite com baixo teor de carboidratos
antes de cada experimento (cerca de 38-40% de energia sob a forma de
carboidratos). A duragédo total de cada visita foi de aproximadamente 6 horas,
com um periodo de separacao entre os tratamentos de acordo com o0 esquema
apresentado na Figura 2. O periodo de separagao foi proposto visando garantir
plena hematopoese dos participantes antes de nova coleta de sangue.
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1 semana 4 semanas 4 semanas 5 semanas 6 semanas

Avaliades 1° Teste 2° Teste 3° Teste 4° Teste 5° Teste

Figura 2. Esquema de periodicidade das coletas de dados do estudo Glicafé.

5.4 PROCEDIMENTOS

Os voluntarios eram orientados a comparecer ao Laboratério de
Bioquimica da Nutricdo (Nucleo de Nutricdo, Universidade de Brasilia) entre
07h00 e 09h00 (manha), apods um jejum de 12h.

Antes do inicio do experimento, agendava-se uma visita para confirmar
os dados relativos aos critérios de inclusdo e exclusao e o preenchimento do
questionario de triagem (Apéndice 2), que consistia em avaliar os dados
demograficos, a historia médica pessoal e familiar, o consumo de café, a
anamnese alimentar (recordatorio de 24h), avaliagdo do nivel de atividade
fisica e do gasto energético, além da avaliagdo antropométrica e composi¢cao
corporal, da afericdo de pressao arterial e dosagem de glicemia sérica e
hemograma

Antes do inicio de cada experimento, foram mensurados o peso
corporal, pressao arterial e a glicemia capilar de jejum (Accu-Check Performa,
Roche Diagnostics, Alemanha) para avaliar se os sujeitos do estudo estavam
em jejum (glicemia < 99 mg/dL). Além disso, foi preenchido uma ficha de
acompanhamento diario, em que era registrado o numero de horas de sono na
noite anterior, medicacbes em uso, intercorréncias, uso de alcool, café ou
bebidas cafeinadas, pratica de atividade fisica, o horario da ultima refeicdo, o
tipo e quantidade de alimentos ingeridos.

Em cada dia de experimento, durante o teste de ODILE (Oral Dosing
Intravenous Labeled Experiment) (191), foram colocadas amostras de sangue
dos voluntarios para dosagens de glicose, insulina e glicose marcada, descrito
no estudo Reis CEG (186), bem como amostras de sangue para dosagens de
horménios incretinicos (GLP-1 e GIP) e peptideo C.

Apd6s 10 minutos de repouso do voluntario, as amostras basais de

sangue foram coletadas 10 minutos antes e imediatamente antes da



73

administragdo da bebida teste (-10 e 0 minutos) para as determinagdes
bioquimicas. Em seguida, os voluntarios ingeriram cada uma das bebidas teste,
de acordo com a sequéncia do delineamento de quadrado de Williams, e
amostras de sangue foram obtidas 30 e 60 minutos apds. Neste momento
(imediatamente apos a amostra colhida em 60 minutos), a solugdo de 75g de
glicose dissolvida em 300 mL de agua (Glic UP 75, NewProv, Brasil) foi
fornecida aos voluntarios.

Assim, foram obtidas amostras de sangue em duplicada, de 1 mL cada,
nos tempos 0 (logo antes da administrac&o bebida teste), 30 e 60 minutos apos
a bebida teste, 30 min apds a sobrecarga oral de glicose 75g, e nos tempos 61,
90, 115, 165, 195, 225 para dosagem dos horménios GLP-1 (peptideo
semelhante a glucagon 1) e GIP (peptideo insulinotrépico dependente de
glicose), conforme apresentado na Figura 3. As amostras de plasma foram
colocadas em tubos siliconizados resfriados, do tipo Vacutainer®, contendo
EDTA, em no maximo 30 segundos apos a coleta.

Previamente ao experimento, eram adicionados 10 yL de inibidor da
enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-1V) a esses tubos, os quais eram mantidos
resfriados, a fim de que n&do houvesse degradacdo, pela DPP-IV, dos
horménios estudados. Em condigdes fisiologicas, a meia vida dos mesmos é
muito curta devido a ag&o desta enzima (GLP-1: 2 minutos e GIP 5-7 minutos).

Além do GLP-1 e GIP, foi dosado, nas amostras de soro, o peptideo C,
nos tempos -10, 30 e 60 min apos ingestdo da bebida teste, 30 min apos a
sobrecarga oral de glicose 75g, e nos tempos, 45, 61, 75, 90, 115 e 225
minutos (Figura 3).
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Tratamento: Ingestdo da bebida teste  Glicose IV: infusédo do isétopo

& : Coleta sanguinea

Tempos 15, 47,49,51,53,55,57,59,65,70,80,85,100,135: parte do projeto Glicafé

=) : dosagem de GLP-1 e GIP
==m) . dOsagem peptideo C

Figura 3: Esquema de coleta dos horménios incretinicos GLP-1, GIP e do

Peptideo C durante o procedimento de ODILE

Durante o experimento, ndo foi permitido aos voluntarios comer ou beber
(exceto agua) e assistir ou conversar sobre temas que pudessem influenciar as
variaveis avaliadas (temas que gerassem excitacdo, que envolvessem comidas
e alimentos, ou sobre o tipo de bebida recebida, de modo a manter o carater
monocego do experimento aos investigadores que aplicaram o tratamento e
acompanharam as coletas de sangue). Foi permitido ler, ouvir musica, assistir
televisdo, usar computador e utilizar o banheiro. Os voluntarios foram
monitorados durante todo o periodo do experimento por membros da equipe da
pesquisa.

0600 15 0 £HYINHTV6E 00 KN w0 15 1% 165 195 225min
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5.5 PROCEDIMENTOS EM CASO DE EMERGENCIA

Caso os sujeitos do estudo referissem algum mal-estar durante o
experimento, era avaliado a presenca de hipoglicemia por meio do glicosimetro
digital (Accu-Check Performa, Roche Diagnostics, Alemanha) e de hipotenséo
por meio da medida da pressdo arterial. Quatro sujeitos do estudo
apresentaram sincope durante um experimento, sendo que tanto a glicemia
capilar como a pressao arterial sistémica estavam dentro da normalidade.
Nesses casos, o experimento foi remarcado para um dia posterior.

Os procedimentos adotados em caso de hipoglicemia, perda de
consciéncia e obstrucdo da canula de acesso venoso estdo descritos no

Apéndice 3: “Procedimentos Padronizados em casos de Emergéncia”.

5.6 PREPARACAO DAS BEBIDAS TESTE

O café torrado e moido em po do tipo Arabica (Coffea arabica L.
Arbusto) foi o utilizado nesse estudo. O modo de preparo das bebidas teste foi
realizado da seguinte forma: ferveu-se 300 mL de agua mineral em jarra pirex
por 2,5 minutos em micro-ondas na poténcia alta. Pesou-se 30 gramas de po
de café torrado e moido no coador de papel filtro, espalhando de forma
uniforme e encaixando-o no filtro. Logo antes da fervura (90°C), a agua foi
colocada sobre o p6 umedecendo-o uniformemente; primeiramente, o p6 de
café era molhado da extremidade para o centro do coador; apos, a agua era
despejada em até 5 minutos bem no centro do filtro sem misturar com a colher.
Para o preparo do café adogado, pesou-se 30g de agucar e foi colocado no
copo, despejou-se o café no copo sobre o agucar, com homogeneizagéo
adequada. Para os controles (agua com e sem acgucar), foi mensurado o
volume de agua (300 mL), adogado ou ndo, também bem homogeneizado
quando adogado. O peso do copo antes e depois da ingestdo das bebidas foi
mensurado e essa diferenca forneceu a quantidade de bebida consumida em

gramas.

Dessa forma, o método para preparacdo do café, pelo coador de papel
filtro, sempre foi realizado da mesma forma (30 g de café moido e 300 mL de
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agua), com 30g de agucar ou sem agucar. O café foi servido imediatamente
apés o preparo, em canecas idénticas opacas com tampa, utilizando um
canudo da cor preta para a ingestdo da bebida. Haviam duas canecas
idénticas, uma sempre utilizada para o descafeinado e a outra para o café
cafeinado. Agua (300 mL) com ou sem acucar (30 g) foi servida a temperatura
ambiente no mesmo tipo de caneca utilizada para servir o café.

Assim, tanto os pesquisadores foram cegos para os tratamentos, bem
como os voluntarios para os tipos de café ofertado (descafeinado ou n&o). N&o

foi servido leite nem outro ingrediente ou alimento com as bebidas teste.

5.7 ANALISE DO CAFE

A quantidade (mg / g) de cafeina, das fragdes 3-, 4-, 5- dos acidos
cafeoilquinicos (3-, 4-, 5- CQA) e dos acidos cafeoilquinicos totais (CQA) foi
analisada em quatro marcas comerciais de café, duas cafeinadas e duas
descafeinadas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia no Laboratério de
Bioquimica Nutricional e Alimentar de Quimica da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Brasil. A decisdo de quais marcas comerciais que seriam utilizadas
no estudo baseou-se na menor quantidade de cafeina para o café
descafeinado e a maior propor¢cdo de CQA total em relagdo a cafeina para o
café cafeinado (0,56 mg de CQA total versus 0,95 mg de cafeina). As
quantidades de cafeina, das fragdes 3-, 4-, 5 de CQA e de CQA totais em mg/g
nas marcas de café cafeinado (Café do Ponto Araulto, Coffea arabica L., S&o
Paulo, Brasil) e descafeinado (Mellita descafeinado Classico, Sao Paulo, Brasil)

escolhidas para uso no estudo foram:
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Quando 4. Quantidades em mg/g de cafeina, das fracdes 3-, 4-, 5 e
totais dos ACG.

Café cafeinado Café descafeinado
Cafeina 19,93 3,40
3-CQA 4,22 2,80
4-CQA 5,14 3,39
5-CQA 9,63 6,15
CQA totais 18,99 12,35

O café torrado e moido preparado com o coador de papel filtro perde
parcialmente alguns dos seus componentes (192). Considerando uma perda de
50 a 70% apds o preparo (193), a faixa estimada de cafeina fornecida aos
participantes (mg / kg de peso corporal) foi de 1,4 - 2,0 e 0,24 - 0,33 para o
café cafeinado e descafeinado, respectivamente. Isto € considerado uma
quantidade moderada em comparagao aos niveis oferecidos em ensaios
clinicos que investigaram o café e metabolismo de glicose (isto é, 5-6 mg / kg
de peso corporal) (194, 195).

5.8 AVALIACAO CLINICA E DA INGESTAO ALIMENTAR

Foram avaliadas caracteristicas antropométricas (peso, altura, indice de
massa corporal, circunferéncia abdominal, pressao arterial e composi¢cao
corporal por bioimpedéancia, bem como avaliagdo da ingestdo alimentar antes

de cada experimento, porém esses dados foram objeto de outro trabalho (186).



5.9 ANALISES BIOQUIMICAS

O sangue coletado foi centrifugado (4.000 rpm por 15 minutos) e

aliquotado em microtubos de 1,5 mL, congelado e armazenado a -80°C para

posterior analise. Ressaltando que o plasma coletado para analise dos

incretinicos foi colocado em tubos com EDTA, contendo 10 uL do inibidor da

enzima DPP-IV e o soro coletado para analise do peptideo C foi colocado em

tubos sem EDTA. Foi utilizado kits comerciais de ensaio imunoenzimatico,

ELISA (Millipore, Merck, Alemanha), conforme instru¢do do fabricante. As

caracteristicas dos ensaios utilizados estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Métodos utilizados para determinagdo das variaveis bioquimicas e

suas caracteristicas

Variavel Método de dosagem Sensibilidade CV cv
intra- inter-
ensaio  ensaio

GLP-1 Ensaio imunoenzimatico 2 pmol/L 7,4% <1

(ELISA) a13%

GIP Ensaio imunoenzimatico 4,2 pmol/L 6,45% 3,38%

(ELISA)
Peptideo Ensaio imunoenzimatico 0,05 ng/mL 3,1% 6,86%

C (ELISA)

5.9.1 Procedimentos do ensaio

O GLP-1 foi dosado com a utilizagdo de kit de ELISA (Millipore, Merck,

Alemanha), em placa de 96 pogos. O ensaio foi realizado em duplicada, num
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volume total de 200 pL e executado em 2 dias diferentes. No primeiro dia, era
adicionado 300 pL de tamp&o de lavagem a cada pogo da placa. Logo em
seguida, a placa era incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Apods, a placa era decantada e o excesso de tampéao era descartado em papel
toalha absorvente. Eram entdo adicionados 200 uyL de tampao de ensaio nos
pocos NSB (ligagao nao especifica) A1 e A2, e 100 pyL aos pogos restantes. Na
etapa seguinte, adicionou-se 100 pyL dos padrdes (2, 5, 10, 20, 50 e 100 pM),
em ordem crescente, ao restante dos pocos da fileira A (A3, A4, etc), e nos
pocos da proxima fileira (B) foi adicionado 100 pyL do controle de qualidade 1
(pocos B3 e B4) e do controle de qualidade 2 (B5 e B6). Em seguida, foi
colocado 100 pyL das amostras aos pogos restantes. Por fim, a placa foi movida
gentilmente para mistura apropriada, coberta com o selador e incubada por 24
horas a 4° C. No segundo dia, o liquido da placa era decantado e o excesso
era descartado em papel toalha absorvente. Em seguida, lavava-se a placa 5
vezes com 300 yL do tampédo de lavagem por pogo. Na quarta lavagem, a
placa era incubada com o tamp&o de lavagem durante 5 min a temperatura
ambiente. Apos a quinta lavagem, removeu-se o excesso de tamp&o em papel
toalha absorvente. Imediatamente apds, era adicionado 200 yL do conjugado
de detecgcdo em cada poco, e mantido em incubagdo durante 2 horas a
temperatura ambiente. Na proxima etapa, a placa era decantada, lavada 3
vezes com tampao de lavagem e o excesso de tampéo, removido em toalha
absorvente. Em seguida, foi adicionado 200 yL de substrato diluido a cada
poco, e depois, a placa era incubada por pelo menos 20 min a temperatura
ambiente, no escuro. Assim, era avaliado se havia relag&o significativa de sinal:
ruido no menor ponto da curva-padrdo (ex 2 pM), e o maior ponto da curva
padrao (ex 100 pM) na leitura maxima das unidades relativas de fluorescéncia
do leitor. Se necessario, a placa era incubada por mais tempo. Quando se
tivesse gerado fluorocromo em quantidade suficiente, era adicionado 50 pL da
solugéo stop (de interrupgéo da reagéo) a cada pogo na mesma ordem em que
o substrato havia sido adicionado. Depois disso, a placa era incubada durante
5 minutos a temperatura ambiente no escuro para interromper a atividade da

fosfatase alcalina. Por fim, era feito a leitura da placa num leitor de
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fluorescéncia com um comprimento de onda de excitacdo/emissao de 355/460

nm.

O GIP foi dosado com a utilizagdo de kit de ELISA (Millipore, Merck,
Alemanha), em placa de 96 pogos. Inicialmente, cada pogo da placa era
preenchido com 300 pL de tampdo de lavagem diluido e incubado a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Apds esse procedimento, a placa era
decantada e removia-se a quantidade residual de todos os pogos. Em seguida,
80 uL de tampao de ensaio era adicionado, em duplicata, aos pog¢os da placa
relativo ao branco e aos pogos das amostras. Além disso, 60 uL do tampéao de
ensaio, também em duplicata, era adicionado aos pocos da placa relativo ao
padrao, ao controle de qualidade 1 e ao controle de qualidade 2. Na sequéncia,
adicionou-se 20 uL da solugdo matrix aos pogos da placa relativo ao branco,
padrao e controles de qualidade 1 e 2. Depois, foi adicionado, em duplicata,
20uL dos padrbes na ordem de concentragdo ascendente (2000, 666,66,
222,22, 74,07, 24,69, 8,23 pmol/L) nos pogos apropriados, bem como 20 uL
do controle de qualidade 1 e 20 yL do controle de qualidade 2 aos pogos
apropriados. Apoés, adicionou-se 20 uL das amostras desconhecidas, em
duplicata, nos pocgos restantes. Para o melhor resultado, todas as adi¢des
devem ser concluidas em 30 minutos. Na etapa seguinte, a placa foi coberta
com selador e incubada a temperatura ambiente durante 1,5 horas em um
shaker de placa de microtitulagdo orbital, configurado para se movimentar em
uma velocidade moderada, entre 400 a 500 rpm. Na sequéncia, foram
removidos o selador e as solugcdes de decantacéo da placa. Depois, cada pogo
da placa foi lavado 3 vezes com 300uL de tamp&o de lavagem diluido, e
procedia-se a decantagao da placa apos cada lavagem para remover o tampéo
residual. Apos esse procedimento, adicionou-se 100 pL do anticorpo de
deteccdo a todos os pogos, e logo em seguida, a placa era coberta com o
selador e incubada a temperatura ambiente durante 1 hora no shaker de placa
de microtitulag&do orbital, numa velocidade moderada. Em seguida, o selador de
placa era removido e as solugcbes da placa decantadas. Na sequéncia, os
pocos da placa eram lavados 3 vezes com 300 pL do tampé&o de lavagem
diluido, e apos cada lavagem, a placa era decantada. Na proxima etapa, foi
adicionado 100 pL da solugédo enzimatica em cada pogo da placa, e logo apos,
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a placa era coberta com o selador e incubada a temperatura ambiente durante
30 minutos nos shaker de placa de microtitulagdo na velocidade modera. Em
seguida, o selador foi removido e as solugbes da placa decantadas. Na
sequéncia, lavou-se os pogcos 3 vezes com 300 yL do tamp&o de lavagem
diluido, e apds cada lavagem, era realizada a decantagcdo da placa para
remover o tampao residual. Na etapa seguinte, foi adicionado 100 pL da
solugcdo de substrato a cada poco, sendo a placa coberta pelo selador e
incubada no shaker de placas durante 5 a 20 minutos. Era esperado a
formacéo da cor azul nos pocos relativo aos padrdes, sendo que a intensidade
da coloracao era proporcional as concentragdes crescentes de GIP. Por fim, o
selador foi removido e 100 yL da solugao de parada foi adicionada a placa,
sendo essa agitada manualmente para garantir uma mistura completa da
solucdo em todos os pocos. Esperava-se a transformacdo da cor azul em
amarelo apds a reacado de acidificagao. Assim, em um leitor de placas, foi
avaliado a absorbancia 450 nm e 590nm dentro de 5 minutos e assegurado de
que nao havia bolhas de ar em qualquer pogo. Feito isso, era registrado a
diferenca de unidades de absorbancia. A absorbancia do padrdao GIP mais alto
deve ser aproximadamente 2.0-3.2 ou ndo exceder a capacidade do leitor de

placas usado.

O peptideo C foi dosado com a utilizagdo de kit de ELISA (Millipore,
Merck, Alemanha), em placa de 96 pogos. Inicialmente, foram adicionados 300
puL do tampéo de lavagem 1 vez a cada pogo da placa, que foi em seguida
incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos. Depois deste periodo, o
tampao foi removido por decantagcdo e os pogos foram lavados, mais duas
vezes, do mesmo modo. Apds esta etapa, foram adicionados 40 uL do tampao
de ensaio em cada poco da placa relativo ao branco, padrdo e controle de
qualidade. Em seguida, foram adicionados 50 puL do tamp&o de ensaio em cada
poc¢o da placa relativo as amostras, e 10 yL do tampao de ensaio aos pogos da
placa relativo ao branco. Na sequéncia, adicionou-se 10 pyL da solugdo matrix
aos pocgos da placa relativo ao branco, padrao e controle de qualidade. Apds
isso, adicionou-se 10 pyL do controle de qualidade 1 e do controle de qualidade
2 em duplicata aos pogos apropriados, bem como 10 yL do soro das amostras
dos voluntarios em duplicata aos pogos apropriados. Depois, foi adicionado 20
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ML do anticorpo de detecgdo a cada pogo da placa, sendo ela coberta com
selador e incubada em temperatura ambiente (20 a 25° C) durante 2 horas no
shaker de microplacas. Apds essa incubacao, o selador da placa era removido
e procedia-se a decantagao, batendo a placa contra o papel absorvente para
remover o excesso de solugbes nos pogos. Na etapa seguinte, cada pogo da
placa era lavado com 300uL do tampao de lavagem 5 vezes, sendo a placa
decantada apds cada lavagem. Apos esse procedimento, 80 uL de solugéo
enzimatica foi adicionada em cada pog¢o da placa, sendo ela coberta com o
selador e incubada em temperatura ambiente por 30 minutos no shaker de
microplacas. Na préxima etapa, cada poc¢o da placa era lavado novamente com
300 pL do tampéo de lavagem 5 vezes, e a placa era decantada apos cada
lavagem do mesmo modo. Na sequéncia, adicionou-se 80 uyL da solugéo de
substrato a cada poco, a placa foi coberta com o selador e colocada no shaker
de microplacas por 12 a 19 minutos. Apds esse periodo, era esperado uma
coloragao azul nos pocgos relativo ao padrdo com intensidade proporcional a
concentracdo do peptideo C. Em seguida, o selador foi removido e a reagéo
era interrompida com a adi¢cao de 80 pL da solucédo de parada em cada poco,
além disso, a placa era agitada manualmente para assegurar a mistura
completa da solugcdo em todos os pogos. Assim, era esperado que a coloragao
azul se tornasse amarela apo6s a acidificagdo. Por fim, procedeu-se a leitura da
absorbancia a 450 nm em um leitor de placas em 5 minutos, assegurando-se
que nao havia nenhuma bolha de ar em nenhum poco. A absorbancia do
padrao mais concentrado deve ser de 2,4 a 2,8.

5.9.2 Calculo da concentragao dos horménios incretinicos e peptideo C

As analises e calculos da concentragdo dos horménios incretinicos e

peptideo C foram realizados pelo site myassays.com.

GLP-1: Para o calculo da concentracdo da amostra utilizou-se a curva
linear-linear spline. Como este € um ensaio direito de ELISA, a RFU (relative
fluorescence unit) € diretamente proporcional a concentragdo de GLP-1 na

amostra e pode, entao, ser transformada em concentragéo.
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GIP: A curva dose-resposta deste ensaio foi realizada por meio de uma
equagao logistica 5 -paramétrica.

Peptideo C: A curva dose-resposta deste ensaio foi realizada por meio
de uma equacéo logistica sigmoidal 5-paramétrica.

Para descricdo dos resultados, a concentragcdo dos peptideos obtidas
apos a administracado da bebida teste e antes da administragdo da sobrecarga
oral de glicose foi considerada a “concentracédo basal” e a concentragdo dos
peptideos obtidas apdés a sobrecarga oral de glicose foi considerada a

‘concentragao pos sobrecarga de glicose”.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Foi empregado o teste de Lavele para avaliar a homogeneidade da
variancia e o teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo de normalidade. A analise
de variancia unidirecional (ANOVA) foi utilizada para detectar diferengas nas
caracteristicas basais e para avaliar a ingestdo alimentar e, quando apropriado,
o teste de Tukey para comparagdes post hoc. Com a utilizagdo do programa
SAS®, versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), foi implementada
analise de dados de medidas repetidas com procedimento misto (PROC
MIXED), que considera a estrutura de covariéncia dos dados (196). O protocolo
definido no PROC MIXED utilizou a opgdo REML; com o sujeito como efeito
aleatorio, tempo como medida repetida, op¢ao de matriz de covariancia ARh
(autoregressiva heterogénea) e interagao tempo tratamento para cada medida
de concentragédo sérica hormonal e glicose. A matriz de covariancia ARh foi
utilizada porque o periodo de tempo entre as sessdes de tratamento variou
durante o protocolo (Figura 2). O modelo foi elaborado considerando os valores
basais e o delineamento experimental (quadrado de Williams). Para avaliagéo
da concentragdo sérica de GLP-1, o modelo também incluiu a ingestdo de
gordura no jantar da noite anterior a do experimento. A avaliacdo da
composicao desta refeigao identificou maior ingestdo de gordura anteriormente
ao tratamento com agua entre os voluntarios. A média do quadrado minimo do

SAS PROC MIXED foi utilizada e comparada entre os tratamentos e, para cada
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tratamento, entre os diferentes tempos analisados. O teste t para comparagao
das meédias dos minimos quadrados (LS means) foi implementado para
comparar as médias das variaveis relativas a cada tratamento em cada ponto
de tempo. Foi adotado como critério de significancia estatistica o valor p < 0.05.
Os valores basais sdo apresentados como média e desvio padrao (SD),
enquanto que os parametros de metabolismo da glicose (glicose, insulina,
peptideo C, GLP-1 e GIP) como as médias dos minimos quadrados obtidas da

analise de medidas repetidas e como erro padrao da média (SEM).

Utilizou-se uma comparacéo planejada contra as condi¢gdes de controle,
agua ou agua com agucar, para reduzir o risco do erro de tipo | devido a
comparagdes multiplas e para responder as hipéteses levantadas. Um método
B-Y (método Benjamin-Yekutieli) (197) foi aplicado ao valor p para
comparagdes entre a agua, e os tratamentos com café cafeinado e

descafeinado, com um valor critico de p <0,02727.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DOS SUJEITOS DO ESTUDO

Dezessete participantes completaram o protocolo do estudo e suas
caracteristicas basais estdo apresentadas na Tabela 2. Todos os participantes eram
consumidores habituais de café (1-3 xicaras/dia) e atendiam a exigéncia de glicemia
em jejum menor que 70-99 mg/dL antes de cada sessao experimental.

Nao houve diferencas significativas no peso corporal (p = 0,99), glicemia
capilar (p = 0,97), ou numero de horas de sono (p = 0,66) no inicio de cada sess&o
experimental. Além disso, ndo houve diferengas significativas na ingestdo de
alimentos (energia, macronutrientes, consumo de fibra e cafeina, indice glicémico,
carga glicémica; p> 0,08) na refeicdo noturna antes de cada sess&o experimental,
com excecado da ingestdo de gordura, significativamente maior na véspera da sesséo
que envolveu a administracdo de agua (W) (p <0,05). A média de ingestdo de
gordura alimentar (SD) (g) para os grupos foi: café cafeinado com agucar 32,5 (17,8)
e agua com agucar 23,5 (12,9); café cafeinado sem agucar 30,1 (19,3); café
descafeinado 32,0 (20,7); e agua 50,5 (18,7).
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Tabela 2. Caracteristicas basais dos sujeitos do estudo (n= 17).

Variavel Média SD Variagao
Idade (anos) 26 4,4 20-35

Peso (kg) 72,2 5,7 61,1-80,9
Indice de massa corporal (kg/m?) 23,4 2,0 20,0-27,7
Circunferéncia abdominal (cm) 84,1 4,4 77,0-92,0
Gordura corporal (%) 18,6 5,6 8,8-25,2
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 115 7,3 100-128
Pressdo arterial diastdlica (mmHg) 74 6,1 60-84

Glicemia de jejum (mg/dL) 88,2 7,2 73,8-97,2
Consumo de café (mL/dia) 247 121,8 100-500
Tempo de ingestdo de café (anos) 8 5,1 2-20

6.2 AVALIACAO DO EFEITO DAS BEBIDAS ADOGADAS E DAS BEBIDAS
SEM AGCUCAR SOBRE A CONCENTRAGCAO SERICA DE GLICOSE,

INSULINA, PEPTIDEO C, GLP-1 E GIP

Foram realizadas duas analises separadas em relacdo as respostas da

concentracéo sérica de glicose, insulina, peptideo C, GLP-1 e GIP as bebidas

adocadas, comparadas entre si, e entre as bebidas sem acucar, também

comparadas entre si.
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Os dados foram analisados usando modelo Proc Mixed e s&o
apresentados como média dos minimos quadrados com erro padrdo omitido
para maior clareza. Valores médios foram comparados utilizando o teste t de
Student.

Foi observado que a comparacao dos resultados obtidos em resposta a
ingestao do café cafeinado com agucar com os da agua com agucar permitiram
determinar o efeito do café sobre as diferentes variaveis analisadas. O efeito
das diferentes preparagcbes de bebida (café cafeinado sem agucar e café
descafeinado) sobre estas variaveis foi observado comparando-se os efeitos

destas preparagdes com o efeito da agua pura.

Estes efeitos também foram analisados em condi¢gdes basais (somente
em resposta a administracdo da bebida teste) e apds a administracdo de
glicose (via oral seguida pela administragdo via intravenosa). Sendo que os
resultados relacionados a glicose marcada intravenosa foram discutidos em 2
outros trabalhos desse grupo de pesquisa (39, 186) e ndo representam o foco
do presente estudo.

6.2.1 Avaliagcao do efeito das bebidas adogadas sobre a concentragao

sérica de glicose e insulina

Esses resultados também n&o foram escopo desse trabalho, porém,
serdo descritos de forma resumida. Para maiores detalhas vide os estudos
publicados previamente (39, 186).

Os resultados referentes aos experimentos com as bebidas teste
adogadas (café cafeinado com agucar e agua com acgucar) foram os seguintes:
as concentragbes séricas de glicemia e de insulina aumentaram apds 30
minutos do consumo de agua com acgucar, quando comparado ao café
cafeinado com agucar (p<0,05). Além disso, apdés 90 minutos ou 30 minutos
depois da ingestdo de 75 g de dextrosol, o café cafeinado com agucar
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proporcionou maior elevagcao da concentracdo sérica de insulina, quando

comparado a agua com agucar (p<0,05).

6.2.2 Avaliagao do efeito das bebidas adogadas sobre a concentragao

sérica de peptideo C

Apds 30 minutos, a concentragao serica de peptideo C foi superior em
resposta a ingestdo de agua com agucar, quando comparada ao café cafeinado
com agucar (Figura 4).

Apd6s 90 minutos, ou 30 minutos depois da ingestao de 75g de dextrosol,
foi observado aumento da concentracdo sérica de peptideo C, maior em
resposta ao café cafeinado com agucar, quando comparado a agua com
acucar. Apos 105 minutos (45 minutos depois da ingestao de 75g de dextrosol),
foi observado maior concentracdo de peptideo C em resposta a agua com
agucar, quando comparado ao café cafeinado com agucar (Figura 4).

Apo6s 121 minutos, ou 61 minutos depois da ingestdo de 75g de dextrosol, foi
observada maior concentragcédo do peptideo C em resposta a agua com agucar,
quando comparada ao café cafeinado com agucar. Ao final do experimento,
aos 285 minutos, a concentragdo de peptideo C foi superior em resposta a
agua com agucar, quando comparado com ao café cafeinado com agucar
(Figura 4).
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Figura 4. Concentragéo sérica de peptideo C apds a administracdo de café cafeinado
com acgucar e agua com acgucar. Foi usado o teste t para comparacgdes entre os dois
grupos e os valores médios foram estatisticamente significantes se p <0,05. (*)

6.2.3 Avaliagao do efeito das bebidas adogadas sobre a concentragao
sérica do horménio incretinico GLP-1

Observou-se que 30 e 60 minutos apds a ingestdo das bebidas teste,
houve elevagao significativa da concentragao sérica de GLP-1 em resposta ao
café cafeinado com acgucar, quando comparado a agua com agucar (Figura 5).

Nos demais periodos de tempo analisados, incluindo apos a ingestdo de
75g de dextrosol no tempo 60 minutos, ndo foi observada diferenca da
concentracdo sérica de GLP-1, quando se comparou o café cafeinado com

agucar e a agua com agucar (Figura 5).
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Figura 5. Concentragao sérica de GLP-1 apds a administracdo de café cafeinado com
agucar e agua com agucar. Foi usado o teste t para comparacdes entre os dois grupos
e os valores médios foram estatisticamente significantes se p <0,05. (*)

6.2.4 Avaliagcao do efeito das bebidas adogadas sobre a concentragao
sérica do horménio incretinico GIP

A concentragao sérica de GIP elevou-se com maior magnitude 30 e 60
minutos apds a ingestdo da agua com agucar, em relagdo ao café cafeinado
com acucar. (Figura 6). Entretanto, 90 e 120 minutos apods ingestédo do café
cafeinado com agucar (30 e 60 minutos apos 75 g de dextrosol), houve maior

aumento do GIP, quando comparado a agua com agucar (Figura 6).
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Figura 6. Concentragédo sérica de GIP apds a administragdo de café cafeinado com
agucar e agua com agucar. Foi usado o teste t para comparacdes entre os dois grupos
e os valores médios foram estatisticamente significantes se p <0,05. (*)

6.2.5 Avaliacao do efeito das bebidas sem acgucar sobre a concentragao

sérica de glicose e insulina

Esses resultados também n&o foram escopo desse trabalho, porém,
serdo descritos de forma resumida. Para maiores detalhas vide os estudos (39,
186).

Os resultados referentes aos experimentos com as bebidas teste nao
adogadas (café cafeinado sem acgucar, café descafeinado e agua) foram os
seguintes: apdés 90 minutos, ou 30 minutos depois da ingestdo de 75g de
dextrosol, foi observado aumento da concentracdo sérica de glicose em
resposta ao café cafeinado sem acucar, quando comparado ao café
descafeinado (p<0,027). Nos demais periodos de tempo analisados, ndo foi
observada diferenca da concentragdo sérica de glicemia, quando se comparou
as 3 bebidas teste ndo adogcadas. O mesmo ocorreu em relagdo a
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ndo houve significancia estatistica da

concentragdo desse horménio apos a ingestdo do café cafeinado sem agucar,

do café descafeinado e da agua.

6.2.6 Avaliagcao do efeito das bebidas sem acgucar sobre a concentragao

sérica de peptideo C

Foi observado que 135 minutos apds a ingestado de café cafeinado sem

agucar, a concentracdo de peptideo C foi superior, em relacdo ao café

descafeinado (Figura 7). Nos demais periodos de tempo analisados, nao foi

observada diferenca da concentracdo seérica de peptideo C, quando os

diferentes tratamentos ndo adogados foram comparados (Figura 7).
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Figura 7. Concentragéo sérica de peptideo C apds a administracdo de café cafeinado
sem acucar, café descafeinado e agua. Diferenca significativa: I café cafeinado sem
agucar vs café descafeinado. Uma corregcdo de valor critico para a comparagao
multipla foi aplicada com Método B-Y (p <0,02727).
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6.2.7 Avaliagcao do efeito das bebidas sem acgucar sobre a concentragao
sérica do horménio incretinico GLP-1

Ap6s 30 minutos da ingestdo do café cafeinado sem acgucar, a
concentracédo sérica de GLP-1 foi superior em relagdo ao café descafeinado,
nao sendo observada diferengca na concentragao sérica do GLP-1 nos demais
periodos de tempo analisados, quando os diferentes tratamentos ndo adogados
foram comparados (Figura 8).
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Figura 8. Concentracdo de GLP-1 apdés a administracdo de café cafeinado sem
agucar, café descafeinado e agua. Diferencga significativa: f café cafeinado sem agucar
vs café descafeinado. Uma correg¢do de valor critico para a comparagdao multipla foi
aplicada com Método B-Y (p <0,02727).

6.2.8 Avaliacao do efeito das bebidas sem acguicar sobre a concentragao

sérica do hormonio incretinico GIP

Em relacdo a concentragdo sérica de GIP, ndo houve diferenca
estatistica em todos os periodos de tempo avaliados, tanto apds a ingestdo das



94

bebidas testes n&o adogadas, como apds a ingestdo de 75g de dextrosol
(Figura 9).

- , .
100- Café cafeinado

-« Café descafeinado

80- <+ Agua

[GIP] pmol/L
g

c T T T T T T T T T 1
0 30 60 9 120 150 180 210 240 270 300

Tempo (min)

Bebida TOTG
Teste

Figura 9. Concentragéo sérica de GIP ap6s a administragdo de café cafeinado sem
acucar, café descafeinado e agua.

Assim, essa avaliacdo subdividida dos efeitos das bebidas adocadas
entre si (café cafeinado com agucar e agua com agucar) e das bebidas sem
acucar (café cafeinado sem acgucar, café descafeinado, e agua) sobre as
variaveis estudadas nos permitiu verificar que a concentracdo sérica pés-
absortiva de peptideo C aumentou nos dois tratamentos que contém agucar 30
e 60 minutos apds a ingestdo das bebidas testes. Apos a sobrecarga oral de
glicose, houve um pico na concentragéo sérica de peptideo C 90 minutos apos
a ingestdo da bebida teste (30 minutos apos a sobrecarga oral de glicose). A
ingestdo do café cafeinado com agucar promoveu maior elevagdo da

concentragcdo sérica de peptideo C e GIP em comparagdo com agua com
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acucar no tempo 90 (Figura 4 e 6). A concentragédo sérica de peptideo C foi
significativamente maior apds 135 minutos da ingestdo do café cafeinado sem
acucar, comparado ao café descafeinado. (Figura 7). A concentragéo sérica de
GLP-1 foi superior apoés 30 minutos da ingestdo de café cafeinado sem agucar
em relagao ao café descafeinado (Figura8).

A Tabela 3 mostra os resultados da analise do modelo misto com os
parametros metabdlicos para cada tratamento, descritos como média LS *
SEM. Nao foram observadas diferengas significativas na concentragdo sérica
de GLP-1 (p = 0,43) entre os tratamentos durante os experimentos de 285
minutos. As concentracdes séricas de peptideo C e de GIP mostraram
diferenca significativa entre os tratamentos, porém foram atribuidas a presenca
de agucar. Observando-se os grupos analisados, ndo foram detectadas
diferencas estatisticas. Por exemplo, na comparagao entre o café descafeinado
e o café cafeinado sem acucar para a avaliacao do peptideo C, o valor de p
calculado foi de 0,0292, mas apés a corre¢gao do método B-Y, ele ndo alcancou
significancia estatistica.
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Tabela 3. Média dos minimos quadrados dos parametros metabdlicos em cada

grupo de tratamento.

Peptideo-C GLP-1
(nmol/L)

Tratamento (pM) (pmol/L)

Média SEM Média SEM Média SEM
Café cafeinado com agucar 1,16 0,08 4,47 0,27 47,00 2,80
Agua com agucar 1,24 0,08 3,83 0,27 44,92 3,00
Café cafeinado 1,08 0,07 4,30 0,28 31,63 2,98
Café descafeinado 0,86 0,07 3,93 0,28 33,42 2,88
Agua 0,98 0,07 4,08 0,29 28,10 3,02
Valor de p 0,002 0,43 <0,0001

GLP-1: peptideo semelhante ao glucagon-1; GIP: peptideo inibidor gastrico. N=17

O valor de p refere-se ao procedimento de modelo misto (PROC MIXED) com sujeito como
efeito aleatdrio e tempo como medida repetida para comparar os efeitos das bebidas.
Nenhuma diferenca significativa foi detectada para comparacdo planejada entre as bebidas

contendo agucar. Também ndo foi detectada diferenca significativa para comparacgées entre as

bebidas sem acucar.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito do café com e sem acgucar e do café
descafeinado sobre a concentracao sérica do GLP-1, GIP e peptideo C em homens
jovens e saudaveis. A agua adogada foi o controle do café cafeinado adogado e a
agua pura, do café cafeinado ndo adogado e do café descafeinado. Estes efeitos
foram analisados em condigbes basais (somente em resposta a administragado da
bebida teste) e apds a administragdo de glicose por via oral.

Houve maior ingestdo de gordura na refeicdo noturna antes de cada sessao
experimental no grupo controle agua (W) (P<0,05). Apesar disso, ndo ha descrigéo
na literatura do efeito da distribuicdo de macronutrientes sobre a agao do café na

glicemia ou horménios incretinicos.

Os resultados foram separados considerando as bebidas adogadas (café
cafeinado adogado e agua com agucar) e nao adogadas (café cafeinado, café
descafeinado e agua), para se avaliarem os efeitos de cada bebida com seu controle

mais facilmente.

Na analise das bebidas adoc¢adas, a concentragao sérica de peptideo C basal
foi menor apds a ingestao de café cafeinado com agucar, em relagdo a agua com
acucar. Porém, apds a sobrecarga de glicose, a concentragao sérica de peptideo C
elevou-se de forma mais rapida, como também caiu mais precocemente, apos a
ingestao de café cafeinado com agucar em relagdo a agua com acgucar. Estes dados
apontam para possivel efeito do café em aumentar a fungdo secretéria da célula

beta pancreatica em resposta a sobrecarga oral de glicose.

A analise dos hormdnios incretinicos evidenciou respostas diferentes quando
foi avaliada a ingestdo das bebidas adogadas. A concentracdo sérica de GLP-1
basal foi maior em resposta ao café cafeinado com agucar, comparado a agua com
acucar. Entretanto, o café cafeinado ndo modificou a concentragdo sérica deste
horménio apds a administragdo de glicose via oral. Estes resultados sugerem que o
café possa apresentar efeito discreto sobre a secrecdo de GLP-1, ndo mais
observado em cenario de exposi¢cao a sobrecarga de glicose, um potente estimulo
para a secrec¢ao deste horménio (35-38).
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A concentracao sérica basal de GIP, por sua vez, foi menor apds a ingestéo
de café cafeinado com agucar, comparado a agua com acgucar. Quando se
administrou a glicose oral, sua concentracdo sérica aumentou de forma mais
significativa apos a ingestao de café cafeinado com agucar, comparado a agua com
acucar. A quantidade de acgucar presente no café adogado era de 30 gramas,
enquanto que a quantidade de glicose administrada durante o teste de sobrecarga
oral era de 75g. Dessa forma, foi necessaria uma maior carga glicémica associada

ao café cafeinado para se observar aumento da secregao de GIP.

O efeito das preparacgdes de café nao adogados (café cafeinado sem agucar e
café descafeinado) sobre as variaveis analisadas foi comparado com o efeito da
agua pura. Nesta analise das bebidas ndo adogadas, apds a sobrecarga oral de
glicose, a elevacéo da concentragéo sérica do peptideo C foi menor apos a ingestéao
de café descafeinado, em relacdo a de café cafeinado. Nao houve alteracdes
significativas quando se avaliou o efeito destas bebidas teste sobre as
concentragdes basais do peptideo C. Este achado sugere que a cafeina contribuiria
para maior secrec¢ao de insulina em resposta a sobrecarga de glicose.

Em relacdo aos horménios incretinicos, a concentracao sérica basal de GLP-1
foi menor apds a ingestdo de café descafeinado sem agucar, comparado ao café
cafeinado sem acucar. Entretanto, estas bebidas testes ndo promoveram mudancas
significativas da concentracdo sérica de GLP-1 apds a sobrecarga oral de glicose,
bem como sobre a concentragdo sérica de GIP basal ou apds a administragao oral
de glicose. Considerando-se que (i) o café cafeinado com agucar aumentou a
concentragéo sérica de GLP-1 em relagdo a agua com agucar, (ii) o café cafeinado
sem acgucar nao modificou a concentragéo sérica de GLP-1 em relagdo a agua e (iii)
o café descafeinado sem agucar resultou em menor concentragéo sérica de GLP-1
em comparagdo com o café cafeinado sem acucar, € possivel que a cafeina
antagonize a ac¢ao de algum composto, presente no café, que reduz a concentragéo
de GLP-1 e que a cafeina potencialize o efeito de carga menor de glicose (30g,
como a presente na bebida teste), mas ndo de carga maior (75g) sobre a secrecéo
de GLP-1. A primeira possibilidade explicaria o efeito do café descafeinado em
reduzir a concentragdo basal de GLP-1, ao passo que o segundo explicaria o efeito

do café cafeinado com agucar aumentar a concentragdo desta incretina.
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No estudo de Johnston et al (2003) (198), foi observado redugdo da
concentracdo de GIP durante todo o experimento, com duragao de 180 min, apds a
ingestao de café cafeinado e descafeinado adogados, comparado ao controle (agua
com acgucar). Estes achados s&o similares aos do presente estudo, pois a
concentracédo de GIP basal foi menor apds a ingestdo de café cafeinado com agucar,
em relagdo a agua adogada. Entretanto, neste estudo, apds a sobrecarga glicémica
de 75 gramas, a concentragado do GIP foi maior ap6s o consumo de café adogado,
comparado a agua com agucar, provavelmente devido a maior carga glicémica. No
estudo de Johnston et al (2003) (198), ndo foi avaliada a resposta incretinica apos
esta sobrecarga glicémica. Em relagdo ao GLP-1, Johnston et al (2003) (198)
observou aumento da concentracdo sérica de GLP-1 apods a ingestdo de café
descafeinado adogado em relagdo a agua adogada, entre o tempo 0 e o tempo 120
minutos (incremento da area sobre a curva). Porém, o café descafeinado adogado
nao foi avaliado no presente estudo.

No estudo de Greenberg et al (2010) (195), foi observado que o café
descafeinado sem acucar suscitou menor concentragao sérica de GIP comparado a
bebida teste contendo cafeina e ao placebo contendo agua pura, 60 minutos apos a
ingestdo das bebidas teste e antes da sobrecarga oral de glicose. No presente
estudo, as bebidas ndo adogadas (café cafeinado, café descafeinado e agua pura)
nao levaram a modificagao significativa da concentragédo sérica de GIP basal e pds
estimulo por sobrecarga oral de glicose. Isso pode ser justificado pelo fato no estudo
de Greenberg et al (2010) (195) terem sido fornecidos 57 gramas de café
descafeinado, enquanto no presente estudo a quantidade foi de apenas 30 gramas.
Além disso, o presente estudo ndo avaliou uma bebida teste contendo somente

cafeina.

Similarmente ao presente estudo, Olthof et al (2011) (199) evidenciaram que
12 gramas de café descafeinado ndo adogado ndo alteraram significativamente a
concentragéo global (area sob a curva) do GLP-1 ou do GIP em relagdo ao placebo
(1 grama de manitol) durante o teste de sobrecarga oral.

No estudo de Beaudoin et al (2011) (200), o café cafeinado e descafeinado
sem acucar desencadearam uma maior concentracdo sérica de GLP-1 apds a

sobrecarga de glicose oral de 75 gramas, comparado ao controle agua. O café
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cafeinado sem acgucar, isoladamente, promoveu aumento do GIP neste mesmo
tempo, em relagdo ao café descafeinado sem agucar e ao controle. Estes achados
nao foram confirmados no presente estudo, pois apos a sobrecarga de glicose tanto
a concentragdo de GLP-1 como a de GIP ndo se alteraram de forma significativa,
quando foram avaliadas as bebidas teste ndo adogadas. Uma explicagdo possivel
para estas diferengcas é que o estudo de Beaudoin et al (2011) (200) avaliou o
comportamento dos horménios incretinicos apos o consumo inicial de uma bebida
teste, com conteudo lipidico, previamente as bebidas teste contendo café e ao teste
oral de tolerancia a glicose, diferentemente do presente estudo, em que ndo houve
esta analise prévia com a bebida de conteudo lipidico. Sabe-se que além da glicose
e dos carboidratos, os lipidios também estimulam a secregéo de GLP-1 e GIP (38).

Ainda em relagédo ao estudo de Beaudoin et al (2011) (200), a concentragéo
basal de peptideo C n&o se modificou apoés a ingestdo de café cafeinado ou
descafeinado ndo adogados, comparado ao controle agua ndo adogada, o que esta
em concordancia com os achados do presente estudo. Apos a sobrecarga de glicose
oral, também ndo houve alteracdo da concentracido de peptideo C quando foi
avaliada a ingestdo de café cafeinado ou descafeinado ndo adogados comparados
entre si ou ao controle agua. Entretanto, no presente estudo, a concentragdo de
peptideo C foi reduzida apos a ingestdo do café descafeinado sem acucar,
comparado ao café cafeinado sem agucar, apds a sobrecarga de glicose. Ambos os
estudos analisaram o café filtrado, porém a quantidade de café em gramas, bem
como a quantidade de cafeina presente no café cafeinado administrado, foram
maiores no presente estudo. Apesar disso, o estudo de Beaudoin et al (2011) (200)
nao menciona a quantidade de cafeina presente no café descafeinado utilizado.
Com isso, se for considerado que a quantidade de cafeina do café descafeinado
utilizado no estudo de Beaudoin et al (2011) (200) foi maior que a do presente

estudo, este aspecto poderia justificar a diferenga encontrada entre os estudos.

No estudo de Fernemark et al (2013) (201), foi avaliado o efeito de trés tipos
de dieta, incluindo somente café da manha e almogo, na concentragdo sérica de
glicose, insulina e GIP. A dieta com baixo teor de gordura foi considerada o controle,
sendo comparada com a dieta de baixo teor de carboidrato e com a dieta
Mediterranea. O café cafeinado ndo adogado era fornecido aos participantes no café
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da manha dos trés tipos de dieta, porém, na dieta Mediterranea, o café cafeinado
nao adocado era o unico alimento fornecido. Apés o consumo do café da manha
correspondente as dietas com baixo teor de gordura e de carboidrato, em que
estava incluido o café cafeinado sem acgucar, além de outros carboidratos, lipidios e
proteinas, a concentragao de GIP elevou-se de forma mais pronunciada em ambas
as dietas, comparadas a dieta Mediterranea. No presente estudo, a concentragao de
GIP ndo se modificou apds a sobrecarga de glicose, quando era administrado
previamente o café cafeinado ndo adogado. Contudo, a comparacao deste aspecto
entre os dois estudos fica prejudicada, pois no estudo de Fernemark et al (2013)
(201) foi fornecido café da manh& completo (a dieta com baixo teor de gordura
forneceu 13,7 gramas de proteinas, 34,5 gramas de carboidratos,11,95 gramas de
gorduras, e a dieta com baixo teor de carboidratos forneceu 26,9 gramas de
proteinas, 17,3 gramas de carboidratos, 29,1 gramas de gorduras), enquanto no
presente estudo, somente 75 gramas de glicose.

No estudo de Ochiai et al (2014) (202), foi avaliado o efeito de uma bebida
teste contendo polifendéis do café (600 mg de ACG, sem cafeina),
concomitantemente a uma sobrecarga oral de glicose de 75 gramas, comparado a
sobrecarga oral de glicose isoladamente. Dessa forma, ndo houve diferenca
significativa entre esses tratamentos sobre a concentragdo de GLP-1 e GIP,

resultados concordantes com o presente estudo.

No estudo de Jokura et al (2015) (203), foi observado aumento da
concentragcdo de GLP-1, principalmente nos individuos com menor indice
insulinogénico, apdés a ingestdo de bebida teste contendo extrato de polifendis
provenientes do café (355 mg de CQA e 54,9 mg de cafeina), associado a refeicédo
teste de 115 gramas (75 gramas de carboidratos; 28,5 gramas de gorduras; 8
gramas de proteinas) em relacédo ao placebo (bebida teste com 54,9 mg de cafeina,
associada a mesma refei¢cao teste com 115 gramas). Este achado foi discordante do
observado no presente estudo, em que a concentragdo de GLP-1 ndo se modificou
ap6s consumo de café ndo adogado e posterior administracdo de 75 gramas de
glicose, comparado as outras bebidas teste ndo adogadas. Isso pode ser justificado
pelo fato de Jokura et al (2015) (203) terem avaliado a concentragao de GLP-1 apos

uma refeicdo completa, em conjunto com a bebida teste contendo &acidos
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clorogénicos e baixa quantidade de cafeina, ndo sendo analisado, assim, o café
propriamente dito. Jokura et al (2015) (203) também néo evidenciaram alteracdo da
concentracédo de GIP em relagao ao placebo, concordante o presente estudo.

No estudo de Girolamo et al, 2016 (204), avaliou-se o efeito do café cafeinado
sem agucar com baixa concentragdo de cafeina (197 mg/dia), variedade Arabica
Laurina. Foi comparada a torrefagdo leve com a torrefacdo escura e a diferenga dos
dois tipos de torrefagdo com seus respectivos washouts. O café do tipo expresso era
ingerido 4x/dia, durante 1 semana. Neste cenario, houve elevacéo significativa da
concentracdo de GLP-1 30 min apds a sobrecarga de glicose oral de 75 gramas,
tanto quando se avaliou o efeito dos dois tipos de café, em relacdo aos seus
respectivos washouts, quanto o efeito do café de torrefacdo escura, comparado ao
café de torrefacao leve. Diferentemente do presente estudo, em que a concentragao
sérica de GLP-1 ndo se modificou apds a sobrecarga de glicose. As variaveis que
poderiam explicar as diferengas encontradas entre os estudos seriam: (i) tipos de
café utilizados, (ii) a comparagao de torras de café entre si e com seus respectivos
washout, (iii) a maior quantidade de cafeina no café do presente estudo, bem como
(iv) o delineamento experimental, em que foi avaliada a concentracédo de GLP-1
apo6s o consumo de 4 xicaras de café por dia durante 1 semana.

Ha grande variabilidade nos métodos empregados pelos estudos
intervencionistas que exploraram o efeito do café associado ou ndo a uma
sobrecarga de glicose sobre a concentracédo plasmatica de incretinicos, dificultando,

assim, a interpretacdo e comparacao de seus dados com os do presente estudo.

Em relagdo ao café e agua adogados, o estudo de Johnston et al (2003) (198)
foi o unico que avaliou bebidas teste com acgucar, apresentando resultados
semelhantes aos do presente estudo. Entretanto, os seus resultados ndo foram
totalmente concordantes por conta da analise do café descafeinado adogado e da
nao realizagéo da sobrecarga oral pelo estudo de Johnston et al (2003) (198).

A maioria dos estudos utilizou as bebidas teste ndo adogadas, incluindo o
café cafeinado, café descafeinado e agua pura. Os estudos de Olthof et al (2011)
(199) e Ochiai et al (2014) (202) tiveram resultados semelhantes com o presente
estudo. Jokura et al (2015) (203) e Beaudoin et al (2011) (200) apresentaram
resultados parcialmente concordantes com o do presente estudo. Jokura et al (2015)



103

(203) demonstraram que a resposta da concentragédo de GIP se comportou de forma
similar, porém o mesmo ndo ocorreu 0 com a resposta da concentragcao de GLP-1.
Este estudo avaliou uma bebida teste com polifendis do café associado a uma
refeicdo, diferentemente do presente estudo, que analisou o café e a sobrecarga de
glicose. Beaudoin et al (2011) (200) observaram que a concentragdo basal de
peptideo C foi semelhante a encontrada no presente estudo. Entretanto, neste
estudo, os autores forneceram aos participantes lipidios previamente a bebida teste
e a sobrecarga de glicose, o que certamente levaria a uma maior resposta
incretinica. Além disso, a concentragao de peptideo C ndo se modificou apds a
sobrecarga de glicose, diferentemente do presente estudo, em que a quantidade de
café em gramas, bem como a quantidade de cafeina presente no café cafeinado

administrado, foram maiores.

Greenberg et al (2010) (195), Fernemark et al (2013) (201) e Girolamo et al
(2016) (204) obtiveram resultados discordantes em comparacg&o ao presente estudo.
No primeiro, 57 gramas de café descafeinado foram utilizados, enquanto que no
presente estudo, a quantidade foi de apenas 30 gramas. Além disso, o0 presente
estudo ndo avaliou uma bebida teste contendo somente cafeina. No segundo
estudo, os autores forneceram o café cafeinado conjuntamente com uma refeigéo
(café da manha). E, no ultimo estudo, foi comparado dois tipos de café cafeinados
com torrefagdo diferente entre si, bem como cada torrefacdo com seu washout

precedente, dificultando a comparagado com o presente estudo.

No presente estudo, a resposta basal da concentragcdo de GLP-1 e de GIP
apos a ingestdo das bebidas adogadas se comportaram de forma fisioldgica, pois
houve aumento do GLP-1 apds consumo de café cafeinado com agucar, comparado
a agua com acgucar e houve diminuicdo da concentracdo de GIP nessa mesma
situagdo. Isso ocorre por conta dos acidos clorogénicos presentes no café, os quais
promovem um retardo da absorgdo de glicose, desviando-a para porgbes mais
distais do intestino, onde ha células L produtoras de GLP-1 (198, 205). Além disso, a
secrecdo de GIP é mediada pela absorgdo de glicose para o interior células K,
enquanto que a secregao de GLP-1 pela presenga de glicose na proximidade da
célula L (198, 206). Desta maneira, como os ACG reduzem a absorgao de glicose no
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intestino proximal, a concentracédo sérica de GIP sera menor e a de GLP-1 maior
apos o consumo de café com agucar, comparado a agua com agucar (198, 205).

Apés a sobrecarga de glicose oral, a concentragdo de GIP foi maior em
reposta a ingestdo de café cafeinado adogado, comparado a de agua adogada,
enquanto que a concentracdo de GLP-1 ndo se alterou nessa mesma condig¢ao.
Com isso, pode-se inferir que maior sobrecarga de glicose desencadeou maior
absorgcao de glicose e, consequentemente, maior secrecdo de GIP, a resposta
esperada (38). Ainda em relagcdo a resposta dos hormdnios incretinicos apos a
sobrecarga de glicose, a concentracdo de GLP-1 foi maior apds ingestao de café
cafeinado adogado, comparado a agua adogada, porém de forma nao significativa.
Assim, a partir desses dados, observou-se que uma maior carga glicémica nao
promoveu um maior estimulo da secrecdo de GLP-1. Este fato poderia ser explicado
pelo fato de que o GIP estimula uma maior resposta incretinica, comparado ao GLP-
1 (38).

A concentracdo de peptideo C basal foi menor apds a ingestdo de café
cafeinado com agucar, comparado a agua com agucar. Mas, apds a sobrecarga de
glicose, o café cafeinado adogado promoveu elevacédo significativa da concentragéo
de peptideo C, em relagdo a agua adogada. Estes resultados sao esperados e foram
concordantes tanto com a concentragao de insulina do estudo precedente de Reis et
al 2018 (39), como com a concentracdo de GIP do presente estudo. Apss este
periodo de sobrecarga oral de glicose, a queda da concentracdo de peptideo C
ocorreu de forma mais precoce, em relacdo a observada apds a ingestdo de agua

com agucar.

As bebidas ndo adogadas n&o promoveram mudanga significativa da
concentracdo de GLP-1 e GIP basal e apds sobrecarga de glicose, quando se
compararam o café cafeinado sem agucar e o café descafeinado sem agucar com a
agua pura. Desta forma, é provavel que o efeito do café sobre a concentragdo dos
horménios incretinicos dependa da presengca de maior quantidade de glicose,
associada ou nao de outro nutriente, como gorduras ou proteinas (38, 206). Apesar
disso, houve reducédo da concentracdo de GLP-1 basal apdés a ingestdo do café
descafeinado n&o adogado, em relagdo ao café cafeinado ndo adogado, sugerindo
que a cafeina seria a responsavel por esse fato. A cafeina, isoladamente, nao teria
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este efeito, ja que o café cafeinado sem agucar ndo modificou a concentragdo dos
hormoénios incretincios, porém poderia potencializar o efeito do acgucar. Isso foi
verificado quando se observou que a concentragao basal de GLP-1 foi elevada apés
a ingestao de café cafeinado adogado, comparado a agua com agucar. Além disso,
pode-se especular que a cafeina inibiria algum outro componente do café que seria

responsavel pela redugdo da concentragao de GLP-1.

A concentracédo de peptideo C basal ndo se modificou quando foram
comparadas as bebidas ndo adogadas (café cafeinado e café descafeinado) com o
controle agua pura. Apos sobrecarga de glicose, o café cafeinado sem acgucar
promoveu aumento discreto e ndo significativo da concentragdo de peptideo C
precocemente, sendo este resultado concordante com a concentragéo de insulina do
estudo precedente de Reis et al (2018) (39), bem como com a concentragdo dos
horménios incretinicos, que nao se modificaram significativamente nesta mesma
situagdo. Contudo, apds sobrecarga de glicose, a concentragdo de peptideo C foi
reduzida quando se administrou o café descafeinado sem agucar, comparado ao
café cafeinado sem acgucar. Este achado sugere que a cafeina contribuiria para
maior secrecéo de insulina em resposta a sobrecarga de glicose.

Esses resultados sao esperados e foram concordantes com a concentragcéo
de insulina encontrada no estudo precedente de Caio et al, 2018(39). Esses autores
observaram aumento mais acentuado da concentragcdo sérica de insulina apos a
administragdo de glicose quando os sujeitos receberam o café cafeinado com
acucar. O aumento da concentragao de GIP em resposta a esta bebida também
pode estar relacionado a maior resposta insulinica, considerando a agao fisiolégica

deste hormoénio.

Vale ressaltar que a analise de dados de medidas repetidas com
procedimento misto nao mostrou efeito das diferentes preparacdes de café sobre a
concentracdo sérica de GLP-1, GIP e peptideo C, diferentemente do que foi
observado na analise considerando os periodos de tempo especificos. A observagao
de efeito em periodos de tempo restritos pode ser relevante do ponto de vista
fisiologico em relacdo ao GLP-1 e GIP, considerando a meia vida curta destes
peptideos.
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Esse estudo apresenta algumas limitagbes. O efeito da ingestdo do cafe foi
avaliado no cenario do teste de tolerancia a glicose e a administracdo da sobrecarga
oral de glicose ocorreu 60 minutos apds a administracdo da bebida teste. Esse
periodo de tempo corresponde ao da concentracdo plasmatica maxima de cafeina
observada apds o consumo do café (207). Entretanto, ndo é possivel descartar que,
como os compostos fendlicos podem sofrer extensa modificacdo e metabolizagao
em um curto periodo de tempo, seu efeito sobre a resposta a sobrecarga oral de
glicose nao tenha sido observado com o protocolo experimental empregado.
Destaca-se ainda que os sujeitos do estudo foram consumidores habituais de café
orientados a se abster da bebida nas 24 horas que antecederam cada intervencéo,
para que consumo recente de café nao afetasse os efeitos das bebidas teste nos
desfechos do estudo. No entanto, a ades&o a abstinéncia do café foi testada apenas
por entrevista e ndo por instrumentos mais sensiveis. Assim, ndo € possivel excluir
que tenha sido homogénea entre os sujeitos do estudo e nos diferentes dias das
intervengdes. Outro ponto é que, embora o tamanho amostral tenha sido
determinado por ferramenta estatistica validada o numero de sujeitos incluidos foi
pequeno em comparagao com outros estudos clinicos envolvendo café. Além disso,
os resultados do presente estudo dizem respeito a um grupo muito restrito de
sujeitos (homens jovens, saudaveis e consumidores habituais de café) e ndo podem,
portanto, ser generalizados para outros grupos populacionais, como diabéticos,

mulheres ou consumidores nao habituais de café.
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8 CONCLUSAO

No presente estudo, foi observado efeito discreto do café sobre a secregéo de
GLP-1 e GIP, o que sugere que os beneficios do consumo desta bebida sobre a
homeostase da glicose ndo tenham contribuigdo significativa de modificagdes da

liberacdo de hormdnios incretinicos.

Foi observado, também, efeito discreto do café descafeinado sem agucar de
reduzir a concentragcdo sérica de peptideo C em resposta a sobrecarga oral de
glicose, quando comparado ao café cafeinado sem agucar, o que sugere que esta
preparacao de café possa melhorar a sensibilidade a insulina, em consisténcia com

dados de estudos prévios.
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10. Apéndice
10.1 Apéndice 1

B
Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude
Nucleo de Nutrigdo
Laboratdrio de Bioquimica da Nutri¢do

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , estou
sendo convidado a participar de uma pesquisa do Nucleo de Nutricdo da Universidade de
Brasilia que visa estudar os efeitos do café no risco de desenvolvimento da diabetes mellitus
tipo 2. Serdo realizados cinco testes no Laboratério de Bioquimica da Nutricio no tal vocé
deverd comparecer pela manhd em jejum de 12 horas em cada dia de teste. Os testes
ocorrerao em dias previamente agendados, com intervalo de quatro a seis semanas entre eles.

Em cada dia teste vocé deverd consumir 300 mL de uma das seguintes bebidas: Café
cafeinado com agucar, Café cafeinado sem acucar, Café descafeinado sem acgucar e agua com e
sem acgucar. Uma hora apds o consumo da bebida teste vocé devera consumir 300 mL de agua
potavel contendo 75g de glicose dissolvidos. Uma hora e 45 minutos apds isso, sera aplicada
na veia do seu antebraco 250mg glicose dissolvida em soro. Uma agulha sera inserida na veia
do seu outro brago para que 20 amostras de 5 mL e 7 amostras de 4 mL de sangue sejam
coletadas durante 6 horas de avaliacdo, totalizando 128 mL de sangue por dia de visita. Desta
forma serdo coletados no total 640 mL de sangue ao longo de 5 meses de duragdo do
experimento. Nessas amostras serdo medidas as quantidades de glicose e insulina a fim de
determinar os efeitos do café nos niveis de glicose no seu sangue.

Todos os procedimentos serdo realizados minimizando os riscos a sua satde,
entretanto tonturas, vertigens e queda da pressdo arterial podem ocorrer. Para se evitar
esses riscos, o procedimento sera realizado pela Médica Dra. Adriana Lofrano
(CRM/DF: 8.093) que assegurara todos os cuidados necessarios a sua satde. Em caso
de necessidades vocé terd assisténcia médica no Hospital Universitario de Brasilia para
situacdes relacionadas aos procedimentos realizados na pesquisa.

Vocé recebera todos os seus resultados impressos e por meio eletrdnico ou
correio, sendo explicados os seus significados e dados os aconselhamentos necessarios.
Seus dados tém carater confidencial e serdo posteriormente apresentados no meio
cientifico da area de saude, mantendo em sigilo sua identificagdo. Vocé recebera uma
ajuda de custo (transporte) no valor de 6,00 (seis) reais e um almogo no Restaurante
Universitario da Universidade de Brasilia ap6s a participacdo em cada dia de teste.
Além disso, vocé ndo terd nenhum tipo de vantagem econOmica ou material por
participar da pesquisa, além de poder abandonar a pesquisa em qualquer etapa de seu
desenvolvimento.

Em caso de davida, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Brasilia pelo telefone 3107-1947, pelo e-mail:
cepfs@unb.br ou pessoalmente na sala AT 145/34 da Faculdade de Ciéncias da Saude
da Universidade de Brasilia. O Comité de ética ¢ um 6rgao da Universidade de Brasilia
que tem a finalidade de defender os interesses dos sujeitos da pesquisa em sua
integridade e dignidade, contribuindo para o desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes éticos vigentes.
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Esse termo foi elaborado em duas vias e devera ser assinado por vocé (Sujeito de
pesquisa) e o Pesquisador Principal, sendo uma copia retida com o pesquisador e a outra
imediatamente entregue ao sujeito de pesquisa.

A pesquisa ¢ coordenadora pela Prof'. Dra. Teresa Helena Macedo da Costa,
com a colaboragdo dos pesquisadores: Doutorando Caio Eduardo Gongalves Reis, Prof®.
Dr. José Garrofe Dorea, Prof’. Dra. Adriana Lofrano Alves Porto, Dr. Leslie John
Charles Bluck e o Técnico de Laboratorio Werte de Souza Chaves.

Tendo qualquer duvida sobre o estudo, em qualquer momento, entre em contato
pelos seguintes telefones e e-mail:

- Prof®. Dra. Teresa Helena Macedo da Costa: 3307-2193
- Caio Eduardo Gongalves Reis: 8184-6185 /3307-2193
E-mail: pesquisacafeunb@gmail.com ; caioedureis@gmail.com

Portanto, eu )
estando totalmente ciente sobre a Pesquisa “Café e metabolismo da glicose: ensaio
clinico cruzado randomizado com is6topos estaveis” autorizo minha inclusao.

Brasilia, de de 2012.

Sujeito de Pesquisa

Pesquisador Principal
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10.2 Apéndice 2
e
Universidade de Brasilia

Faculdade de Ciéncias da Sauade

Laboratdrio de Bioquimica da Nutri¢do

Café e Metabolismo da Glicose: ensaio clinico cruzado randomizado com
isotopos estaveis
Coordenadora: Prof*. Dra. Teresa Helena M. da Costa
Pesquisadores: Prof. Dr. José G. Dorea, Prof*. Dra. Adriana L. A. Porto, Prof*. Dra. Angélica A. Amato e Dr.
Leslie Bluck
Pos-graduandos: Caio Eduardo Gongalves Reis (Doutorado) e Cicilia Luiza Rocha dos Santos (Mestrado)
Colaborador: Werte de Sousa Chaves e Leandro Faleiros Garcia

QUESTIONARIO DE TRIAGEM

1) Dados pessoais: Data:
/ /
Nome:
Codigo:
Endereco:
Tel. Residencial: ( ) Trabalho: ( ) Celular:
()
Data de nascimento: / / Idade: Estado Civil:
Escolaridade: Profissdo: Ocupacao:
E-mail:

Il) Histéria médica

Histdria patoldgica
pregressa:
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Problema Gastrointestinais: Sim () Ndo ( ) Qual(s)?

Histdria Familiar de doenca metabdlica:

Pai: ( ) Obesidade ( ) Diabetes Mellitus ( ) Hipertensao ()
Dislipidemia

Mae: ( ) Obesidade ( ) Diabetes Mellitus ( ) Hipertensao ()
Dislipidemia

Irmdos: ( ) Obesidade ( ) Diabetes Mellitus ( ) Hipertensao ( ) Dislipidemia
Avos: ( ) Obesidade ( ) Diabetes Mellitus ( ) Hipertensao ()
Dislipidemia

Ill) Outras informacgdes

Vocé tem habito de tomar café? Sim ( ) Nao( ) Solavel () Infusdo( )

Ha quanto tempo?

Acucar? Sim( ) Ndo( )Quanto? Adocante? Sim( ) Ndo( ) Quanto?

Qual quantidade por dia?

Como é o preparo?

Consome outras bebidas cafeinadas, como coca-cola ou similares, guarana em po, bebidas
energéticas, medicamentos com cafeina? Sim ( ) Ndo( ) Qual(s)?

Vocé faz uso de algum remédio ou suplemento alimentar (vitaminas, minerais, proteinas...)?

Sim( )Na&ao( )AQual(s)?




Vocé tem alguma alergia a remédios, alimentos ou outras substancias?

Sim( )Na&ao( )AQual(s)?

Sintomas:
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Vocé fuma ou usa outro tipo de fumo?

Sim( )Na&ao( )AQual(s)?

Quantos cigarros (ou outro tipo de fumo) por dia?

Vocé consome bebida alcodlica?

Sim( )Na&ao( )AQual(s)?

Quantidade por semana:

Vocé pratica exercicios fisicos regulares?

Sim( )Na&ao( )AQual(s)?

Tempo por dia:

Dias por semana:

Vocé tem disturbio do sono ou faz uso de medicacdo para dormir?

Sim( )Na&o( )Qual(s)?

Vocé doou sangue nos ultimos nos ultimos trés meses ou planeja doar nos préximos trés

meses?

Sim( )N3o( )PlanejaDoar( )

Seu peso variou em mais de 5 kg nos ultimos 3 meses?

Sim( )Nao( )



Faz dieta ou participa de algum programa de controle de peso?

Sim( )Nao( )
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IV) Avalia¢cao antropométrica, de composigcdo corporal, de pressao arterial e glicemia capilar.

Média

Peso (kg)

Estatura (m)

IMC

Perimetro da Cintura

Resisténcia / Reactancia

Gordura Corporal (%)

Pressdo Sistdlica

Pressdo Diastdlica

Glicemia de jejum

N_|
h‘ Café e Metabolismo da Glicose: ensaio clinico cruzado randomizado com

isotopos estaveis




Coordenadora: Prof®. Dra. Teresa Helena Macedo da Costa
Pesquisador Responsavel: Caio Eduardo Gongalves Reis (Doutorando)
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Nome:
Codigo:
Data: / / Dia da semana:
Recordatorio 24h
ALIMENTOS QUANTIDADE
Refeicao:
Hora:
Local:
Refeicao:
Hora:
Local:
Refeicao:
Hora:
Local:
Refeicao:
Hora:
Local:
Refeicao:
Hora:
Local:
Refeicao:
Hora:
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Local:

Dia fora do padrao alimentar: Ndo( ) Sim( ). Se sim como?
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10.3 Apéndice 3

TESTE INTRAVENOSO DE TOLERANCIA A GLICOSE (IVGTT)

PROCEDIMENTOS PADRONIZADOS EM CASOS DE EMERGENCIA

- Procedimentos em Situagdes de Hipoglicemia

Glicose (mg/dL) Procedimento
70— 55 Medir novamente em 5 minutos
54 — 45 Medir novamente em 5 minutos e Comunicar Assisténcia Médica
44 - 35 Assisténcia Médica

Assintomatico: Observar e Medir novamente em 3 minutos
Sintomatico: Infundir 20 mL de Glicose (50%) e Medir em 3 minutos

Repetir a dose de Glicose se os sintomas continuarem ou a glicemia se
manter < 45 mg/dL até a recuperacdo do paciente

Sintomas de Medir novamente a glicemia e Comunicar Assisténcia Médica
Hipoglicemia

- Desobstrugao da canula de acesso venoso

Havendo dificuldade para coleta de sangue durante o IVGTT, o pesquisador devera:
- Infundir generosamente solugdo salina;

- Infundir 0,5 mL de Solucdo Heparinizada;

- Retirar a Solucdo Heparinizada antes da proxima coleta.

- Perda da Consciéncia

- A perda de consciéncia pode ocorrer durante o Teste Intravenoso De Tolerancia a Glicose. Os
primeiros socorros devem ser imediato, com o contato de uma ambulancia se necessario.

- A causa mais comum de perda de consciéncia é o desmaio simples (episédio vasovagal) e a
hipoglicemia. O desmaio é mais comum no momento da realizacdo do acesso venoso, mas
deve ser considerado durante todo o teste.

- Todo voluntdrio que estiver sendo submetido ao IVGTT e tiver perda de consciéncia deve ter
a glicemia determinada através de glicosimetro e mentida em niveis de seguranca.

- A perda de consciéncia pode ocorrer também devido a queda da pressao arterial. Isso pode
acontecer devido ao grande retirada de sangue levando a redug¢do do volume sanguineo ou
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devido ao um episddio vasovagal. Se a pressdo arterial continuar baixa devera ser discutido
com um médico a necessidade de infusdo de solugdo salina.

- Ha outras varias condigdes clinicas que podem levar a perda de consciéncia incluindo arritmia
e isquemia cardiaca, comprometimento respiratorio, eventos neurolégicos. Essas possibilidade
deverdo ter a assisténcia médica.

TELEFONES DE EMERGENCIA
Servico de Atendimento Médico de Urgéncia: 192

Corpo de Bombeiros: 193

Esse documento deve ser seguido pelos pesquisadores que estiverem realizando o Teste
Intravenoso De Tolerancia a Glicose no voluntario.
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11. Anexos

11.1 Anexo 1

Univessidade de Drasilia

Fzeuldade de Cignecias da Salude
Clomité de Etica e Pesquisa  CLIIS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Repistro da Projeto no CLP: 005712

Tiwdo do Projeto: “Calé ¢ metabolismo da glicose: ensaio elinico ¢ruzado randomizade
SO SHOPDS eativeis.”
Pesquisadora Responszvel: Calo bBdvardo Reis

Dasta de Entradas 297022012

Com bise na Resolugiio 196:456, do ONSMVS. que regulumenie u élica e
nesguisa oom seres humanos, o Comité de Itica em Pesguisa com Seres 1umanos da
Taculdade de Cidneias éa Saitde da Universidade de Brasilia, apds analise dos aspeetos
elicos e do vontexto iéenivo-ciznifico. resolven APROVAR o projeio 0592 com o
titwlo: “Caté e metabolismoe da plicese: ensaio ¢linice cruzade randomizado eom
iséropos cstavels.” analisaco na 2" reunido erdinduia realizada no cia 21 de margo dc
2012,

(2 pesquisador regponsevel fied. desde ja notificaco da obrigatoriedsde e
apresentagia de um relatdeio semaestral o reladrie final sneinlo e ohjelive sohne o
destnvalvimente do Projato. po prazo ade | (um) ame a contar da presente daa (item

VLD da Resoluciio 19696,

Brasitia, 29 de maio de 2012,
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