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FERRAZ, M. C. Os riscos de estresse oxidativo sistémico e lesdo renal
associados a hiperhomocisteinemia em ratos obesos diminuem com o
consumo de cha mate (llex paraguariensis) descafeinado. 2022. 62p. Dissertacdo
(Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Aragatuba, 2022.

RESUMO

O consumo de refrigerante de cola (RC) induz obesidade em ratos e seu efeito é
prevenido pelo cha mate (CM). A obesidade e a cafeina presente no RC e CM podem
contribuir para hiperhomocisteinemia (HHcy) e consequente estresse oxidativo
sistémico (EOS) e doenca renal (DR). Tendo isso em vista, o objetivo desse trabalho
foi responder as seguintes perguntas: A obesidade e o consumo da cafeina presente
no cha mate e no refrigerante de cola aumentam a concentracdo plasmética de
homocisteina em ratos? A hiperhomocisteinemia contribui para o estresse oxidativo
sistémico e leséo renal? Desse modo, realizou-se um estudo randomizado e cego com
90 ratos Wistar tratados por 120 dias com e sem RC, CM descafeinado ou in natura.
A concentracdo plasméatica de homocisteina (Hcy) do grupo com obesidade foi
comparada aos demais e associada a indicadores de DR (creatinina, ureia e
dimetilarginina simétrica plasmaticos, densidade, microalbumina e calcio urinarios) e
EOS (albumina, &cido durico, bilirrubina total, peroxidacdo lipidica, capacidade
antioxidante total e concentracédo de oxidante total). As diferencas entre 0s grupos
foram calculadas por ANOVA + pos-teste de Tukey. A associacdo entre HHcy e os
marcadores de DR e EOS foi quantificada pelo coeficiente r de Pearson, razédo de
probabilidade e teste de Fisher (GraphPad Prism, v.5.1). A cafeina do CM in natura
causou um discreto aumento da Hcy. A HHcy confirmada em ratos obesos diminuiu
com o consumo de CM descafeinado ou in natura. Observamos correlagéo positiva
entre HHcy, peroxidacgéo lipidica e microalbuminuria, com risco relativo 6 vezes maior
de ocorréncia de HHcy em ratos com obesidade e 3 vezes maior de microalbuminuria
em ratos com HHcy. A HHcy ocorre em ratos com obesidade e esta associada com o
EOS e DR. O CM descafeinado foi mais eficaz que a sua forma in natura cafeinada

na prevencao da HHcy, EOS e injuria renal.

Palavras-chave: Homocisteina. Cafeina. Erva-mate. Refrigerantes. Peroxidacéo de

lipideos.
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ABSTRACT

The consumption of cola drinks (CD) induces obesity in rats and its effect is prevented
by mate tea (MT). Obesity and caffeine present in CD and MT may contribute to
hyperhomocysteinemia (HHcy) and consequent systemic oxidative stress (SOS) and
kidney disease (KD). With this in mind, the aim of this work was to answer the following
guestions: Does obesity and the consumption of caffeine present in mate and cola tea
increase the plasma concentration of homocysteine in rats? Does
hyperhomocysteinemia contribute to systemic oxidative stress and kidney damage?
Thus, a randomized and blind study was carried out with 90 Wistar treated for 120
days with and without CR, decaffeinated or in natura CM. The plasma concentration
of homocysteine (Hcy) in the obese group was compared to the others and associated
with indicators of KD (plasma creatinine, urea and symmetrical dimethylarginine,
density, urinary microalbumin and calcium) and SOS (albumin, uric acid, total bilirubin,
lipid peroxidation, total antioxidant capacity and total oxidant concentration).
Differences between groups were calculated by ANOVA + Tukey's post-test. The
association between HHcy and DR and EOS markers was quantified by Pearson's r
coefficient, odds ratio and Fisher's test (GraphPad Prism, v.5.1). Caffeine from CM in
natura caused a slight increase in Hcy. HHcy confirmed in obese rats decreased with
consumption of decaffeinated or in natura CM. We observed a positive correlation
between HHcy, lipid peroxidation and microalbuminuria, with a 6-fold higher relative
risk of HHcy occurrence in obese rats and a 3-fold higher relative risk of
microalbuminuria in HHcy rats. HHcy occurs in obese rats and is associated with EOS
and DR. Decaffeinated CM was more effective than its in natura caffeinated form in

preventing HHcy, EOS and kidney injury.

Keywords: Homocysteine. Caffeine. Mate herb. Soda drinks. Lipid peroxidation.
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1 INTRODUCAO

A homocisteina (Hcy) é um aminoacido derivado do metabolismo intracelular
da metionina (HOUSE et al., 1998) que desempenha importante papel em diversos
processos fisioldgicos do organismo (OSTRAKHOVITCH; TABIBZADEH, 2015). Este
componente é considerado um oxidante, pois induz a formacao de espécies reativas
de oxigénio. O aumento da concentracdo plasmatica de Hcy, chamado de
hiperhomocisteinemia (HHcy), pode lesionar as células do organismo, induzir
apoptose (PERNA et al., 2012) e causar disfung¢édo do endotélio vascular (AUSTIN et
al., 2004). Elevacdo do estresse oxidativo sistémico (EOS) ja foi relatada em ratos
com HHcy (LIANG et al., 2018). A principal via de excrecdo da Hcy plasmatica nos
ratos sdo os rins (BOSTOM et al., 1995). Desse modo, acredita-se que a HHcy
contribui para o desenvolvimento e progressdo da doenca renal (DR)
(OSTRAKHOVITCH; TABIBZADEH, 2015). Estudos adicionais, no entanto, devem ser
realizados para melhor esclarecer a relacao entre HHcy, EOS e DR.

A obesidade contribui para 0 aumento da concentracao plasméatica de Hcy em
humanos (KONUKOGLU et al., 2003), assim como héa evidéncias de que a ingest&o
continua de cafeina pode elevar os niveis circulantes deste aminoacido (GRUBBEN
et al., 2000; URGERT et al., 200) de forma dose-dependente (JACQUES et al., 2001).
Todavia, pouco se conhece sobre os efeitos da cafeina e da obesidade sobre a Hcy
em ratos. A obesidade é considerada um dos principais problemas mundiais para a
saude humana e animal (TRUNOVA et al., 2016; BLAND et al., 2009;), sendo que a
diminuicdo do gasto energético devido ao sedentarismo e o consumo elevado de
alimentos hipercaléricos sdo o0s principais fatores responsaveis por sua maior
incidéncia em humanos (NIELSEN; POPKIN.,2004; SWINBURN et al., 2004).

O refrigerante de cola (RC) representa um importante componente na dieta de
cafeteria humana, possuindo um elevado potencial de aumento do ganho de peso em
ratos (SAMPEY et al., 2011). A obesidade induzida nesta espécie tem sido
considerada adequada, pois reproduz o comportamento nutricional humano (DINIZ et
al., 2008). Nosso grupo de pesquisa recentemente comprovou que o consumo de RC
por 18 semanas causa obesidade em ratos Wistar e que o cha mate (CM) in natura
ou descafeinada previne o EOS associado ao acumulo de gordura (PEREIRA et al.,
2021).
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Partindo da premissa de que o acumulo de gordura corporal e a cafeina do CM
e RC potencialmente contribuem para HHcy, realizamos um estudo randomizado cego
para investigar a hipétese de que a HHcy ocorre na obesidade induzida com RC em
ratos e esta associada ao EOS e DR. Também investigamos se o CM descafeinado é

mais eficaz que a sua forma in natura cafeinada na prevencao da HHcy e injuria renal.
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2 REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

2.1 Introducao

A homocisteina (Hcy) € um aminoacido que pode ser convertido em cisteina,
um importante componente estrutural de diversos tecidos, pela via hepatica de
sulfuragdo dependente da vitamina B6 (NYGARD et al.,, 1999). O aumento da
concentracdo plasmatica de Hcy, chamado de hiperhomocisteinemia (HHcy), pode
danificar o endotélio vascular e induzir a criagéo de trombos a partir de dano oxidativo
decorrente da formacéo de radicais indutores da peroxidacao lipidica (JACOBSON,
2000). Este mecanismo estad associado ao desenvolvimento de arteriosclerose e
aponta a HHcy como um fator de risco importante para doencas cardiovasculares
(FOLSON et al., 1998). A HHcy também j& foi observada em pacientes com Sindrome
Metabdlica, obesidade mérbida (HAJER et al., 2007) e consumo crénico de cafeina
(GRUBBEN et al., 2000), mesmo que estas relacbes ainda ndo estejam bem
estabelecidas (VAYA et al., 2012).

A obesidade é um dos principais problemas mundiais de salude e afeta 30% da
populacdo humana nos paises desenvolvidos (TRUNOVA et al., 2016). Em outras
espécies como a canina essa €é a doenca nutricional mais comum, acometendo até
41% da populacdo (MCGREEVY et al.,, 2005; BLAND et al., 2009). O habito de
consumir café esta entre os mais difundidos no mundo e, portanto, seus efeitos podem
ser altamente relevantes para a saude publica (MURSU et al., 2005). O acido
clorogénico e, principalmente, a cafeina sdo os componentes deste alimento
responsaveis pelo aumento da Hcy plasmatica (VERHOEF et al., 2002; OLTHOF et
al., 2001).

A cafeina é um antagonista da vitamina B6, capaz de alterar o metabolismo do
folato para modular a producao de Hcy (VERHOEF et al., 2000). Outros alimentos
bastante consumidos como o cha mate e o refrigerante de cola também possuem
cafeina (MATSUMOTO et al., 2009; CAVAZOS et al., 1989). Todavia, ndo existem
relatos consistentes sobre a relacdo entre o consumo dessas bebidas e a HHcy
(RICHARD et al., 2018).

Devido a principal via de eliminagéo deste aminoacido do organismo, acredita-
se que o efeito oxidante da HHcy contribui para o desenvolvimento e progresséo da



14

doenca renal (DR) (BOSTON et al., 1995). Estudos adicionais, no entanto, devem ser
realizados para melhor esclarecer o mecanismo fisiopatologico dessa alteracéo
(OSTRAKHOVITCH; TABIBZADEH, 2015). A DR apresenta incidéncia crescente em
todo o mundo (GILBERTSON et al., 2005). Sua significativa mortalidade torna
importante a identificacdo adequada dos fatores de risco associados para que

medidas efetivas de prevencédo possam ser instituidas (LEVI et al., 2014).

Tendo isso em vista, o objetivo desta revisdo é identificar as evidéncias
cientificas vigentes de modo a responder as seguintes perguntas: A obesidade e o
consumo da cafeina presente no cha mate e no refrigerante de cola aumentam a
concentracdo plasmatica de homocisteina em ratos? A hiperhomocisteinemia

contribui para o estresse oxidativo sistémico e lesao renal?

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Selecao das bases de dados

Tabela 1 - Numero de trabalhos identificados por base de dados em cada estratégia de busca
utilizada no portal periédico CAPES.

Hipétese Estratéai Periodo de  Numero de trabalhos por
stratégia de busca =
publicagédo base de dados
A obesidade Web of Science: 923
aumenta a Hcy "rats" AND "obesity" AND Ultimos 5 Scopus (Elsevier): 808
plasmatica em "homocysteine" anos Pub Med Central: 629
ratos? OneFile (GALE): 601
“‘ilex paraguariensis” OR Scopus (Elsevier): 506
“sugar-sweetened Sem Web of Science: 504
A cafeina de beverages” AND restricdo OneFile (GALE): 355
alimentos como o ‘homocysteine” Pub Med Central: 343
CMeRC Scopus (Elsevier): 506
aumentam a Hcy “caffeine” AND Ultimos 10 Web of Science: 504
plasmatica? "homocysteine" anos OneFile (GALE): 355
Pub Med Central: 343
A HHcy contribui  “rats” AND “homocysteine” Web of Science: 183.151
para EOS e DR OR “kidney diseases” OR Ultimos 5 Scopus (Elsevier):163.788
em ratos? “oxidative stress” OR anos Pub Med Central:109.316
“SMDA” One File (GALE):103.367

Fonte: Elaborado pelo autor. CM: cha mate; RC: refrigerante de cola; Hcy: Homocisteina; HHcy:
Hiperhomocisteinemia; EOS: Estresse oxidativo sistémico; DR: Doenca renal.

As bases de dados utilizadas nesta revisao sistematica foram identificadas a

partir de busca avancada no portal periédico CAPES, sendo selecionadas aquelas
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com maior numero de trabalhos relacionados ao tema. Os filtros utilizados foram
estudos revisados por pares e publicados na lingua inglesa. Os operadores booleanos
AND e OR foram empregados para combinar os descritores, sendo que estes e 0
periodo de publicacéo variaram de acordo com a hipo6tese investigada (Tabela 1).

Para todas as estratégias buscadas, as bases de dados que apresentaram
maior niumero de artigos retornados foram Web of Science, Scopus (Elsevier), OneFile
(GALE) e Pub Med Central (Tabela 1).

2.2.2 Estratégia de busca

Em uma reunido de consenso, dois revisores (A e B) estabeleceram trés
perguntas estruturadas no formato PICO (situacdo, intervencdo e desfecho) para
selecédo dos melhores descritores, sintaxe e estratégia de busca a serem empregadas
em cada um dos quatro bancos de dados previamente selecionados. Uma estratégia
de busca geral e adaptavel as caracteristicas de cada base de dados foi utilizada para
identificar o maior nimero de estudos envolvendo HHcy e suas relacbes com
obesidade, cafeina, EOS e DR. A pesquisa bibliografica foi realizada as cegas no
periodo de janeiro a novembro de 2021 por dois revisores (A e B). Devido a variacdo
no numero de artigos retornados, as estratégias de busca empregadas foram

diferentes para cada hipotese e base de dados utilizadas (Tabelas 2 a 4).

2.2.3 Critérios de selecao

Toda a literatura localizada pela dupla de revisores foi exportada para o
programa computacional rayyan.qcri.org (OUZZANI et al., 2016) com a finalidade de
excluir as duplicatas e aplicar os critérios de inclusédo e exclusao, tendo inicialmente
como base o titulo e o resumo das publicagdes. De maneira geral, os critérios iniciais
de inclusdo consistiram em: artigos revisados por pares; do tipo ensaio clinico
randomizado; publicados na lingua inglesa; com tempo de publicacdo de até 5 a 20
anos (variando de acordo com a hipétese e base de dados (Tabelas 2 a 4)); realizados
em ratos ou humanos; e com metodologia analitica e objetivos compativeis com o
intuito da revisao. Artigos de revisdo, com informacdes insuficientes para pesquisa ou

selecdo amostral inadequada foram excluidos. Um terceiro revisor (C) participou de
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todas as etapas supracitadas para conferir a aplicacdo dos critérios de selecao e
resolver os conflitos quanto as inclusdes e exclusdes de trabalhos. Os niameros de
artigos obtidos em cada etapa do processo de selecdo de cada hipotese estdo
expostos nas Figura 1 a 3, de acordo com o sistema PRISMA (MOHER et al., 2009).

Figura 1 - Fluxograma do processo de sele¢cdo dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica
referentes a relagéo entre a obesidade e a homocisteina plasmética.

o Busca Eletronica:
zg}‘ Web of Science (n=215)
= Scopus (n=125)
b= Pub Med Central (n=298)
L One File (n=23)
- TOTAL: 660
Duplicados
(n=17)
3 ‘
& Titulos avaliados
@ (n=643)
n
Excluidos

‘ (n=346)
© Resumos avaliados
° (n=297)
@
g Excluidos
% _ ’ (n=263)
o Estudos lidos na integra Excluidos

(n=34) (n=31)

2 !
wy
% Artigos incluidos | Inclusdo de novos artigos*
£ (n=7) ) (n=4)

Fonte: Elaborado pelo autor

De forma a obter uma maior quantidade de trabalhos em hipoteses onde o
namero final de estudos retornados foi pequeno, realizamos a leitura das referéncias
bibliograficas dos artigos ja selecionados e, a partir da avaliacdo dos textos completos,
adicionamos ao montante final agueles com objetivos e metodologia considerados
adequados. Nesta etapa os critérios de selecdo em perguntas com poucos trabalhos
randomizados foram modificados para incluir também estudos transversais,

retrospectivos e experimentais ndo randomizados.
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Figura 2 - Fluxograma do processo de sele¢do dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica
referentes a relacdo entre alimentos com cafeina, como o refrigerante de cola e o chad mate,
e a homocisteina plasmatica.

o Busca Eletronica:
Zg}‘ Web of Science (n=110)
= Scopus (n=74)
= Pub Med Central (n=291)
3 One File (n=73)
- TOTAL: 548

Duplicados

(n=41)

2R :
< Titulos avaliados
E (n=507)

Excluidos

(n=323)
° Resumos avaliados
° (n=184)
g Excluidos
% _, ’ (n=137)
o Estudos lidos na integra [ Excluidos

(n=47) (n=38)

2@ !
w
% Artigos incluidos | Inclusdo de novos artigos*
= (n=12) ) (n=3)

Fonte: Elaborado pelo autor

2.2.4 Classificagcdo dos artigos

O nivel de evidéncia cientifica dos estudos selecionados foi quantificado
segundo a classificacdo de Oxford Centre for Evidence-Based Medicine (PHILLIPS
et al., 2001). O escore (0-5) de qualidade (JADAD et al., 1996) foi calculado em todos
0s estudos experimentais selecionados, sendo considerados de baixa qualidade

agqueles com valores menores que 3.

O poder do teste foi mensurado a partir do Open Epi 3.1 (DEAN et al., 2006)
apenas nos trabalhos que disponibilizaram resultados de média e desvio padrao das
principais variaveis estudadas. Conflitos gerados por discordancias na classificacao

dos artigos também foram conferidos e solucionados pelo revisor C.
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As informacdes e variaveis relevantes a serem analisadas dos artigos
selecionados foram tabuladas em uma planilha Excel padronizada. Os dados
extraidos foram os seguintes: primeiro autor e ano de publicacao, tipo de estudo,
nota na escala de Jadad, nivel de evidéncia, poder do teste, tamanho amostral, tipo
de populacéo, dieta de base ou condicéo inicial, intervencéo ou fator de exposicao,

duracéo e principais resultados.

Figura 3. Fluxograma do processo de sele¢éo dos estudos incluidos na Reviséo Sistemética
referentes a relacao entre hiperhomocisteinemia, estresse oxidativo sistémico e doenca renal.

o Busca Eletronica:
’% Web of Science (n=312)
2 Scopus (n=13)
b= Pub Med Central (n=298)
z One File (n=35)
- TOTAL: 657
Duplicados
(n=6)
22 *
S Titulos avaliados
k> (n=651)
Excluidos

‘ (n=478)
o Resumos avaliados
o (n=173)
S
= Excluidos
o) -
3 (n=148)
o Estudos lidos na integra Excluidos

(n=25) (n=13)

o
T ¥
vl
% Artigos incluidos | Inclusdo de novos artigos*
£ (n=20) (n=8)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 2 - Estratégias de busca empregadas em cada base de dado para investigar a relacdo entre obesidade e homocisteina plasmatica
em ratos.

B;asgoc;e Web of Science Scopus (Elsevier) One File (GALE) Pub Med Central
. (TITLE-ABS-KEY (rats) OR  Palavra-chave: "rats"AND (((((((rats[MeSH Terms]) OR
(TS=(rats) AND i i : A , (rats[Text Word])) AND
_ ) TITLE-ABS-KEY (mice) AND Palavra-chave: .
TS=(homocysteine) OR " o (homocysteine[MeSH Terms]))
_ . , TITLE-ABS-KEY homocysteine"OR Palavra- .
TS=(hyperhomocysteinemia) . i OR (homocysteine[Text Word]))
_ ) (homocysteine) OR TITLE- chave: .
2 AND TS=(obesity) OR " : - AND (obesity[MeSH Terms])) OR
Estrategia TS= ABS-KEY Hyperhomocysteinemia"AND ;
S=(obese) AND . . ) o (obesity[Text Word])) AND
de busca . . (hyperhomocysteinemia) AND Palavra-chave: "Obesity" AND \ L
TS=("random allocation")). . ) ("random allocation"[MeSH
TN TITLE-ABS-KEY (obesity) OR Documento completo: "
Indices: SCI-EXPANDED. TITLE-ABS-KEY (obese) srandomized” Terms])) OR ("random
allocation"[Text Word])
Reviséo por pares;

Ensaios clinicos

Critérios randomizados; Ultimos 5 Revis&o por pares,; Reviséo por pares;

de ~ anos. _ Sem restricdo quanto ao tipo Ensaios _cll’nicos Ensai oze(;ﬂ’f]?coog(:;r?ggﬁi’zados
incluséo Categ_orlas: Mgt_abollsmo ) _de estudo; [ar_ldomlzados; Ultimos 5 anos ’
Endécrino, Medicina Interna Ultimos 20 anos. Ultimos 5 anos. '
Geral e Ciéncias

Veterinarias
Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 3 - Estratégias de busca empregadas em cada base de dado para investigar se o consumo de alimentos com cafeina, como o refrigerante
de cola e o ch4d mate, aumentam a concentracao plasméatica de homocisteina. Para esta hipétese foram utilizadas duas estratégias por base de

(Continua)

Scopus (Elsevier)

( TITLE-ABS-KEY (rats) OR

TITLE-ABS-KEY (mice) OR
TITLE-ABS-KEY (humans)
OR TITLE-ABS-KEY (rat)

OR TITLE-ABS-KEY (human)

OR TITLE-ABS-KEY ("rattus
norvegicus") AND TITLE-
ABS-KEY ("llex
paraguariensis”) OR TITLE-
ABS-KEY ("yerba mate") OR
TITLE-ABS-KEY
(decaffeinated) OR TITLE-
ABS-KEY (“sugar-sweetened
beverages") OR TITLE-ABS-
KEY ("sugar-sweetened soft
drinks") AND TITLE-ABS-
KEY (homocysteine) OR
TITLE-ABS-KEY
(hyperhomocysteinemia))

One File (GALE)

Palavra-chave: rats AND
Palavra-chave: "llex
paraguariensis" OR Palavra-
chave: "sugar sweetened
beverages" AND Palavra-
chave: "Homocysteine" OR
Palavra-chave:
"Hyperhomocysteinemia"
AND Documento completo:
"randomized"

Pub Med Central

(((((((((rats[IMesSH Terms]) OR
(rats[Text Word])) OR (mice[MeSH
Terms])) OR (mice[Text Word]))
AND ("llex paraguariensis"[MeSH
Terms])) OR ("llex
paraguariensis"[Text Word])) OR
("yerba mate"[Text Word])) OR
("sugar-sweetened
beverages"[MeSH Terms])) OR
("sugar-sweetened
beverages"[Text Word])) OR
("sugar-sweetened soft drink"[Text
Word])) AND (homocysteine[MeSH
Terms])) OR (homocysteine[Text
Word])

dados.
B;:goc;e Web of Science
oAl (Ts=(rats) AND TS=("llex
e busca Lo
paraguariensis") OR
TS=("sugar-sweetened
beverages") AND
TS=(homocysteine)) AND
TIPOS DE DOCUMENTO:
(Article)
indices=SCI-EXPANDED
Reviséo por pares;
Critérios de Ensaios clinicos
inclusao randomizados; Ultimos 20

anos.

Reviséo por pares;
Sem restricdo quanto ao tipo
de estudo;

Ultimos 20 anos.

Revisdo por pares;
Ensaios clinicos
randomizados;
Ultimos 5 anos.

Reviséo por pares;
Ensaios clinicos randomizados;
Ultimos 5 anos.
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Tabela 3 - Estratégias de busca empregadas em cada base de dado para investigar se o consumo de alimentos com cafeina, como o refrigerante
de cola e o cha mate, aumentam a concentracéo plasmatica de homocisteina. Para esta hipotese foram utilizadas duas estratégias por base de

dados.
(Concluido)
Base de . . .
dados Web of Science Scopus (Elsevier) One File (GALE) Pub Med Central
TITLE-ABS-KEY (ra_lts) OR ("rats"[MeSH Terms] OR
~ TITLE-ABS-KEY (humans) i
OR TS=(humans) OR Terms] OR "mice"[Text Word] OR
_ _ OR TITLE-ABS-KEY (rat) OR . . " "
L TS=(rat) OR TS=(human) Pesquisa avancgada: Palavra- humans"[MeSH Terms] OR
Estratégia _ TITLE-ABS-KEY (human) OR g " " o tn
OR TS=("rattus " chave: "rats" AND Palavra- humans"[Text Word] OR "rat"[Text
de busca N TITLE-ABS-KEY ( "rattus . - " .
norvegicus")) AND norvegicus”) AND TITLE- chave: "caffeine" AND Word] OR "human"[Text Word] OR
(TS=(caffeine) OR TS=( 9 : Palavra-chave: "rattus"[Text Word] OR "rattus
N 3 S ABS-KEY (caffeine) OR " o C
1,3,7-trimethylxanthine") y homocysteine" OR Palavra- norvegicus"[Text Word]) AND
OR TS=(vivarin) OR TITLE-ABS-KEY ("1,3,7- chave: ("caffeine"[MeSH Terms] OR
ST trimethylxanthine") OR " o - " o "
TS=(caffedrine)) AND sl Hyperhomocysteinemia caffeine"[Text Word] OR "1,3,7-
"~ ; TITLE-ABS-KEY (vivarin) OR ) ) o
(TS=(homocysteine) OR . AND Documento completo: trimethylxanthine"[Text Word] OR
- . . TITLE-ABS-KEY (caffedrine) " i i " ©
TS=(hyperhomocysteinemia) AND TITLE-ABS-KEY randomized vivarin" OR "caffedrine"[Text
) indices: SCI-EXPANDED, . ] Word]) AND
CPCI-S. (homocys;ggi&R TITLE ("homocysteine"[MeSH Terms] OR
. . "homocysteine"[Text Word])
(hyperhomocysteinemia))
Reviséo por pares; .. o
o ) Ly Reviséo por pares; Reviséo por pares; - _
C_ntenos~ de Ensaios _c||n|co§ Ensaios clinicos Ensaios clinicos . Rev[s_ao por pares, .
inclusédo randomizados; Ensaios clinicos randomizados;

randomizados; Ultimos 20

Sem restricdo quanto ao
anos.

periodo de publicacao.

randomizados;

Oltimos 5 anos. Ultimos 20 anos.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 4 - Estratégias de busca empregadas em cada base de dado para investigar a relacdo entre hiperhomocisteinemia, estresse oxidativo

sistémico e doenga renal.

One File (GALE)

Pub Med Central

B;l;godse Web of Science Scopus (Elsevier)
TITLE-ABS-KEY (rats) AND
TITLE-ABS-KEY (
£ - homocysteine) OR TITLE-
stratégia ABS-KEY (
de busca ((TS=(rats) AND

hyperhomocysteinemia) AND
TITLE-ABS-KEY ("renal
insufficiency") OR TITLE-
ABS-KEY ( "kidney diseases" )
OR TITLE-ABS-KEY (
"symmetric dimethylarginine" )
OR TITLE-ABS-KEY (
"oxidative stress") OR
TITLE-ABS-KEY ( "oxidative
damage") AND TITLE-ABS-
KEY ( randomized))

TS=(homocysteine) AND
TS=("kidney diseases") OR
TS=("symmetric
dimethylarginine") OR
TS=("oxidative stress") AND
TS=(randomized))
indices: SCI-EXPANDED.

Palavra-chave: "rats"AND
Palavra-chave:
"Homocysteine" AND Palavra-
chave: "kidney disease" OR
Palavra-chave: "oxidative
damage" AND Palavra-chave:
"randomized" AND Tipo de
documento: "Article"

(CCcccccccccc((rats[MeSH Terms]) OR
(rats[Text Word])) OR (mice[MeSH
Terms])) OR (mice[Text Word]))
AND (homocysteine[MeSH
Terms])) OR (homocysteine[Text
Word])) AND ("kidney
diseases"[MeSH Terms])) OR
("kidney diseases"[Text Word])) OR
("renal insufficiency"[MeSH
Terms])) OR ("renal
insufficiency"[Text Word])) OR
("symmetric
dimethylarginine"[MeSH Terms]))
OR ("symmetric
dimethylarginine"[Text Word])) OR
("oxidative stress"[MeSH Terms]))
OR ("oxidative stress"[Text Word]))
AND ("random allocation"[MeSH
Terms])) OR ("random
allocation"[Text Word])

Reviséo por pares;
Ensaios clinicos
randomizados;
Ultimos 5 anos;
Categorias: Medicina
Experimental e Ciéncias
Veterinarias

Reviséo por pares;
Ensaios clinicos
randomizados;
Sem restricdo quanto ao
periodo de publicacao.

Critérios de
inclusao

Revisao por pares;
Ensaios clinicos
randomizados;
Ultimos 5 anos.

Reviséo por pares;
Ensaios clinicos randomizados;
Ultimos 5 anos.

Fonte: Elaborado pelo autor
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2.2.5 Andlise estatistica

A metanalise dos dados foi realizada com auxilio do programa Review Manager
(RevMan) versdo 5.4.1 (COCHRANE COLLABORATION, 2020). Para tal, os
resultados dos artigos selecionados foram considerados continuos e expressos em
média e desvio-padrdo. A diferenca de média ponderada foi calculada com intervalo
de confianca de 95%, sendo 16/39 trabalhos excluidos desta etapa por nao
informarem os valores médios de homocisteina plasmatica do grupo onde houve

intervencao.

O modelo de analise utilizado foi o de efeito variavel, que considera a existéncia
de variacBes metodoldgicas entre os estudos empregados. Para a representacéo
grafica da metandlise foi atribuido o diagrama “florest plot” (grafico em floresta). As
inconsisténcias entre os trabalhos selecionados foram quantificadas pelo teste de
heterogeneidade 12 = [(Q - df)/Q] x 100%, sendo Q o qui-quadrado e df (degree of
freedom) o grau de liberdade. A heterogeneidade foi classificada em ndo importante
(0% - 40%); moderada (30% - 60%); substancial (50% - 90%) e consideravel (75% -
100%) (Cochrane Collaboration, 2020).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 A obesidade aumenta a concentracdo plasméatica de homocisteina?

Um total de 7 trabalhos foi selecionado com o intuito de avaliar se a
concentracdo plasmatica de homocisteina (Hcy) é maior em pacientes obesos ou com
maior ganho de peso (Tabela 5). Durante a pesquisa bibliografica notamos uma
lacuna de conhecimento em relacdo a este tdpico em ratos, sendo encontrados
apenas 1 artigo nesta espécie que fosse adequado a metodologia proposta. A espécie
predominantemente utilizada foi a humana (58,1%), seguida de camundongos
(42,9%). Quanto ao tipo de estudo, houve predominio de ensaios clinicos
randomizados (28,6%) e estudos transversais (28,6%). A mesma porcentagem de
trabalhos foi encontrada entre os tipos de delineamento coorte, caso controle e ensaio
clinico ndo randomizado (14,3%). A maioria dos artigos utilizaram o indice de massa
corporal (IMC) (48,9%) e a inducdo com dietas hipercaldricas (28,6%) como critérios

de inclusdo de pacientes no grupo considerado obeso.
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Tabela 5. Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistemética para investigar a relac@o entre obesidade e homocisteina plasmatica.

(Continua)
. Pontos . . Intervencgdo ou
Autor/ano Tipo de Escala de N!VeAI de Poder do Populacéo Tamanho | Dieta de peise fator de Duracéo Resultados
Estudo evidéncia teste Amostral ou condigéo s
Jadad C exposicao
inicial
Grupo obeso
1 Hey
Biezanowska Ensaio Ratos wistar 5 grupos: dieta 1 Colesterol
-Kopec¢ e clinico 0 oB machos 42 Dieta contendo contendo 2, 4, 52 dias @ Triglicerideos
Leszczynska, ; 74,58% 32g/kg de 8,18 ou 28 g de Grupo tratado
randomizado adultos L2 . o
2017 metionina acido folico | Hey
| Colesterol
@ Triglicerideos
Grupo tratado
Racéao Dieta 1 Hcy plasmatica
Ensaio 99,9% Camundongos comercial e hipercalérica | Hcy hepatica
Yun et al., e . o . 12
2013 cI|n|c_:o 0 2B machos 20 agua ad libitum | rica em gordura semanas 1 Peso corporal
randomizado adultos do leite (21%) e 1 Triglicerideos
acucar (34.5%) @ Peroxidagéo
lipidica
. Grupo obeso
. Pacientes .
Dieta : 1 Hey plasmética
Vaya et al Estudo Homens e convencional selecionados 1 Leptina
" DNP 2C mulheres 132 ~ ' com obesidade | <24 horas* o
2012 transversal 82,58% ndo descreve s 1 Triglicerideos
adultos g morbida (IMC= -
restricbes 40 kg/m2) 1 Creatinina
9 | Colesterol HDL
Camundonaos Racéo Deficiéncia no
Teng et al., Ensaio DNP 9 comercial gene Betaina- 5a14 | Hey
e 0 2C machos 36 o
2011 clinico contendo 1.1 Homocisteina S- semanas | Peso corporal
adultos : )
g/kg de colina Metiltransferase
Pacientes com . Grupo obeso
Vaya et al Estudo caso- Homens e sinais de infarto Pacientes 1 Hey plasmatica
" DNP 3B mulheres 276 também obesos: | <24 horas* i
2010 controle 100% cerebral 1 Creatinina
adultos NP IMC = 40 kg/m2
critogénico T IMC
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Tabela 5 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisédo Sistematica para investigar a relacdo entre obesidade e homocisteina plasmaética.

(Concluido)
. Pontos . . Intervencédo ou
Autor/ano Tipo de Escalade N!VeAI de Poder do Populacéo Tamanho | Dieta de peise fator de Duracéo Resultados
Estudo evidéncia teste Amostral ou condicéo o
Jadad C exposicao
inicial
Grupo obeso
Homens e N&o descreve . 1 Hcy plasmatica
Konukoglu et Estudo DNP 2C 100% mulheres 60 restricdes Pacientes com2 <24 horas* 1 Peroxidagéo
al., 2003 transversal IMC > 27 kg/m L
adultos lipidica
Pacientes com
Fung et al Estudo de Homens - histérico de 1 Hcy plasmatica
9 " Coorte DNP 2B 100% 466 sedentarismo e | <24 horas* 1T IMC
2001 . adultos .
Prospectivo dieta
hipercalérica

Fonte: Elaborado pelo autor.
N=7; Hcy: Homocisteina; IMC: Indice de massa corporal; DNP: Dados ndo disponiveis; * O trabalho ndo forneceu acompanhamento dos pacientes apds estabelecer a
intervengdo. @: Auséncia de alteracdes.

Figura 4 - Grafico de folhas da metanalise dos dados referentes a relacdo entre obesidade e homocisteina (Hcy) plasmatica. Para cada artigo, as linhas
horizontais representam o intervalo de confianca e o quadrado o tamanho amostral. Linhas e losango deslocados a direita indicam a aceitacdo da hipotese. A
tabela demonstra média, desvio padrao (SD) e tamanho amostral dos grupos obeso e ndo obeso de cada trabalho avaliado, além do grau de heterogeneidade.

Obesos N&o obesos Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean [pmol/mL] SD [pmolimL] Total Mean [pmolimL] SD[pmolimL] Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Fung etal (2001} 16.8 06 233 14 06 233 264% 2.80 [2.69, 2.91] =
Konukoglu et al. (2003) 10.71 1.35 24 8.81 1.37 35 221% 1.90[1.20, 2.60] =
Waya etal. (2010) 13.37 206 123 102 28 153 19.0% AT 217, 4.17] —
Wayd etal (2012) 12.76 5.3 GG 10.67 248 6 14.8% 2.09[0.68, 3.50] —_—
un etal (2013 146.3 1.53 10 10.1 1.0 10 17.5% 5.20 [4.08, 6.24] —
Total (95% CI) 457 497 100.0% 2.09[2.17, 3.80] &
Heterogeneity: Tau® = 0.65; Chi®= 25.04, df= 4 (F = 0.0001); F= 84% 54 52 g é jl
Testfor overall effect: Z=7.17 (P = 0.00001) Mio ohesos Ohbesos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica para investigar a relagdo entre a homocisteina plasmatica e o consumo da cafeina
de diversos alimentos.

(Continua)
Pontos
Autor/ano Tipo de Escala Nivel de Poder Populacéo Tamanho | Dieta de base Intervencéo Duracéo Resultados
Estudo de evidéncia | do teste pulag Amostral & &
Jadad
G2: 1.79/ kg/ dia de Grupo 2:
Ensaio L-metionina; 1 Homocisteina
Alzoubi et e Ratos Wistar Racéo G3: 0.3 g/L de | GPx
clinico 0 2B 48 . o 4 semanas .
al., 2018 ; DNP machos adultos convencional e cafeina; Grupos 3 e 4:
randomizado . ) o
agua ad G4: ambos os @ Homocisteina
libitum tratamentos @ GPx
Homens e Consumo regular Grupo 1
Richard et Estudo mulheres adultos de cha verde (G1) 1 OR HHcy
NC 2C DNP e hipertensos 473 DNP ou preto (G2) > 125 | <24 horas*
al., 2018 transversal X o
(pressao sistdlica g/erva/més nos Grupo 2
2140 mmHg) ultimos 6 a 15 anos 11 OR HHcy
Gl:{f”%?gngfjum As andlises Grupos le3
G2: 3 copos d’e cha foram @ Homocisteina
. Homens e Dieta preto (250 mL, 150 realizadas
Ensaio - . . no Grupo 2
Hodgson e mulheres adultos convencional, mg cafeina/dia) e :
clinico 2 1B ~ 20 ~ o . ) momento Discreto 1
et al., 2007 ; 100% nao obesos (IMC nao descreve jejum alimentar; o
randomizado L Cz zeroe 3 Homocisteina
< 36/KG m?) restricbes G3: Agua e horas e
refeicéo; . .
G4: 3 copos de cha mela apos Grupo 4 .
' o consumo | @ Homocisteina

preto e refeicao.
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Tabela 6 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica para investigar a relagéo entre a homocisteina plasmatica e o consumo da cafeina
de diversos alimentos.

(Continuacao)

Pontos
Tipo de Escala Nivel de Poder do ~ Tamanho Dieta de base ~ ~
Autor/ano S Populacao Intervencéao Duracéao Resultados
Estudo de evidéncia teste Amostral
Jadad
Pacientes com
Hodgson Estudo Mulheres DNP historico de ingestéo <24 L
et al., 2006 | transversal NC 2C DNP adultas 232 = 250 mL/dia de cha horas* @ Homocisteina
verde ou preto
G2: Dieta com 104.1 Grupo 2:
Ensaio Ratos Wistar ) +17.9 mg/ql de @ Homocisteina
Sakamoto clinico 0 B machos 48 Racéao cafeina; 20
et al., 2005 randomizado 100% adultos convencional e | G3: Dietacom 122.5 | semanas Grupo 3:
agua ad libitum +10.4 mg/dl de Discreto 1
cafeina. Homocisteina
Grupo 2:
G1: sem café; @ Homocisteina
Mursu et Ensaio Homens Dieta G2: 3 copos (450 3 Grupo 3:
al. 2004 clinico 0 2B adultos 43 convencional, mL); semanas @ peroxidagéo
v randomizado 31,11% nao descreve G3: 6 copos (900 lipidica
restricdes mL); Discreto 1
Homocisteina
Restrigdo de 1250 mL cha _
. alimentos . Grupo 1:
Ensaio Homens e preto/dia (5 copos L
Hodgson e contendo 4 @ Homocisteina
clinico 0 2B mulheres 22 . . com 2 g de folha de )
et al., 2003 : 9,65% cafeina (chas, . semanas Grupo 2:
randomizado adultos . cha em 250 mL de S
café, cola, @ Homocisteina

chocolate)

agua quente)
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Tabela 6 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica para investigar a relacéo entre a homocisteina plasmatica e o consumo da cafeina
de diversos alimentos.

(Concluido)
Pontos
Tipo de Escala Nivel de Poder do ~ Tamanho Dieta de base . .
Autor/ano A Populagéo Intervencéo Duracgéo Resultados
Estudo de evidéncia teste Amostral
Jadad
F1: Abstinéncia de )
. .. Fase 1:
Dieta cafe; | Homocisteina
convencional, F2: 600 ml de café + icio f .
. sem incluir 200 mg é&cido Inicio ase 2:
Strandhag Ensaio Homens e . - L 4 1 Homocisteina
e 38.49% alimentos félico/dia; .
en et al., clinico 1 2B mulheres 120 . P semanas Final fase 2 e
; contendo F3: Abstinéncia de .
2003 randomizado adultos p .. por fase fase 3:
cafeina em café; Homocisteina
fases de F4: 600 ml de ! )
NN A Fase 1.
abstinéncia café/dia + 40 mg T
e ; 1 Homocisteina
piridoxina/dia.
Ensaio Homens e Dieta
Verhoef et e convencional, Cépsulas de 870 mg 2 Grupo tratado:
clinico 1 2B mulheres 48 ~ . ) o
al., 2002 . 32,56% nado descreve de cafeina/dia semanas | 1 Homocisteina
randomizado adultos 2
restricdes
. G1: Jejum; Grupc_) 1:,
. . Pacientes com . | Homocisteina
Christense Ensaio Homens e historico de G2: 1 a 3 copos de 6 | Colesterol
n et al., clinico 1 1B mulheres 191 . ~ café/dia (175-525 .
; 90% ingestao regular o - semanas Grupos 2e 3:
2001 randomizado adultos . mL); G3:4 copos/dia s
de cafeina. @ Homocisteina
(>700 mL)
@ Colesterol
Ensaio Homens e Dieta
Grubben e 27,17% convencional, 1 L/dia de café ndo 2 Grupo tratado:
clinico 0 2B mulheres 64 ~ . S
et al., 2000 . ndo descreve filtrado semanas | 1 Homocisteina
randomizado adultos o~
restricdes
Ensaio Homens e Dieta
Urgert et e 35,47% convencional, 1 L/dia de café 4 Grupo tratado:
clinico 0 2B mulheres 36 ~ ' Co
al., 2000 . nao descreve filtrado (70 g) semanas | 1 Homocisteina
randomizado adultos

restricdes

Fonte: Elaborado pelo autor

N=12; GPx: glutationa peroxidase; SOD: superéxido dismutase; OR HHcy: risco relativo de desenvolvimento de hiperhomocisteinemia; NC: Ndo convém; DNP: Dados nao
disponiveis; * o trabalho ndo acompanhou os pacientes apés a intervencdo; @: Auséncia de alteracdes.
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Tabela 7 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisédo Sistematica para investigar a relacdo entre hiperhomocisteinemia e doenca renal.

(Continua)
Pontos
Autor/ano Tipo de Escala Nivel de Poder do Pobulacio Tamanho Dieta de base Intervencao Duracio Resultados
Estudo de evidéncia teste pulag Amostral ¢ &
Jadad
Grupo 2
1 Homocisteina
Grupos 2e3
1 Peroxidagéo
Racéo G1: Controle; lipidica
convencional e | G2: HHcy induzida U
DNP agua ad libitum por 10 mL/dia de Microalbuminuria
Ensaio Ratos Wistar N L | SOD
Gao et al., e homocisteina diluida 12
clinico 0 2B machos 32 . | TFG
2020a ; a 2%; semanas
randomizado adultos e ) Grupo 4
G3: hipertensos; o
G4: HHcy + i Homoc!stenja
hipertensos 11 Peroxidagao
' lipidica
"
Microalbuminuria
1l SOD
Ll TFG
Grupo 1
1 Homocisteina
1 Peroxidagao
. Ragao G1: HHcy induzida lipidica
100% Ratos Wistar convencional e por 10 mL/dia de Mi le o
Ensaio machos agua ad libitum | homocisteina diluida icroaluminuna
Gao et al., g ) 12 | TFG
clinico 0 2B adultos com 32 a 2%;
2020b X ) ~ . semanas Grupo 2
randomizado hipertenséo G2: HHcy + 0,4 Homocisteina
espontanea mg/kg/dia de acido ' P dach
f6lico | Peroxidagao
' lipidica
I

Microalbuminuria
T TFG
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(Continuacao)

Pontos
Autor/ano Tipo de Escala Nivel de Poder do Populacio Tamanho Dieta de base Intervencso Duracso Resultados
Estudo de evidéncia teste putag Amostral & &
Jadad
1 Proteinas de
Racéo envelhecimento
. convencional e . . renal (p53, p21
Zhang et Er)sglo DNP Ratos machos agua ad libitum HHcy induzida por 24 e pl6)
clinico 0 2B 15 dieta contendo 2,5% :
al., 2020 . adultos o semanas 1 Ureia
randomizado de metionina
| TFEB
1 Estresse
nitrativo
Pacientes 1 Homocisteina
Homens e hipertensos Pacientes com 1 Creatinina
Kuang et Caso- NC 3B 100% mulheres 450 (presséo microalbuminuria <24 - Correlagéo
al., 2017 controle sistélica > 130 (RMCU entre 30 a horas* positiva entre
adultos L
mmHg) 300 pg/mg). homocisteina e
RMCU
Pacientes com
historico de . . | TFG
Ye et al Estudo Homens e dpgnga renal GL. C_ontrole, <24 1 Creatinina
2016 N transversal NC 2C 100% mulheres 1048 crénica (TFG < G2: Pacientes com horas* + Ureia
adultos 60 mL/min/1.73 HHcy (>15 pmol/L); S
) . 1 Proteinuria
m? por mais de
3 meses)
Grupo 2
Pacientes com | TFG
Homens e historico de G1: Controle; 1 Acido urico
(;?hzeglest traErg\tjgr(;al NC 2C DNP mulheres 16477 hiperuricemia (> | G2: Pacientes com h;rzai* - Correlagéo
v adultos 7,0 mg/mL) HHcy (>15 pmol/L); positiva entre
HHcy e

hiperuricemia
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Tabela 7 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica para investigar a relagdo entre hiperhomocisteinemia e doenca renal.

(Continuacao)

Pontos
Autor/ano Tipo de Escala N?vel d‘? Poder do Populacéo Tamanho Dieta de base Intervencéo Duracéo Resultados
Estudo de evidéncia teste Amostral
Jadad
. . Ratos Wistar Racéao . L
Magne et Er)sglo 0 2C 100% machos 16 convencional e Bolus d? 39/kg de 6 horas I Homocisteina
al., 2015 clinico . o metionina | SMDA
adultos agua ad libitum
Grupo 2
Pacientes G1: Sem doenga 1 Homocisteina
Homens e hipertensos renal (RMCU | TFG
Yun et al., Caso- NC 3B 99,4% mulheres 379 (presséo <309/9); <24
2015 controle adultos sistolica > 140 | G2: Estagio inicial de horas* - Correlagéo
mmHg) doenca renal (RMCU positiva entre
entre 30 a 300 g/g). homocisteina e
RMCU
Pacientes
DNP Homens e hipertensos . < 1 Creatinina
\;Yag%fé traEnsst\thrZal NC 2C mulheres 110 (presséo Pac'(iqtoeir%%TSHcy horzzfs* 1 Ureia
" adultos sistélica > 140 ' 1 Acido urico
mmHQg)
Pacientes sem Grupo 2
histérico de . . | TFG
Levi et al., Estudo NC B 100% Homens e doenca renal ,Gl' C_ontrole, <24 - Correlagéo
mulheres 3602 G2: Pacientes com o
2014 Coorte adultos (TFG > 60 HHcy (>15 pumol/L) horas* positiva entre
ml/min/ 1.37 m?) ' HHcy e risco

relativo de DRC
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Tabela 7 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica para investigar a relagcdo entre hiperhomocisteinemia e doenca renal.

(Concluido)
Tipo Pontos
de Nivel de Poder do ~ Tamanho Dieta de ~ .
Autor/ano Escala A Populacéo Intervencéo Duracéo Resultados
Estud evidéncia teste Amostral base
o de Jadad
- Correlag@o positiva
G1: Controle: entre homocisteina e
L ’ creatinina,;
Wana et al Estudo Homens e Gdgérljls;(\)/gzzlﬂ;'l - Auséncia de
9 " | transve NC 2C mulheres 408 ) ¢ , . | <24 horas* correlacdo entre
2008 G3: Histérico de 2 L .
rsal DNP adultos - ou 3 doencas homocisteina e SMDA;
vasculartfs - Correlagéo negativa
) entre homocisteina e
TFG.
Grupo 1
Gl e 2: Dieta @ Homocisteina
pobre em . @ Proteinuria
Ensaio Ratos sodio (0,4%) d(i?elzdee ?ﬁ;ti%/rll(i%/a Grupos 2e 3
Li et al., 2002 e 0 2C 100% 14 G3 e 4: Dieta . Ny 6 semanas 1 Homocisteina
clinico adultos ; L para inducdo de L
rica em sédio HHC 1 Proteinuria
(8%) y Grupo 4

11 Homocisteina
11 Proteinuria

Fonte: Elaborado pelo autor
N=12; SOD: Superoxido dismutase (SOD); TFG: Taxa de filtracdo glomerular; SMDA: Dimetil arginina simétrica; TFEB: Fator de transcricdo genético EB; RMCU: Relacao

microalbumina/creatinina urinaria; DRC: Doenca renal crénica; HHcy: hiperhomocisteinemia; NC: Ndo convém; DNP: Dados nao disponiveis; * o trabalho nao forneceu
acompanhamento dos pacientes apods estabelecer a intervencéo; @: Auséncia de alteragdes.
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Tabela 8 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Reviséo Sistematica para investigar a relacéo entre hiperhomocisteinemia e estresse oxidativo sistémico.

(Continua)
Pontos
Autor/ano Tipo de Escala Nivel de Poder do Pobulacio Tamanho | Dieta de base Intervencao Duracio Resultados
Estudo de evidéncia teste putag Amostral & &
Jadad
. | Homocisteina
Oliveira et al., Er]s_:a|o Homens e Pacientes Progranja_ de 16
clinico 3 1B mulheres 49 o exercicio S
2019 ; 100% positivos para ) semanas | Peroxidacgéo
randomizado adultos combinado S
HIV lipidica
Grupo tratado:
Uremia 1 Peroxidagéo
induzida por . . lipidica
Liang et al Ensaio DNP Ratos 250/mg/ kg/dia (;—!0Hé:y mg;;zl;ddailapgg 1 TNF-a
9 N clinico 0 2B machos 60 de adenina U0 MOV grc 54 dias 1 IL-6
2018 . . P homocisteina
randomizado adultos intragastrica A
S subcuténea .
nos primeiros Permeabilidade
28 dias e leséo
intestinal
G1: Controle;
G2: Dieta Gruno 2
hipercaldrica (DH) PO 2
- 1 Homocisteina
e deficiente de 1 Peroxidagso
4cido folico (0.2 e
Cui et al Ensaio Ratos Racéo mg/kg) 12 pT AC
B clinico 0 2B DNP machos 28 convencional e G3: DH com 2.1 L
2017 ; . L semanas Grupos 3e 4
randomizado adultos agua ad mg/kg de acido L
2 . | Homocisteina
libitum félico & Peroxidacio
G4: DH croxidag
suplementada com lipidica
1T TAC

acido félico (4.2
mg/kg).
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Tabela 8 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistemética para investigar a relagdo entre hiperhomocisteinemia e estresse oxidativo

sistémico.
(Continuacéo)
Pontos
Autor/ano Tipo de Escala Nivel de Poder do Populacao Tamanho Dieta de Intervencao Duracéao Resultados
Estudo de evidéncia teste putag Amostral base & &
Jadad
. ~ Grupo tratado:
Huo et al., Er)sglo Ratos Ragao_ Dieta rica em 48 1 Homocisteina
clinico 0 2B 100% machos 12 convencion L g
2017 . , metionina (3%) | semanas 1 Peroxidagéo
randomizado adultos al e agua linidi
L ipidica
ad libitum
Grupo 2
G1: Controle; 1 Homocisteina
G2: HHcy 1 Peroxidagao
. : Racao induzida por lipidica
Boyacioglu Er]s_alo 100% Ratos Wistar convencion 1g/kg/dia de . | TAC
clinico 0 2B machos 24 . SN 28 dias
et al., 2014 randomizado adultos al e agua metionina; Grupo 3
ad libitum G3: HHcy + 1 Homocisteina
vitamina C (150 | Peroxidagéo
mg/kg/dia) lipidica
1 TAC
G1: Controle; Gl“.]r%%z
G2:0.3-0.6 H "
. molig/dia de 1 Homocisteina
Ratos Wistar W . 1 Peroxidagao
Kolling et al Ensaio adultos de Racédo homocisteina lipidica
" e 0 2C 21 . subcutanea; 28 dias
2011 clinico DNP ambos os convencion G3: Grupo 3
Sexos al e 4gua homocistéina + @ TAC
ad libitum |Homocisteina

0.011 pmol/g/dia
de folato.

@ Peroxidacéo
lipidica
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Tabela 8 - Caracteristicas dos estudos incluidos na Revisdo Sistematica para investigar a relacdo entre hiperhomocisteinemia e estresse oxidativo
sistémico.

(Concluido)
Pontos
Autor/ano Tipo de Escala Nivel de Poder do Populacao Tamanho Dieta de Intervencao Duracéao Resultados
Estudo de evidéncia teste pulac Amostral base ¢ ¢
Jadad
Ratos Racéo H';?%'gd;iga 1 Homocisteina
Matté et al., Ensaio 99,53% . convencio | P o 3 1 Peroxidagao
e 0 2C Wistar 96 pmol/g/dia de o
2009 clinico nal e L semanas lipidica
adultos . homocisteina
agua ad N | TAC
2 subcutanea
libitum
G1: folato 5 .
Ensaio Homens e Pacientes mg/dia; Grlljig(r)niii’stze?ngl
Racek et al., Iy 96,75% com G2: vitamina E ! ; ~
clinico 0 2B mulheres 100 s . 2 meses | Peroxidagao
2005 ; historico 500 mg/dia; o
randomizado adultos S lipidica
Hcy > 15 | G3:vitamina E 1 TAC
pumol/L + folato
Fonte: Elaborado pelo autor

N=8; IL-6: Interleucina-6; TNF-a: Fator de necrose tumoral; TAC: Capacidade antioxidante total; HHcy: hiperhomocisteinemia; NC: Nao convém; DNP: Dados néo
disponiveis; @: Auséncia de alteracdes.
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Figura 5. Gréfico de folhas da metandlise dos dados referentes a relacdo entre a homocisteina (Hcy) plasmatica e o consumo da cafeina de
diversos alimentos. Para cada artigo, as linhas horizontais representam o intervalo de confianga e o quadrado o tamanho amostral. Linhas e
losango deslocados a direita indicam aceitacdo da hipétese. A tabela demonstra média, desvio padrdo (SD) e tamanho amostral dos grupos

controle e tratados de cada trabalho avaliado, além do grau de heterogeneidade.

Alimentos com cafeina Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean [pmol/mL] SD [pmol/mL]  Total Mean [pmol/mL] SD [pmol/mL] Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Christensen et al. (2001) 9.69 28 65 8.74 2.2 65 10.0% 0.95 [0.08, 1.82) —
Grubben et al. (2000) 14 3.5 30 12.8 3.3 34 35% 1.20 [-0.47, 2.87] T
Hodgson et al. (2003) 10.2 0.5 1 10 0.5 11 207% 0.20 [-0.22, 0.62] ™
Hodgson et al. (2007) 11.9 0.6 116 10.9 05 116 29.0% 1.00 [0.86, 1.14] u
Mursu et al. {2004} 14.7 8.5 15 11.9 10.6 14 02% 2.80 [4.22, 9.82]
Sakamoto et al. (2005) 7.48 0.6 24 6.94 0.24 24 25.9% 0.54 [0.28, 0.80] =
Strandhagen et al. (2003) 10.2 4.85 61 892 3.66 59 4.1% 1.28 [-0.25, 2.81] I
Urgert et al. (2000) 10 2.8 18 8.4 2.3 18 3.5% 1.60 [-0.07, 3.27] —
Verhoef et al. (2002) 10 31 24 9.6 31 24 3.2% 0.40 [-1.35, 2.15] -
Total (95% ClI) 364 365 100.0% 0.73 [0.40, 1.07] ¢

Heterogeneity: Tau® = 0.09; Chi? = 20.93, df = 8 (P = 0.007); ? = 62%

Test for overall effect: Z = 4.33 (P < 0.0001)

Fonte: Elaborado pelo autor

-10

5

0 5 10
Confrole  Alimentos com cafeina
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Figura 6. Gréfico de folhas da metandlise dos dados referentes a relagédo entre hiperhomocisteinemia (HHcy), estresse oxidativo sistémico (EOS)
e doenca renal (DR). Para cada artigo, as linhas horizontais representam o intervalo de confianca e o quadrado o tamanho amostral. Linhas e
losangos deslocados a direita indicam aceitacdo da hipétese de que a HHcy contribui para o EOS e DR. A tabela demonstra média, desvio
padrao (SD) e tamanho amostral dos grupos controle e doentes de cada trabalho avaliado, além do grau de heterogeneidade.

Doente Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean [pmol/mL] SD [pmol/mL] Total Mean [pmol/mL] SD [pmol/mL] Total Weight IV, Random, 95% CI Year IV, Random, 95% CI
3.1.1 Doenga renal
Li et al. (2002) 24.93 10.08 550 10.57 288 492 10.0% 14.36[13.48, 15.24] 2002 -
Levi et al.(2014) 237 13.9 348 10.8 2.9 3254 10.0% 12.90[11.44,14.36] 2014 -
Yun et al. (2015) 15.37 13.21 171 12.13 4.7 208 9.9% 3.24[1.16,5.32] 2015 -
Ye et al. (2016) 7.64 029 174 523 025 174 101% 2.41[2.35,2.47] 2016 -
Kuang et al. (2017) 16.8 92 150 10.6 32 300 10.0% 6.20 [4.68,7.72] 2017 -
Gao et al. (2020) 2586 0.7 16 7.33 0.74 16 10.0% 18.27 [17.77,18.77] 2020 -
Subtotal (95% CI) 1409 4444 60.0%  9.57 [1.69, 17.46] el

Heterogeneity: Tau? = 96.73; Chi? = 4719.32, df = 5 (P < 0.00001); 1> = 100%
Test for overall effect: Z = 2.38 (P = 0.02)

3.1.2 Estresse oxidativo sistémico

Racek et al. (2005) 17.2 24 100 12.9 3 100 10.0% 4.30[3.55, 5.05] 2005 -
Boyacioglu et al. (2014) 29.8 206 12 5.91 049 12 10.0% 23.89[22.69, 25.09] 2014 -
Huo et al. (2017) 10.75 0.8 6 3 0.35 6 10.0% 7.75[7.05, 8.45] 2017 -

Oliveira et al. (2019) 13.1 36 49 8.9 28 33 10.0% 4.20[2.81,5.59] 2019 -

Subtotal (95% CI) 167 151 40.0% 10.03 [2.41, 17.65] i

Heterogeneity: Tau® = 60.18; Chi* = 794.51, df = 3 (P < 0.00001); I? = 100%
Test for overall effect: Z = 2.58 (P = 0.010)

Total (95% Cl) 1576 4595 100.0%  9.76 [4.52, 15.00] -

Heterogeneity: Tau? = 71.10; Chi? = 6137.55, df = 9 (P < 0.00001); I* = 100% : | | :

Test f Il effect: Z = 3.65 (P = 0.0003 20 10 0 10 20
est for overall effect: Z = 3.65 (P = 0. ) Controle Doentes

Fonte: Elaborado pelo autor
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Em 71,43% dos casos houve aumento da concentragcéo plasmatica de Hcy em
pacientes que obtiveram maiores IMC, triglicerideos, colesterol, leptina e peso
corporal. Resultados semelhantes foram observados por 28,6% dos autores, ao
constatarem que dietas com baixas calorias reduzem a Hcy circulante. Ndo houve

discordancia de conclusdes entre os trabalhos (Tabela 5).

Embora existam estudos favoraveis a nossa hipétese, estes sdo de pouca
qualidade cientifica. A totalidade dos ensaios clinicos avaliados apresentou baixa nota
em relacdo a escala de Jadad (<3), demonstrando falhas de mascaramento e
descricao do processo de randomizacao em suas metodologias (Tabela 5). O nivel de
evidéncia dos estudos em sua maioria variou de mediano a baixo, sendo que 85,7%
apresentaram nota 2C ou 2B e 14,3% nota 3B. O poder do teste foi > 80% em 71,43%
dos artigos selecionados, indicando boa confiabilidade nas decisdes quanto a
probabilidade de erros nos testes de hipoteses empregados (Tabela 5).

O gréfico em folhas (Figura 4) demonstra a diferenca da média ponderada da
concentragcdo plasmética de Hcy nos estudos que a relacionaram com a obesidade.
O deslocamento dos tragos representativos de cada trabalho para a direita, a area de
aceitacdo da hipotese, e a auséncia de intersecdo entre eles e a linha central nos
permitem constatar o consenso da literatura avaliada em relacdo ao tema: A Hcy
plasmatica é maior em ratos e humanos obesos. A metanalise dos dados (p<0,00001)
corrobora com esta informacdo. O grau de heterogeneidade (84%) pode ser
classificado como substancial ou consideravel, apontando a existéncia de variacdes

metodoldgicas consistentes entre os artigos selecionados.

2.3.2 O consumo da cafeina de diversos alimentos aumenta a concentracao

plasmatica de homocisteina?

Durante a pesquisa bibliografica observamos uma deficiéncia de conhecimento
em relacéo as consequéncias do consumo da cafeina do refrigerante de cola e do cha
mate na concentracdo plasmatica de Hcy em ratos Wistar e humanos, ndo sendo
encontrado nenhum trabalho relacionado a esse tema. Quando buscamos outros
alimentos cafeinados obtivemos um total de 12 artigos. Nestes, os mais estudados

foram o café (46,7%), seguido do cha preto (33,3%), das capsulas de cafeina (25%)
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e do cha verde (16,7%) (Tabela 6). Alguns trabalhos associaram mais de uma dessas
intervencoes.

Houve predominio de ensaios clinicos randomizados (83,3%), seguidos de
estudos transversais (16,7%). Nenhum trabalho com outro tipo de metodologia foi
selecionado. Dentre estes experimentos, 83,3% foram realizados em humanos.
Apenas 16,7% utilizaram ratos, demonstrando que a literatura em relacdo ao tema

nesta espécie ainda é escassa.

A totalidade dos ensaios clinicos randomizados avaliados apresentou baixa
nota em relacdo a escala de Jadad (<3), sendo que 60% obtiveram nota zero, 30%
nota 1 e 10% nota 2. O nivel de evidéncia constatou qualidade moderada dos
trabalhos, sendo que 66,7% apresentaram nota 2B e 16,7% nota 1B ou 2C. O poder
do teste foi menor do que 80% na maioria dos artigos (66,7%), indicando baixa
confiabilidade da andlise estatistica por eles realizada. Apenas 33,3% dos estudos

obtiveram poder do teste maior do que 80%.

Dentre os estudos que avaliaram o consumo de capsulas de cafeina, cerca de
50% nao observaram aumento da Hcy plasmética. Estes trabalhos, no entanto,
apresentam menor nota na escala de Jadad e mesmo nivel de evidéncia em relacéo
aos outros 50% que constataram esse aumento. O consumo de chéa verde néo elevou
a Hcy plasmatica na maioria dos artigos (75%). O Unico trabalho selecionado (25%)
gue observou maior concentracéo de Hcy circulante em humanos apds a ingestao de
ché verde possui baixo nivel de evidéncia (2C), nédo € um ensaio clinico e nao

forneceu dados para o célculo do poder do teste.

A ingestédo de cha preto ndo aumentou a concentracao plasméatica de Hcy em
50% dos estudos. Elevacbes desse oxidante foram observadas em experimentos de
gualidade semelhante (25%). O artigo de Hodgson et al. (2007) foi o melhor qualificado
em nossa revisdo sistematica para avaliar a relacdo entre a Hcy e o consumo da
cafeina de diversos alimentos, obtendo nota 2 na escala de Jadad, 100% de poder de
teste e nivel de evidéncia 1B. Estes autores constataram apenas um discreto aumento
de Hcy plasmatica em humanos apds ingestdo de cha preto em jejum. Dentre os
estudos com café, todos observaram aumento deste oxidante na circulagdo, sendo
que em 33,3% destes trabalhos a elevagcédo foi apenas discreta. Os artigos que

estabeleceram aumento significativo de Hcy plasmatica apos consumo deste alimento
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(66,7%) foram classificados como de melhor qualidade e utilizaram maiores tempos
de administracéo, sugerindo que a HHcy esta associada ao consumo cronico de café.

As diferencas das médias ponderadas da concentracdo plasmatica de Hcy nos
estudos que a relacionaram com o consumo de alimentos contendo cafeina esta
representada em um diagrama de folhas (Figura 5). Mesmo com o deslocamento dos
trabalhos para a area de aceitacdo da hipotese, a intersecdo entre 0s tracos
representativos de 77,8% dos artigos avaliados e a linha média central demonstra que
na maioria dos estudos utilizados para a metanélise ndo houve aumento significativo
da Hcy plasmatica ap6s o consumo de cafeina. Estes resultados demonstram
divergéncia de opinides entre os autores, com tendéncia a rejeicdo da hipotese.
Apenas 22,2% dos trabalhos aceitaram a hipotese. Estes, no entanto, possuem maior
qualidade cientifica, intervalo de confianca mais estreito e tamanho amostral mais
representativo. Os alimentos utilizados pelos autores que constataram aumento da

Hcy plasmatica apds consumo de cafeina foram o café e o chéa preto.

Mesmo na presenca de dados conflitantes, o célculo da metanalise (p<0,0001)
e o deslocamento do losango para a direita no grafico (Figura 5) indicam aceitacéo da
hipétese. Desse modo, podemos inferir que o consumo da cafeina do chéa preto ou do
café contribui para HHcy. Teorizamos que este aumento € mais discreto do que o
promovido pela obesidade. O grau de heterogeneidade (62%) pode ser classificado
como substancial e aponta a existéncia apenas moderada de variacdes metodologicas

entre os trabalhos avaliados mesmo com a utilizacdo de diferentes intervencdes.

2.3.3 A hiperhomocisteinemia esti associada a doenca renal?

Um total de 12 trabalhos foi selecionado com o objetivo de avaliar se existe
relacdo entre HHcy e doenca renal (DR). Houve predominio de estudos transversais
(33,3%), seguido por ensaios clinicos randomizados (25%), caso controle (16,7%),
ensaios clinicos ndo randomizados (16,7%) e coorte (8,3%). A totalidade dos artigos
analisados apresentou baixa qualidade cientifica, sendo que 100% dos ensaios
clinicos obtiveram nota zero na escala de Jadad e nivel de evidencia 2C (50%), 2B
(33,3%) ou 3B (16,7%). O poder do teste foi maior que 80% em 58,33% dos estudos
escolhidos, indicando confiabilidade moderada dos testes estatisticos utilizados.
Desse modo, é possivel inferir que delineamentos experimentais de boa qualidade e

voltados ao tema em questéo sdo escassos na literatura.
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Os humanos foram a espécie predominantemente estudada (58,3%), seguidos
dos ratos Wistar (41,7%). Dentre os principais parametros empregados para o
diagnostico de DR, os de maior destaque foram a taxa de filtracdo glomerular (TFG)
e a creatinina plasmética. Ambos foram mensurados em 50% dos trabalhos, sendo
observado azotemia e diminuicdo da TFG em todos eles. A concentracdo plasmatica
de ureia, a razdo microalbumina/creatinina urinaria e a quantidade total de proteinas
na urina foram estudadas, respectivamente, em 25%, 25% e 16,7% dos artigos.
Aumentos desses parametros foram observados em todos os casos de HHcy. As
proteinas do envelhecimento renal e o risco relativo de DR foram avaliados cada um
em apenas 1 trabalho (8,3%), também apresentando elevac¢des proporcionais a Hcy

plasmética.

De forma geral, a grande maioria (83,3%) dos autores aponta que a HHcy
favorece o desenvolvimento de DR. A metanalise dos dados (p<0,00001) corrobora
com esta informacao (Figura 6). Dois estudos (16,7%) obtiveram resultados contrarios
ao relacionar a Hcy e a dimetil arginina simétrica (SDMA) plasmaticas. Ambos, no
entanto, foram considerados de menor qualidade se comparados aos que
estabeleceram relacéo entre HHcy e DR. Outro fator importante € o tempo de duracao
do experimento, que foi menor do que 1 dia nestes 2 trabalhos. Teorizamos que com
maior tempo de HHcy alteragcdes na dinamica da SDMA poderiam ser visualizadas. .
O grau de heterogeneidade foi de 100%, demonstrando variacdes consideraveis na

metodologia dos artigos selecionados.

2.3.4 A hiperhomocisteinemia esti associada ao estresse oxidativo sistémico?

Para avaliar a relacdo entre HHcy e estresse oxidativo sistémico (EOS) foram
escolhidos 8 artigos. Dentre eles, a maioria € composta por ensaios clinicos
randomizados (75%), seguidos de ensaios clinicos ndo randomizados (25%). Quanto
a qualidade cientifica, 87,5% destes trabalhos apresentaram nota zero na escala de
Jadad e nivel de evidéncia 2B (71,3%) ou 2C (28,6%). Um estudo (12,5%) foi
considerado de boa qualidade ao ser classificado com nota 3 e nivel de evidéncia 1B.
O poder do teste foi maior que 80% em 62,5% dos artigos selecionados, indicando
confiabilidade moderada na andlise estatistica por eles empregada. A principal
espécie utilizada nesses experimentos foram os ratos Wistar (75%), seguidos dos
humanos (25%).
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Todos os trabalhos que avaliaram o EOS na HHcy mensuraram a peroxidacao
lipidica, existindo aumento deste parametro em 100% deles. A capacidade
antioxidante total (TAC) foi estudada por 62,5% dos autores e diminuiu em todos 0s
casos, demonstrando maior exposi¢cdo dos grupos experimentais a oxidantes. Estes
resultados demonstram consenso de opinido entre os autores de que a HHcy aumenta
o desequilibrio oxidativo e EOS.

O diagrama em folhas (Figura 6) apresenta a diferenca da média ponderada da
concentracdo plasmética de Hcy nos estudos que a relacionaram com EOS. A
metanalise dos dados (p<0,00001), o deslocamento dos tracos representativos de
cada trabalho e dos losangos para a direita e a auséncia de intersecao entre eles e a
linha central demonstra aceitacdo da hipotese por parte da literatura selecionada.
Tendo isso em vista, confirmados que a HHcy altera a dinamica dos marcadores de
EOS de modo a favorecer a ocorréncia de desequilibrios oxidativos. O grau de
heterogeneidade (100%) foi classificado como consideravel, apontando a existéncia

de variagbes metodoldgicas acentuadas entre os trabalhos avaliados.

2.4 Concluséao

A obesidade e o consumo crénico da cafeina do café e do cha preto aumentam
a concentracdo plasméatica de homocisteina. Como consequéncia, a
hiperhomocisteinemia contribui para o desenvolvimento de estresse oxidativo
sistémico e lesdo renal em ratos e humanos. ldentificamos, no entanto, uma lacuna
de conhecimento cientifico ao observarmos auséncia de trabalhos que relacionassem
homocisteina com obesidade em ratos ou com a ingestdo dos alimentos cafeinados
ch& mate e refrigerante de cola em qualquer espécie. Adicionalmente, constatamos
discordancia entre os autores em diversos aspectos e baixa qualidade metodologica
dos artigos investigados em quase sua totalidade. Tais informagfes demonstram
pouca confiabilidade dos resultados ja vigentes na literatura sobre o tema e
evidenciam a necessidade de realizagcdo de estudo mais robusto e de maior rigor
cientifico para esclarecer os pontos de interesse. Diante deste cenario, acreditamos
ser necessario realizar um ensaio clinico randomizado cego para averiguar se na
obesidade induzida em ratos com RC a HHcy realmente estéa associada ao EOS e DR

e pode ser prevenida pelo consumo de CM descafeinado.



43

3 MATERIAL E METODOS

Um estudo experimental controlado, randémico e cego foi realizado conforme
protocolo certificado pela Comissédo de Etica e Experimentacdo Animal local (FOA
00545-2017).

3.1 Selecao e manutencéo dos animais

O grupo amostral utilizado foi composto por 90 Rattus norvegicus albinus machos
de linhagem Wistar, provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho - UNESP/Campus de
Aragatuba, Sao Paulo, Brasil. Todos mantidos em gabinete com ambiente controlado
(21£2°C), umidade relativa entre 55+10%, ciclo claro-escuro de 12h/12h, em numero
de trés por gaiola e com livre acesso a agua e racao comercial (Presence® - Ratos e

Camundongos, Paulinia, SP, Brasil) por sete dias para aclimatacao.

3.2 Delineamento

ApGs o periodo de aclimatacdo, os ratos foram aleatoriamente submetidos a
seis diferentes tratamentos: Grupo controle C (n=15), tratados apenas com a dieta de
base; CD (n=15), tratados com cha mate descafeinado; ClI (h=15), tratados com cha
mate in natura (ndo descafeinado); RC (n=15), tratados com refrigerante de cola;
RC+CD (n=15), tratados com refrigerante de cola + cha mate descafeinado; RC+Cl
(n=15), tratados com refrigerante de cola + chd mate in natura. A dieta de base,
comum a todos os grupos, foi constituida do mesmo lote de racdo comercial (Labina,

Purina Brasil®) e 4gua mineral ad libitum.

Os grupos CD, CI, RC+CD e RC+ClI receberam por 120 dias, a partir de sonda
orogastrica, cha mate na dose de 20 mg/kg/dia. Esta dose é equivalente ao consumo
humano de 2 xicaras de cha mate por dia (MATSUMOTO et al., 2009). Os ratos dos
demais grupos foram submetidos ao mesmo procedimento de sondagem gastrica,
substituindo o cha mate por agua mineral. Os grupos RC, RC+CD e RC+CI
receberam, no mesmo periodo, Coca-Cola® ad libitum. Um mesmo lote de Coca-

Cola®tradicional e CM foi utilizado durante todo o experimento.
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3.3 Dimensionamento amostral, randomizagdo, mascaramento,

critérios de inclusao e exclusao

O Open Epi 3.1 (DEAN; SULIVAN, 2006)) foi utilizado para calcular o tamanho
amostral considerando um poder de teste de 0,80, valores médios e desvios padrdo
de Hcy e marcadores obtidos em estudo piloto e de literatura (LIMA et al., 2014) que
empregaram a mesma espécie e metodologia analitica deste trabalho. A partir da
mesma ferramenta foi realizada a randomizacéo e divisdo dos 90 ratos em seis grupos
homogéneos quanto ao peso (420 + 9,75 g) e idade (4 meses). Ao final do processo
de experimentacdo todos os ratos foram identificados de maneira que sO o
coordenador da pesquisa pudesse diferencia-los, garantido que toda a colheita e
andlise laboratorial das amostras provenientes dos mesmos fossem realizadas as
cegas. Os parametros do hemograma e perfil bioquimico do grupo controle dentro do
intervalo de referéncia descrito para ratos Wistar higidos (LIMA et al., 2014) foram
utilizados para confirmacéo do estado de higidez dos animais durante o estudo.
Tabela 1. Comparagéo dos valores médios e desvios padréo do peso, indice de Lee e indice

de massa corporal de ratos Wistar controle (C); tratados por 120 dias com refrigerante de cola
(RC), cha mate in natura (Cl), ch4 mate descafeinado (CD); RC + Cl e RC + CD.

Tamanho

indice de

Grupos amostral () Peso inicial (g) Peso final (g) Iindice de Lee Massa Corporal
C 11 416,4+10,34 520,5+9,70 297,9+9,26 0,69+0,04
RC 11 434,318,68 565,3+8,55" 306,5+9,50° 0,74+0,06"
Cl 12 416,9+10,17 509,3+8,79* 299,9+8,90 0,71+0,04
CD 13 438,5+9,80 516,8+7,96" 299,6+7,96 0,71+0,05
RC + CI 11 423,316,70 548,3+7,16 302,3+4,59 0,73+0,03
RC +CD 12 422,417,44 536,8+9,25 299,3+9,12 0,72+0,05

Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Tukey, “p<0,05 quando comparado ao grupo C; #p<0,05 quando
comparado ao grupo RC.

Ao final do experimento 4 dos 15 ratos que consumiram RC foram excluidos por
nao atender os critérios de obesidade definidos por indice de Lee > 300 e indice de
massa corporal > 0,73 g/m? (NOVELI et al., 2007; BERNARDIS; PATTERSON, 1968).
Utilizando os mesmos critérios, todos ratos dos demais grupos foram considerados

nao obesos, sendo excluidos 16 por apresentarem amostras improprias para analises.
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Ao final do estudo foram constituidos seis grupos com no minimo 11 repeticdes
(Tabela 1).

3.4 Obtencdo, caracterizacao fisico-quimica e preparo do cha mate

Os lotes de erva-mate in natura e descafeinado foram fornecidos pelo Laboratoério
de Operacdes Unitarias da Faculdade de Engenharia — PUCRS, Porto Alegre, Brasil.
As amostras da erva-mate foram cedidas pela empresa Baldo S.A. (Sdo Mateus do

Sul/Parana) e ndo sofreram nenhum processo de industrializacao.

O teor de cafeina da erva-mate in natura foi de 2,1% e apds extracao supercritica,
este valor foi reduzido para 0,05%, atendendo a legislacdo (<0,1%) para produto
descafeinado (CASSEL et al., 2010). Ap0s a extracao da cafeina a concentracao total
de polifendis obtida pelo método de Folin-Ciocalteau (TAGA et al., 1970) foi apenas
discretamente menor (105,48 vs 117,5 mg de acido galico/g de cha) e a capacidade
antioxidante total mesurada pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
(BENZIE; STRAIN, 1996) foi discretamente maior (637 vs 781 umol/g de cha). Ambos
os chas foram preparados diariamente por infusdo das folhas secas em agua destilada
a temperatura de 80°C por 20 minutos (GAO et al., 2020a), imediatamente antes da
administracao (PEREIRA et al., 2017).

3.5 indices de Lee (IL) e massa corporal (IMC)

O peso corporal de todos animais foi mensurado diariamente com auxilio de
balanca digital previamente calibrada. Os Indices de Lee (BERNARDIS;
PATTERSON, 1968) e indice de massa corporal (NOVELI et al., 2007) foram

calculados semanalmente.

3.6 Colheita e conservacédo das amostras bioldgicas

Ao término do tratamento, os ratos em jejum alimentar (12 horas) e hidrico (6
horas) foram anestesiados com pentobarbital (50 mg/Kg m.c.) para realizacdo da
puncédo cardiaca. O sangue obtido (8 mL) foi transferido para tubos heparinizados e
centrifugado a 1000 x g durante 15 minutos a 4°C para obtencao do plasma. Amostras

de urina foram coletadas por cistocentese e processadas em até 2 horas apés a
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coleta. O plasma heparinizado e uma aliquota de urina de cada animal permaneceram
armazenados em freezer (-80°C) e protegidos da luz até o momento das analises

laboratoriais.

3.7 Andlises laboratoriais
3.7.1 Perfil bioquimico plasmatico e hematolégico

Todas as analises bioquimicas foram realizadas em duplicata em analisador
bioguimico automatizado (BS-200 Chemistry Analyzer, Mindray Bio-Medical
Eletronics Co, Germany) previamente calibrado com calibrador comercial e controles
de niveis | e Il (Bio Systems, Barcelona, Spain). Utilizando conjunto de reativos
comerciais (BioSystems, Barcelona, Spain), a concentracdo plasméatica de ureia foi
determinada pelo método enzimatico UV, creatinina pelo método cinético (picrato
alcalino); albumina pelo método do verde de bromocresol; colesterol pelo método
enzimatico (oxidase/peroxidase); triglicerideos pelo método enzimatico (glicerol
fosfato oxidase/peroxidase); acido urico pelo método enzimatico (uricase/peroxidase);
e bilirrubina total pelo método sulfaniliodiazotado. Todas as reacdes bioquimicas
foram processadas a 37°C e conforme as orienta¢gfes dos fabricantes.

O hemograma completo foi realizado com auxilio de um Contador Automatizado
(BC-2800 Vet, Shenzehen Mindray Bio-Medical EletronicsCo. Nanshan, China) e
leitura em microscépio 6ptico de esfregaco sanguineo corado com Panético® para
contagem diferencial de leucécitos (STOCKHAM; SCOTT, 2011).

3.7.2 Avaliacéo renal

Para avaliar lesdo e funcéo renal, além da mensuracdo de ureia e creatinina
supracitada, foi mensurada a densidade urinaria por refratometria e o calcio urinario
pelo método colorimétrico da cresolftaleina complexona. A microalbumina urinaria e a
concentracéo plasmatica de SMDA forma mesuradas pelo método ELISA, utilizando
kits comerciais My Byosource® (Southern California, San Diego, USA) espécie
especificos para ratos e leitora automatica de microplacas (Readwell Touch, Robonik
PVT LTD, Thane, India).
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3.7.3 Avaliacao do estresse oxidativo sistémico

Adicionalmente as determinagcbes das concentracbes plasmaticas dos
antioxidantes enddgenos (albumina, bilirrubina total e &cido Urico) conforme
metodologia supracitada, foi quantificada a capacidade antioxidante total do plasma
(TAC) pelo método colorimétrico de inibicdo de formacao de cation de ABTS® (2.2’-
Azino acido dietilbezotiazolinossulfonico) (EREL, 2004). A concentracao de oxidantes
total (TOC) no plasma foi obtida pelo método Xylenol Orange (EREL, 2005). A
peroxidacao lipidica foi mensurada a partir da quantificacdo das substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS) utilizando reagente comercial (TBARS Assay Kit,
ZeptoMetrix Corporation, USA). A concentracdo plasmatica de homocisteina foi
avaliada pelo método ELISA-Competitivo espécie especifico para ratos (Express

Biotech International, Frederick, MD, USA), segundo as recomendacdes do fabricante.

3.8 Analise estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-
Smirnov. Para detectar diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos foram
aplicados a andlise de variancia (ANOVA) e o poOs-teste de Tukey. Para estimar a
correlacdo entre as variaveis foi calculado o coeficiente r de Pearson. As associacfes
entre obesidade, HHcy, DR e EOS foram determinadas pelo teste de Fisher, sendo
empregados para tal valores de referéncia obtidos em estudo piloto e da literatura
(LIMA et al., 2014; NOVELI et al., 2007; BERNARDIS; PATTERSON, 1968). O
software GraphPad Prism (versao 5.1, GraphPad Software, Inc.) foi utilizado para o

calculo da razéo de probabilidade (OR) e realizacéo de toda a analise estatistica.
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4 RESULTADOS

4.1 A HHcy ocorre em ratos com obesidade e pode ser prevenida

pelo consumo de CM

A concentragdo plasméatica média de Hcy (2,724+0,26 pmol/mL) foi
significativamente (p=0,0015) maior no grupo com obesidade induzida por consumo
de RC e a HHcy néo foi observada em ratos que consumiram RC juntamente com CI
e CD (Figura 1). A concentracdo plasmatica de Hcy de ratos que consumiram CD foi
significativamente (p=0,0015) menor quando comparada ao do grupo obeso, diferenca
nao observada naquele que consumiu CI (Figura 1).

Embora a associacao e a correlacéo entre Hcy e os indicadores de obesidade néo
tenham sido significativas (p>0,05), o calculo da razdo de probabilidade (OR) revelou
chances seis vezes maiores de HHcy em ratos com obesidade.

Figura 1 - Comparacao da concentragdo plasmatica de homocisteina de ratos Wistar controle
(C), obesos tratados com refrigerante de cola (RC), ndo obesos tratados com cha mate
descafeinado (CD), cha mate in natura (CI) e refrigerante de cola + cha mate descafeinado
(RC + CD) ou in natura (RC + CI). Box plot & Wisker com respectivos quartis (Q1, Q2 e Q3),
valores maximos e minimos. + Representa média e a linha a mediana. * e # representam
diferencas significativas (ANOVA + poés-teste de Tukey, p<0,05) em relacéo ao grupo C e RC,
respectivamente.
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4.2 Associacao da HHcy com o estresse oxidativo em ratos com

obesidade

Figura 2 - Correlacéo entre a homocisteina e a peroxidacao lipidica (TBARS) plasméticas em
ratos Wistar com obesidade (r=0,820; p=0,0036).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Uma vez confirmado que a HHcy ocorre em ratos com obesidade, investigamos a
associacao entre a Hcy e os demais marcadores de estresses oxidativo sistémico
analisados. Embora a Hcy seja um oxidante, no grupo com obesidade nao
observamos correlacdo significativa (p>0,05) com o0s principais antioxidantes
plasmaticos (albumina, acido arico, bilirrubina), TAC e TOC, exceto com TBARS
plasmatico (Figura 2).

4.3 Avaliacao renal de ratos com obesidade e HHcy

Dentre todas as associacdes entre Hcy e os parametros utilizados para avaliacdo
renal, apenas identificamos uma forte correlacéo positiva (r=0,802; p=0,0052) com a
microalbumina urinaria (Figura 3). O célculo da OR estima que ratos com HHcy
possuem chances aproximadamente trés vezes maiores de desenvolver
microalbuminuria. N&o observamos alteracdes plasmaticas significativas de SMDA,
creatinina, microalbumina, calcio e densidade urinarios em nenhum grupo, exceto a

ureia que diminuiu significativamente (p<0,001) nos ratos com obesidade (Figura 4).
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Figura 3 - Avaliacdo renal. Comparacao das concentracdes plasmaticas de creatinina, ureia
e dimetilarginina simétrica (SMDA), microalbumina, calcio e densidade urinarios de ratos
Wistar controle (C), obesos tratatados com refrigerante de cola (RC), ndo obesos tratados
com ch&a mate descafeinado (CD), chd mate in natura (Cl) e refrigerante de cola + chd mate
descafeinado (RC + CD) ou in natura (RC + CI). Box plot & Wisker com respectivos quartis
(Q1, Q2 e Q3), valores maximos e minimos. + Representa média e a linha a mediana. * e #
representam diferencas significativas (ANOVA + pos-teste de Tukey, p<0,05) em relacdo ao
grupo C e RC, respectivamente.
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Figura 4 - Andlise da correlacdo entre homocisteina plasmatica e microalbuminuria em
ratos Wistar com obesidade (r=0,802; p= 0,0052).
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5 DISCUSSAO

O aumento da concentracéo plasmatica de Hcy em humanos (KONUKOGLU
et al., 2003), também foi descrito na obesidade de camundongos induzida por dieta
hipercalorica rica em gordura do leite e acucar (YUN et al., 2013), porém ndo em ratos.
Considerando que ha diferencas metabdlicas entre estas trés espécies e
provavelmente entre os protocolos de indugéo da obesidade, nés quantificamos Hcy
plasmatica de ratos obesos apods a ingestao de RC por 120 dias. Os resultados obtidos
confirmam a nossa hipétese inicial de que a obesidade induzida por RC também causa
HHcy em ratos, corroborando com as observacdes em humanos (KONUKOGLU et al.,
2003) e camundongos (YUN et al., 2013) .

N6s escolhemos o RC para induzir a obesidade, pois € uma bebida muito rica
em energia, cada vez mais ingerida pela populacdo e associada a obesidade
(NIELSEN; POPKIN, 2004; SWINBURN et al., 2004). Consideramos também o fato
de que ndo sb6 a obesidade tem sido associada a HHcy, mas também a ingestédo
continua de cafeina (GRUBBEN et al., 2000; URGERT et al., 2000), que aumenta a
Hcy plasmatica de forma dose-dependente (JACQUES et al., 2001) e a partir do
consumo cronico de café em humanos (BECH, 2011; URGERT et al., 2000). Por outro
lado, pouco se sabe sobre o efeito da cafeina do RC e Cl sobre os niveis de Hcy. Em
humanos o tema é controverso, uma vez que ha evidéncia de que o consumo de cha
verde aumenta os riscos de HHcy (RICHARD et al., 2018) e 0 mesmo nao ocorre com
o consumo de cha preto (HODGSON et al., 2007). Buscando contribuir para o melhor
entendimento dessa relagéo, nos investigamos os efeitos da cafeina do RC e Cl sobre
a Hcey.

Nos verificamos que apesar da presenca de cafeina no Cl, o aumento de Hcy
foi discreto quando comparado aos dos ratos obesos que consumiram RC. Estes
resultados se assemelham aos de ratos Wistar machos que consumiram 14 mg/dia
de cafeina por 20 semanas e igualmente ndo apresentaram aumento significativo da
Hcy plasmatica (SAKAMOTO et al., 2005). Diferenca significativa na Hcy plasmatica
foi descrita em humanos apds elevado consumo (870 mg/dia por 2 semanas) de
cafeina (VERHOEF et al., 2002). Nossos ratos utilizaram uma dosagem terapéutica
(20 mg/kg/dia) num periodo de 120 dias, sugerindo que o consumo moderado ClI,
apesar de conter cafeina, promove apenas um discreto aumento de Hcy plasmatica

em ratos.
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Também verificamos que a concentracdo plasmatica de Hcy de ratos que
consumiram CD, porém néo ClI, é menor quando comparada ao grupo com obesidade
apos indugdo com RC. O conjunto desses resultados é uma evidéncia de que o
acumulo de gordura corporal é a principal fonte de HHcy em ratos com obesidade e
que a cafeina presente na RC contribui em menor escala para o aumento da Hcy
plasmatica.

E aceito que dietas com baixa gordura reduzem os niveis de Hcy circulante
em humanos (BECH, 2011). N6s comprovamos que o0 aumento da Hcy em ratos com
obesidade n&o ocorre quando o RC é consumido juntamente com Cl e CD. Estes
resultados confirmam nossa hipétese inicial de que a obesidade induzida por RC
causa HHcy em ratos e que esta pode ser melhor prevenida pelo consumo de CM
descafeinado. Diante de tais resultados, € importante agora comprovar se este mesmo
efeito fitoterapéutico do CM se reproduzira em individuos com obesidade nao induzida
ou induzida com outros protocolos.

A HHcy tem sido associada a causa e ao agravamento de EOS em camundongos
e humanos (GLESBY et al., 2009), porém ndo em ratos. J4 a atividade oxidante da
Hcy esta relacionada a cronicidade e alteracdes na peroxidacao lipidica em ratos
(HUO et al., 2018; LIANG et al., 2018). Nossos resultados corroboram com estas
evidéncias, uma vez que confirmam que também h& correlacdo entre Hcy e TBARS
em ratos com obesidade.

Outros estudos estabelecem associacédo entre HHcy e lesao renal (GAO et al.,
2020a; KUMAR et al., 2017; GAO et al., 2013) e a consideram a HHcy como um fator
de risco importante para nefropatias por alterar a estrutura e funcdo dos néfrons
(ZHANG et al.,, 2020). A concentracdo plasmética de SMDA é um excelente
biomarcador de funcao renal (SHIMIZU-TOKIWA et al., 2002) por representar a taxa
de filtracdo glomerular (TOTO, 1994; WEBER; ZANTEN, 1991), sendo j& registrado
aumento concomitante de SMDA e Hcy plasméticas em humanos com doenca renal
cronica (WANG et al.,, 2008), porem ndo no presente estudo. Dentre todos
marcadores de lesdo e funcao renal analisados neste trabalho, apenas observamos
uma diminuicdo significativa de ureia plasmatica nos ratos com obesidade. Esta
alteracdo pode ser explicada pelo fato de que a obesidade induzida por dietas de
cafeteria diminui a utilizacdo hepatica de aminoacidos e, portanto, a sintese de ureia
(BARBER et al., 1985). Embora a DR néo tenha sido detectada em ratos obesos

com HHcy , foi possivel estabelecer uma correlacdo entre a Hcy plasmatica e a
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microalbumina urinaria. E muito provavel que a lesdo renal seja um achado
dependente do tempo de obesidade e grau de HHcy. Esta alteracdo tem sido relatada
nos estagios mais crénicos das nefropatias em ratos (PERNA et al., 2012) e possui
correlagdo com a progresséo da doenca e diminuicdo da funcéo renal (LONG; NYE,
2016). Corroborando com esta hipotese, nosso céalculo da OR sugere que 0 aumento
da Hcy plasmatica é um fator de risco para DR, uma vez que estima que ratos com

HHcy possuem trés vezes mais chances de apresentar microalbuminuria.

6 CONCLUSAO

Em sintese, nds confirmamos parcialmente nossas hipoteses, concluindo que:

1. Em ratos com obesidade induzida pelo consumo de RC o principal responsavel
pela HHcy € o acumulo de gordura e nao a cafeina.

2. O aumento do oxidante Hcy em ratos com obesidade contribui para o estresse
oxidativo, tendo a HHcy uma correlacdo direta com a peroxidacao lipidica e
maior chance de ocorréncia de microalbuminuria.

3. O consumo do CM reduz os maleficios da HHcy em ratos com obesidade,
sendo mais efetivo em sua forma descafeinada devido ao discreto aumento na

Hcy plasmatica promovido pela cafeina do CM in natura.
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