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INTRODUGAO:

O café é um alimento amplamente consumido pelos brasileiros em seu dia a dia e, de acordo com dados do censo de
2017-2018 do IBGE (2020), o seu consumo médio pelos brasileiros é de 163,2 gramas/dia. Segundo dados da EMBRAPA
(2024), no ano de 2024, a producao de café estimada atingiu a marca de 58,81 milhdes de sacas de 60 kg, evidenciando sua
grande relevancia no cenario nacional.

Estudos estimam a ingestdo de compostos bioativos na populacéo brasileira a partir de dados disponibilizados pela
Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF) 2017-2018 (IBGE, 2020) e Carnauba et al. (2023) destacaram que o café é o maior
contribuinte para a ingestdo de polifendis no Brasil. Os polifendis sdo compostos com um ou mais anel de benzeno,
apresentando uma ou mais hidroxilas, podendo ser classificados em diversos grupos. Além disso, polifendis normalmente nao
sdo absorvidos no intestino, onde podem interagir com a microbiota intestinal, sofrendo cisées ou transformagdes, sendo
posteriormente absorvidos. Apds sua absorgéo, sua rota metabdlica ainda ndo é totalmente conhecida, podendo ainda variar
com a polaridade e a estabilidade de cada composto. Por fim, os metabdlitos derivados dos polifendis interagem com seus
alvos moleculares, sendo posteriormente excretados na urina e nas fezes (Kiyimba et al., 2023). Estes compostos tém sido
associados a beneficios a saude intestinal e a redugéo do risco de desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis.

Com base em estudos e tecnologias recentes, tais como em anadlises in silico, é possivel realizar docagens
moleculares, ou seja, predizer possiveis interagdes entre proteinas de interesse (por exemplo, fatores de transcrigéo,
proteinas transportadoras ou enzimas) e metabdlitos conhecidos, provenientes do consumo direto de alimentos ou
medicacdes. Essa ferramenta da docagem permite a avaliagcdo da estabilidade de liga¢cdes entre moléculas e permite a
criacdo de hipéteses futuras sobre a acdo de determinados compostos/metabdlitos no corpo, em diferentes sitios de atuacdo
(Fan & Zang, 2019; Mohanty & Mohanty, 2023).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a metabolizagdo dos compostos fendlicos do café por
meta-anadlise e analises in-silico, evidenciando potenciais interagdes entre metabdlitos derivados de polifenois do café e alvos
moleculares relevantes a saude humana.

METODOLOGIA:

Inicialmente, uma meta-analise foi conduzida seguindo o protocolo Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews
and Meta-Analyses (PRISMA), que sera descrito a seguir (Page et al., 2021).

Artigos foram pesquisados em 3 bases de dados (Scopus, PubMed e Web of Science), com os seguintes termos,
(“coffee” OR “Coffea arabica” OR “Coffea robusta”) AND (“bioactive compound” OR ‘“polyphenol”) AND (“metabolization” OR
“excretion”). A busca avangada considerou a presenga desses termos no titulo, no resumo e nas palavras-chave de artigos
cientificos publicados. Apds essa etapa, os artigos duplicados foram removidos e outros filtros foram aplicados para a triagem,
para garantir uma redugéo de artigos nao relevantes ao estudo, como se encontra na Figura 1.

Filtro secundario

Contém a palavra café, possui pelo menos uma indicaco de polifnedis do café (Acido clorogénico, Acido cafeico, luteclina, catequinas, quercetina), especifica
metabolizacéo/excregao/saude humana

N&o tem a palavra café, mas possui pelo menos um des princiapais polifnedis deste (Acido clorogénico, Acido cafeico, luteolina, catequinas, quercetina), especifica
metabolizacao/excrecao/saude animal OU N&o tem a palavra polifendis. mas café. néo especifica outro alimento
N&o cumpre os outros critérios

Indica Polifendis, satide/metabolizacdo/excrecéio, mas ndo indica o café ou polifendis do café.

Avaliacgo

Passagem para a proxima fase

Retencdo e avaliagio posterior, caso necessario

Exclusdo

Retenco e avaliacio posterior para artigos de revisao/artigos ndo incluidos previamente

Filtro Terciario
Especifica a bebida em sua forma requerida (café consumido pela populacdo geral), sem ser um extrato ou liquido derivado de outras partes do café, estudos em humanos
Né&o especifica o tipo de bebida derivada do café
Especifica um extrato/liquido de outras partes da m

Passagem para a proxima etapa
Uso apds a verificacdo dos verdes
Descarte

Figura 1. Critérios utilizados para triagem de artigos cientificos.

Avaliacdo
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Apo6s a aplicacéo dos filtros pelo titulo, foi realizada uma analise de risco, utilizando como modelo os critérios aplicados
por Gadioli et al. (2018). Foram avaliados oito critérios de qualidade por meio de questbes e cada critério foi avaliado como
“sim”, “ndo”, “ndo claro” ou “ndo aplicavel’. A frequéncia de “sim” foi adotada como critério para analise do risco de viés,
classificando os estudos como tendo baixo (=270% sim), moderado (50-69% sim) ou elevado risco de viés (<50% sim), como
consta na Figura 2.

O estudo descreve o procedimento de amostragem? (descrigéo do desenho do estudo, descrigdo dos voluntérios, intervengéo, amostra consumida, tempo de

1°Critério consumo, outras fatores relacionados ao ensaio clinico).

2°Critério O estudo caracteriza o alimento consumido? O estudo avalia mais de um alimento ou uma forma de consumo? (caso sim, o estudo sera dividido)
3°Critério O estudo descreve o armazenamento das amostras biolégicas? (sangue, plasma, soro, urina, fezes, tipo de conservante dos tubos, adi¢do de reagente)
4°Critério 0O método de extragéo esta descrito de forma que possa ser reproduzido?

5°Critério O estudo realiza replicatas (no minimo 3) para confirmag&o dos resultados?

6°Critério O estudo descreve os métodos aplicados para separagéo, identificagéo e/ou quantificagéo dos compostos bioativos?

7°Critério A comparac¢édo com padrdes externos disponiveis foi utilizada no processo de identificagdo de pelo menos um metabdlito?

8°Critério O estudo analisa mais de um grupo de fendlicos?

9°Critério O estudo apresenta cromatogramas e/ou espectros de massa? (material suplementar)

Aprovagao

No minimo 7 critérios com sim
Talvez No minimo 5, maximo 6 sim
Menos que 5 critérios com sim

Figura 2. Critérios da andlise de risco.

ApoOs a coleta dos artigos, foi realizada a coleta de dados qualitativos e quantitativos de cada estudo, tais como
concentragdo de cada metabdlito no sangue/urina, desenho do estudo (tempo de washout, doses consumidas de café,
concentragdo do café, numero de participantes, etc). Posteriormente, foi realizado o tratamento destes dados, que foram
compilados em figuras, as quais serdo apresentadas na secgdo de resultados. Com base no nome dos metabdlitos presentes
nos artigos, foram obtidos seus registros em banco de metabdlicos internacionais, tais como o HMDB e o PUBMED ID, que
foram utilizados para organizacéo e analises no site metaboanalyst (Ewald ef al., 2024).

Além disso, foi realizada a docagem molecular, de forma a predizer possiveis interagdes entre metabdlitos detectados
em ensaios clinicos e proteinas alvo. Os metabodlitos escolhidos para a docagem foram escolhidos através da analise de
enriquecimento realizada no metaboanalyst (Ewald ef al., 2024) e visualizada no site wikipathways (Agrawal et al., 2024), em
que alguns metabdlitos identificados nos estudos e selecionados na analise interagem com proteinas de interesse.

Ademais, as estruturas tridimensionais dos metabdlitos foram obtidas utilizando o PubChem database (Bolton et al.,
2011), enquanto as estruturas cristalografadas das proteinas de interesse foram obtidas no RCSB Protein Data Bank (PDB)
(rcsb.org) (Bolton et al., 2011; Burley et al., 2023).

As docagens foram realizadas no SwissDock docking analysis tool (Grosdidier et al., 2011) e no AutoDock Vina 1.2.0
(Eberhardt et al., 2021) cujos parametros do docking foram otimizados a partir dos reportados em estudos anteriores.

Por fim, apds a coleta de dados na meta-analise, havera uma reavaliagéo estatistica de dados, utilizando média * erro
padréo, com analises multivariadas realizadas no MetaboAnalyst 6.0 (Ewald et al., 2024).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Seguindo o modelo proposto pelo PRISMA, os critérios para inclusdao de PRISMA Flow diagram of coffee registers
artigos nesse estudo foram apresentados como diagrama na Figura 3. Como primeiro
resultado, pode-se obter que a selegdo iniciou com a identificagcdo de 3910 artigos. Ao
final da andlise de artigos, foram incluidos 16 estudos. Um dos artigos, que abordava
exclusivamente a coleta de fezes apdés o consumo da bebida, ndo foi considerado
posteriormente para outras analises, visto que era o uUnico a abordar este material
bioldgico, dentre os demais estudos.

Quanto aos metabolitos identificados nos estudos incluidos, foram identificados @@—ﬁﬁ;ﬁﬁf by
205 metabdlitos, que foram reduzidos a 181, apds remogéo de compostos duplicados, (n=2010) (n=1438)
sendo 175 em sangue e 115 em urina. 42 metabdlitos foram identificados em ambos
os fluidos (Kay et al., 2020).

A Tabela 1 apresenta os 10 metabodlitos identificados com maior frequéncia nos
estudos inclusos, os quais apresentam a quantidade de vezes que foram identificados
nas colunas “Plasma” e “Urina”. Pode ser observado uma prevaléncia de derivados

Records identified from:
Databases (n=3) Iscreening:

Web of Science (n=1199)
PUBMED (n=529)

(n=1900)

Identification

Screening

Records removed before

Scopus (n=2182) ———Duplicate records removed

Reports sought for Reports retrieved
retrieval 4(”0
(n=1438) 0

do acido cindmico e propanoico, juntamente com alguns compostos derivados do Reports sxduded:
acido cafeico e ferulico, indicando a maior presenga destes compostos nos fluidos Reports assessed for Reason 1 (n=35)

eligibility Reason 2 (n=21)

biolégicos apds o consumo do café, como também foi observado por Stalmach et al., (=572 Reason 3 (n=8)

2009. Os compostos cujos nomes foram padronizados por Kay et al., 2020 e
apresentam a letra “@” ao final do nome, enquanto aqueles que nao puderam ser
adaptados a nomenclatura recomendada apresentam a letra “b”.

Na etapa seguinte, foi observado que o Metaboanalyst ndo pode identificar
alguns dos compostos anotados para a analise de enriquecimento. Apesar da maior
parte dos metabdlitos identificados terem sido detectados no plasma, poucos puderam
ser utilizados nas andlises de enriquecimento, visto a grande presenga de compostos Total number of studes
ainda pouco conhecidos (120 metabdlitos), os quais ainda ndo possuem coédigos de (n=16)
identificacdo atribuidos. Por outro lado, a urina apresentou menos metabdlitos
identificados e por consequéncia, menos compostos sem cddigos identificantes, 58, Figura 3. Diagrama Prisma do Café
possuindo mais compostos estabelecidos em propor¢gédo quando comparado ao plasma.

Além disso, alguns compostos nédo foram reconhecidos pela analise de enriqguecimento, mesmo possuindo cédigos referentes

Studies included in
review (n=15)
Reports of included
studies (n=1)

Included
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ao HMDB ID, indicando a possibilidade de erros de reconhecimento e identificagdo destes compostos, sendo 10 e 9 para o
plasma e urina, respectivamente. Ao final, 49 metabdlitos identificados na urina e 44 no plasma puderam ser utilizados na

analise de enriquecimento.

Tabela 1. Metabdlitos Majoritarios identificados em cada artigo. As referéncias se encontram reduzidas

Metabdlito HMDB ID Plasma Urina Referéncias
Acido 3-(3-metoxifeniljpropansico-4-sulfatoa  HMDB0041724 6 7 Menetal21Staeta 10 Gom etal 18 Erk etal 12 Mil etal 16
Acido 3'-metoxicinamico-4"-sulfato a - 6 7 Staetal 10 Gom eétaal ;ts aIIErokgeé:LLZt 21'I1$t al 16 Staetal 14
Acido 4"metoxicinamico-3"glucuronideo a HMDB0041747 3 7 Stactal10 Sometal 18 Bricetal 12 Mi et 10 Sta etal 14
Acido 4-metoxicinamico-3-sulfato a HVMDB0041748 2 7 Stactali0Sometel 18 Ericotal 12 Mi eta %0 Stactal 14
) Faretal 12 Men et al 21 Sta et al 10 Gém et al 18 Mon et al
Acido 5-O-feruloilquinico b HMDBO0240478 8 6 07 Erk et al 12 Fel et al 15 Mil et al 16 Sta et al 14 Sta et al
09 Red et al 11 Fum et al 10
. Faretal 12 Men et al 21 Sta et al 10 Gém et al 18 Mon et al
Acido 4-O-feruloilquinico b HMDB0240453 7 6 07 Erk et al 12 Fel et al 15 Mil et al 16 Rech et al 01 Sta et al
14 Sta et al 09 Red et al 11 Fum et al 10
Acido 3-(4"-hidroxi-3"-metoxifenil)propandico a HMDB0062121 7 6 Gom et al 1%5‘;,[6;'6(;; |2Q2Ac;|:tt:|| 1116FSut?n<ztt£;I|11%Lan etal 01
. Sta et al 10 Gém et al 18 Erk et al 12 Nag et al 11 Sta et al 14
Acido 3-(4"-hidroxifenil)propandico-3'-sulfato a HMDB0041721 5 6 Sta etal 09 Red et al 11 Fum et al 10 Sta et al 14 Red et al
11
. Faretal 12 Men et al 21 Sta et al 10 Gém et al 18 Mon et al
Acido 5-O-cafeoilquinico b HMDB0029278 7 5 07 Erk et al 12 Fel et al 15 Mil et al 16 Rech et al 01 Sta et al
14 Lan et al 01 Sta et al 09
. Faretal 12 Men et al 21 Gém et al 18 Mon et al 07 Erk et al
Acido 3-O-cafeoilquinico b HMDBO0003164 4 5 12 Fel et al 15 Nag et al 11 Mil et al 16 Rech et al 01 Sta et al
14 Sta et al 09
] (o]
Overview of Enriched Metabolite Sets * .Enzymatic degradation of Dopamine by monoamine oxidase
Flavan-3-ol metabolic pathway < i Q
Dopamine metabolism+ @ o ol . .
Erzwnatlc degradat\on of Dopamn‘e bff monocamine oxldase .
Famesyl to CoQ10 metabolism { @ o @ * ® ® o
Mevalonate arm of cholesterol blosynthesls pathway with Inhibitors { @ ° Q
oo s : © .Famesy\ to CoQ10 Qa%gﬁg{nﬂlﬂe clearance from the synaptic cleft
Neurotransmitter disorders .
Tyrosine metabolism and related disorders- @ Enrichment Ratio o o ® Flavan-3-ol metabolic pathway
22911.2 copy number variation syndrome { @ ® 10 O
Neurotransmitter clearance | @ : ;g (@] © e © o
Conjugation of benzoate with glycine . 40 O
Alkaptenuria ‘ 50 Q
Dopamine beta-hydroxylase deficiency . O .C[mjugauon oabenzuate with glycine
Hawkinsinuria P-value
Menoamine oxidase-a deficiency (MAO-A) 0.075 O O
Tyrosinemia Type |
Tyrosinemia, transient, of the newborn ggig Metabolite Set Total Hits Expect P value
Enzymatic degradation of dopamine by COMT I 0:000 . F I I 2 . e
Amino acid conjugation of benzoic acid 4 avan-3-ol metabolic pathway 68 5 426 2.14E-4
Tyrasme metabolism
Disulfiram Action Pathway . Dopamine metabolism 33 3 0.207 0.00106
Transmission across Chemical Synapses . Enzymatic degradation of Dopamine by monoamine oxidase 10 2 0.0827 000165
umu.n::':z;t::z . Farnesyl to CoQ10 metabolism 10 2 0.0627 000165
Amino Acid conjugation . Mevalonate arm of cholesterol biosynthesis pathway with inhibitors 45 0.282 0.00262
’ '1|gg:|-Om(l:"\/iu|ue)qD . Dopamine clearance from the synaptic cleft 13 2 0.0815 0.00283

Neurotransmitter disorders

2 0,144 0.00884

Figura 4 . Vias metabdlicas evidenciadas por analise de enriquecimento: (A) Analise da significancia dos metabdlitos em vias
enriquecidas; (B) Grafico de teia interligando as vias enriquecidas; (C) Analise geral das vias enriquecidas com a identificagéo
do numero de metabdlitos identificados em cada processo.
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Como pode ser visto na Figura 4, em (A), pode ser observada a andlise da significancia de cada via (cor do circulo), de
acordo com a quantidade de metabdlitos presentes na mesma e na lista de metabdlitos fornecida (metabdlitos da urina), as
principais vias, por consequéncia, apresentam maior presencga de metabdlitos em comum com a lista fornecida. Também pode
ser observado o grau de enriquecimento, dado pelo raio do circulo, que varia de acordo com o quanto a via é enriquecida
pelos metabdlitos. As principais vias foram a do flavan-3-ol, metabolismo da dopamina, degradagéo enzimatica da dopamina,
farnesil e mevalonato. Por outro lado, pode ser observado em (B), um diagrama de teia, a correlagdo entre cada via
apresentada, indicando possiveis caminhos de interagdo metabdlica, o diagrama mostra uma grande quantidade de pontos,
permitindo a hipétese de uma reagdo em larga escala apdés o consumo do café, indicando uma resposta metabdlica de
reagOes em diversas esferas do organismo (Favari et al., 2021). Em (C) ha a representagéo analitica de quantos metabdlitos
existem em comum entre cada via e a lista de metabdlitos fornecida, indicando também a significancia estatistica da via
metabdlica, possibilitando que apenas vias significativamente enriquecidas (p<0.05) sejam consideradas.

Além disso, dentre as principais vias, foram escolhidas 2 para que houvesse um aprofundamento, especificamente, as
vias do flavan-3-ol e do mevalonato, apresentadas anteriormente. A via do flavan-3-ol tem importancia devido a grande
quantidade de compostos identificados presentes nela (mais de 25), enquanto a via do mevalonato apresenta 3 metabdlitos
que interagem com a enzima fosfomevalonato quinase (PMVK).

Esta enzima apresentada importante papel na sintese de colesterol, catalisando a conversdo de mevalonato-5-fosfato
em mevalonato-5-difosfato, sendo a quinta reagdo na biossintese de colesterol em humanos, tal como apresentado por
Williams et al. (2017). Enzimas envolvidas em sinteses de macromoléculas, assim como seus fatores de transcricdo tém sido
utilizados como biomarcadores, que auxiliam no tratamento de doengas crbnicas, tal como a PMVK (Williams et al., 2017; Ali
et al, 2025). Ademais, a inibicdo enzimatica parcial de sintese do colesterol, através dos metabdlitos provenientes do café
garante uma hipétese sobre o efeito do consumo da bebida no metabolismo lipidico.

Por fim, a Figura 5 apresenta os resultados da docagem molecular realizada entre a fosfomevalonato quinase e o &cido
isoferulico (Figura 5A), o acido cindmico (Figura 5B) e o acido 4'-hidroxi cindmico (Flgura 5C). A Tabela 2 mostra as energias e
tipos de ligagédo envolvidas em cada interagdo molecular. Foi observado que o acido isoferulico teve maior energia de ligagéo,
e por consequéncia maior afinidade de ligagédo, possivelmente possuindo um maior efeito inibitério da via do mevalonato,
entretanto, a energia de ligagdo entre a enzima e cada metabdlito ndo é grande, assumindo um efeito similar quanto a inibicao
da via.

GLY
PHE PHE B:16 5180
B:161 B:164 ILE 3
B:168
LYS
B:17 VAL P
B:131 P ILE

0 \ B:168
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B:167 \\
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Figura 5. Docagem molecular da fosfomevalonato quinase com metabdlitos. (A),acido isoferulico, (B) acido cinamico,
(C) acido 4-’Hidroxi-cindmico, respectivamente.

Tabela 2. Energias de ligagcéo e ligagbes proteina/metabdlito

wemokos G oA mam UEECE e ™
Acido isofertlico -6,2 ARG-TT VAL-1T ASP-HO e LYS-HO SER-HO -
Acido cinamico -5,9 - - - - TRP-1r
Acido 4-hidréxi cinamico -6,0 - - - - ASN-1T e TRP-11

Como pode ser visto, tanto o acido cindmico quanto o acido 4’-hidroxi cindmico possuem ligagbes similares com a
PMVK, enquanto o acido isoferulico possui diferentes e mais variadas ligagdes com a mesma, indicando também uma maior
estabilidade energética de ligagdo. Em um ensaio clinico com pacientes obesos, feito por Williams et al. (2017), foi observada
uma regulagcdo negativa no processo enzimatico de biossintese de colesterol (especificamente quanto a PMVK), apds o
consumo de um suco de frutas e vegetais em capsulas, rico em polifendis, esse estudo reforga a hipotese do efeito inibitorio
dos metabdlitos fendlicos na via e na redugao de niveis de colesterol.

Além disso, como exemplificado por Gualtieri et al. (2023) e por estudos citados pelo estudo, dietas ricas em polifendis,
fibras e antioxidantes tém se mostrado eficientes na redugéo dos niveis de colesterol, evidenciando o efeito positivo destes
componentes no quadro lipidico humano. Por consequéncia a ligagdo da PMVK com metabdlitos fendlicos, provenientes do
café, representa um mecanismo molecular relevante na modulagao da biossintese de colesterol, podendo contribuir para uma
melhora no quadro lipidico humano.
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CONCLUSOES:

Foram obtidos diversos resultados e artigos para o café, principalmente concentrados na Europa, que puderam ser
incluidos na pesquisa. Quanto as vias metabdlicas potencialmente afetadas pelos metabodlitos identificados nos estudos
incluidos, as principais vias de interesse obtidas foram a do flavan-3-ol e a via do mevalonato. A primeira via teve relevancia
devido a grande presenga de compostos identificados nos artigos, e a segunda devido a interagao da fosfomevalonato quinase
com trés dos metabodlitos identificados na urina (acido cinamico, acido 4'-hidroxi cinamico e acido isoferulico), indicando um
potencial efeito inibitério com consequente redugdo na produgao total de colesterol pelo corpo, podendo auxiliar na melhora
do quadro lipidico, ao haver um consumo habitual da bebida.

Além disso, quanto aos resultados da docagem molecular rigida, foi obtido que o acido isoferulico possui maior
energia de ligacdo, e por consequéncia maior afinidade com a enzima, seguido do acido cinamico e acido 4'-hidréxi cindmico.
Por consequéncia, o acido isoferulico poderia apresentar maior efeito inibitério e maior agdo sobre a biossintese do colesterol.
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