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RESUMO

Nascimento JRO, Concentracdo sérica e expressao génica da Sirtuina-1 e dos
receptores dos produtos finais da glicacdo avancada em mulheres na pos-
menopausa com doenca coronaria aterosclerética apds administracdo de
atorvastatina e suplementacédo com quercetina: estudo randomizado [tese]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo; 2025.

Resumo: A doenca arterial coronariana (DAC) é uma das principais causas de
morte entre mulheres em regides desenvolvidas do Brasil, com um aumento do
risco apds a menopausa devido a alteracdes metabdlicas e hormonais. Este
estudo randomizado, duplo-cego e controlado por placebo investigou os efeitos
da atorvastatina (80 mg/dia) e da suplementacdo de quercetina (500 mg/dia) na
concentracdo sérica e expressdo génica de sirtuina-1 (SIRT1) e receptores
soluveis dos produtos finais de glicacdo avancada (SRAGE) em 60 mulheres na
pos-menopausa com DAC estavel, ao longo de 60 dias. Os resultados indicaram
que a atorvastatina reduziu significativamente os niveis de colesterol total (237,7
+ 45,3 mg/dL para 157,2 + 37,2 mg/dL, p<0,0001), LDL (147,8 + 41,8 mg/dL para
88,1 + 28,5 mg/dL, p<0,0001), ndo-HDL (191,1 + 45,2 mg/dL para 117,2 + 33,7
mg/dL, p<0,0001) e triglicerideos (218,7 £ 80,7 mg/dL para 155,4 + 71,5 mg/dL,
p=0,008). J& a quercetina promoveu uma reducédo significativa na glicemia de
jejum (110,4 £ 17,5 mg/dL para 104,9 + 12,9 mg/dL, p=0,024) e hemoglobina
glicada (6,0 + 0,7% para 5,8 + 0,6%, p=0,016). No entanto, ndo foram
observadas alteracdes significativas nos niveis de SIRT1 e SRAGE em nenhum
dos grupos. Esses achados destacam o potencial da atorvastatina na melhora
do perfil lipidico e da quercetina no controle glicémico em mulheres com DAC,
embora o impacto direto sobre SIRT1 e SRAGE requeira investigagbes
adicionais. O estudo reforca a importancia de estratégias terapéuticas
direcionadas para mulheres na p6s-menopausa, uma populagéo frequentemente

sub-representada em ensaios clinicos.



Palavras-chave: Doenga da artéria coronaria, Aterosclerose, Sirtuina 1, Receptor
para produtos finais de glicacdo avancada, Quercetina, Atorvastatina, Ensaio

clinico controlado aleatorio,



ABSTRACT

Nascimento JRO, Serum concentration and gene expression of sirtuin-1 and
receptors for advanced glycation end products in postmenopausal women with
coronary atherosclerotic disease after atorvastatin administration and quercetin
supplementation: a randomized study [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo”; 2025.

Abstract: Coronary artery disease (CAD) is one of the leading causes of death
among women in developed regions of Brazil, with an increased risk after
menopause due to metabolic and hormonal changes. This randomized, double-
blind, placebo-controlled study investigated the effects of atorvastatin (80
mg/day) and quercetin supplementation (500 mg/day) on serum concentration
and gene expression of sirtuin-1 (SIRT1) and soluble receptor for advanced
glycation end products (SRAGE) in 60 postmenopausal women with stable CAD
over 60 days. The results showed that atorvastatin significantly reduced total
cholesterol levels (237,7 + 45,3 mg/dL to 157,2 + 37,2 mg/dL, p<0,0001), LDL
(147,8 £41,8 mg/dL to 88,1 + 28,5 mg/dL, p<0,0001), non-HDL cholesterol (191,1
+ 45,2 mg/dL to 117,2 + 33,7 mg/dL, p<0,0001), and triglycerides (218,7 + 80,7
mg/dL to 155,4 + 71,5 mg/dL, p=0,008). Meanwhile, quercetin led to a significant
reduction in fasting glucose (110,4 = 17,5 mg/dL to 104,9 + 12,9 mg/dL, p=0,024)
and glycated hemoglobin (6,0 + 0,7% to 5,8 = 0,6%, p=0,016). However, no
significant changes were observed in SIRT1 and sRAGE levels in any of the
groups. These findings highlight the potential of atorvastatin in improving the lipid
profile and quercetin in glycemic control among women with CAD, although the
direct impact on SIRT1 and sRAGE requires further investigation. The study
reinforces the importance of targeted therapeutic strategies for postmenopausal

women, a population often underrepresented in clinical trials.

Keywords: Coronary artery disease, Atherosclerosis, Sirtuin 1, Receptor for
advanced glycation end products, Quercetin, Atorvastatin, Randomized

controlled trial,



1. Introducéo

A mortalidade por doencgas cardiovasculares (DCV) apresentou uma reducéo
global substancial de aproximadamente 34%. Contudo, essas enfermidades
permanecem como a principal causa de 6bito em ambito mundial, especialmente
em paises com menor grau de desenvolvimento.! Dentre as DCV, a doenca
arterial coronariana (DAC) destaca-se como a principal causa de mortalidade
entre mulheres nas regides mais desenvolvidas do Brasil.?2 A principal
etiopatogenia da DAC € a aterosclerose, um processo inflamatorio crénico
multifatorial, influenciado por fatores de risco bem estabelecidos, como idade
avancada, sexo masculino, tabagismo, dislipidemia, diabetes mellitus (DM) e
hipertensao arterial sistémica (HAS).

A incidéncia da DAC nas mulheres tende a ocorrer de forma mais tardia em
comparacao aos homens, devido a um periodo de protecéo cardiovascular que
se estende por aproximadamente 7 a 10 anos. Tal protecdo é atribuida a
presenca dos estrogenos endodgenos durante a fase reprodutiva, especialmente
no periodo da pré-menopausa, 0s quais exercem efeitos benéficos sobre o
endotélio vascular e o perfil lipidico, além de maior resisténcia a agao da insulina,
ganho de peso corporal e acumulo de gordura visceral. No entanto, com a
transicao para a pés-menopausa e a consequente queda dos niveis hormonais,
observa-se um aumento significativo na incidéncia de DAC entre as mulheres.
Todas essas alteragGes favorecem o risco de eventos cardiovasculares nessa
populagdo.3*

Apesar das vulnerabilidades cardiovasculares em mulheres nas pos-

7z

menopausa, ainda € uma populacdo constantemente sub-representada em

14



ensaios clinicos %, tornando essencial investigar os efeitos das intervencdes
terapéuticas abordadas neste estudo nesse publico-alvo.

Além do impacto metabdlico, outros fatores relacionados a menopausa parecem
contribuir para maiores chances de eventos cardiovasculares como idade em
que ocorre a transicdo, tipo de menopausa (natural ou cirGirgica),”® alteracdes
hormonais,® desordens de sono e comportamentais. Evidéncias indicam que a
menopausa precoce, definida como cessacdo da menstruagdo antes dos 45
anos, estd associada a maior incidéncia de eventos cardiovasculares,
especialmente se a mulher apresentar fatores de risco como obesidade,
hipertensédo e/ou dislipidemias.1011.12

Um estudo prospectivo que acompanhou 2,104 mulheres de 35 a 64 anos de
idade durante 20 anos, demonstrou que a menopausa precoce, associada a pelo
menos um fator de risco, dobrou as chances para acidente vascular encefalico
(AVE) isquémico.®® Sugere-se que o tempo reduzido de exposicédo estrogénica
ao longo da vida pode ser fator importante para esse tipo de desfecho em

mulheres na menopausa precoce.#

1,1 Sistema das Sirtuinas e a Doenca Arterial Coronariana

A restricdo calorica e os compostos fendlicos sdo amplamente conhecidos por
estimular o sistema das sirtuinas. Estudos em varias espécies de animais
mostraram uma associacao entre a maior expressao génica das sirtuinas com a
longevidade e a menor incidéncia de doencas relacionadas com a idade, como
as doencas cardiovasculares, neurolégicas e cancer.'> As sirtuinas constituem
uma familia de proteinas reguladoras envolvidas em diversos processos

celulares associados a longevidade, como a manutengdo da integridade

gendbmica e o controle do metabolismo celular. Embora estudos em modelos
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animais tenham demonstrado efeitos vasoprotetores das sirtuinas, seus
mecanismos de agdo em seres humanos ainda n&do estdo completamente
elucidados. Nos humanos, foram identificadas sete sirtuinas (SIRT1 a SIRT7),
que se diferenciam quanto a localizagdo subcelular: SIRT1 e SIRT2 estdo
presentes tanto no citoplasma quanto no ndcleo; SIRT6 e SIRT7 sédo
predominantemente nucleares; e SIRT3, SIRT4 e SIRTS5 localizam-se na
mitocondria. A maioria dessas enzimas (SIRT1, SIRT2, SIRT3 e SIRT5) catalisa
reacoes de desacetilacdo dependentes de NAD* em residuos de lisina de
proteinas-alvo. Dentre elas, a SIRT1 é a mais amplamente estudada, estando
implicada em multiplas vias metabdlicas e expressa em diversos tecidos, como
figado, tecido adiposo, pancreas e musculo esquelético. Sua atividade é

modulada por diferentes proteinas reguladoras, como ilustrado na Figura 1.

(:.ssnmi AROS
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Figura 1. As diversas fung6es de SIRT1 em diferentes tecidos metabdlicos. SIRT1 promove a gliconeogénese pela PGC-
1a e, possivelmente, pela FOXO1 no figado no jejum. SIRT1 também facilita a oxidagdo de acidos graxos pela PGC-1a
e pelo aumento da captacéo de colesterol através das LXRs no figado. Nos tecidos adiposos (WAT, BAT), a SIRT1 inibe
a adipogénese e bloqueia o armazenamento de gordura principalmente servindo como um corepressor de PPARy. No
tecido adiposo, a SIRT1 aumenta a atividade mitocondrial das células e melhora a capacidade termogénica do tecido
adiposo PGC-1a-dependente. A SIRT1 também funciona como o corepressor de PPARy no gene promotor UCP-2 no
pancreas. A inibicdo expresséo da UCP-2 aumenta a produgéo de ATP e secregdo de insulina em células 3. A SIRT1
blogueia parcialmente a miogénese através da redugdo da atividade da MyoD. No musculo esquelético, a ativacdo da
SIRT1 leva a um aumento da atividade mitocondrial, oxidagdo de acidos graxos, e a sensibilidade a insulina. A atividade
da SIRT1 é regulamentada por multiplas proteinas moduladoras. Sugere-se que a proteina nuclear AROS promove a
atividade deacetilase da SIRT1, enquanto que outra proteina DBC1 inibe a SIRT1 atividade. A SENP1 desumoylase
inativa a SIRT1. (Yu J et al, Ann NY AcadSci, 2009; 1173: E10-E19)
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Nestes orgdos, o aumento de SIRT1 influéncia varias vias metabdlicas que
favorecem a gluconeogénese, reduzem a glicélise, aumentam a oxidacdo e
mobiliza¢édo dos acidos graxos, aumentam a sensibilidade a insulina, e reduzem
a adipogénese.® A SIRT1 é mediadora de uma variedade de vias metabdlicas
em resposta a estimulos nutricionais, particularmente para a restricdo calérica e
compostos fendlicos, assim como coordena a producdo e a secrecao de
importantes hormoénios, como a insulina e a adiponectina, e metabolitos
essenciais, como a glicose, o colesterol e os acidos graxos. Isto coloca essa
proteina em uma posi¢do central como reguladora molecular universal que,
provavelmente, desempenha um papel critico na regulacdo sistémica do
envelhecimento e longevidade em mamiferos. Estudos animais mostraram fortes
evidéncias da SIRT1 como uma mediadora universal para a longevidade em
mamiferos.1”181°% No sistema cardiovascular, a SIRT1 protege o endotélio
vascular pelo aumento da capacidade regenerativa, previne a aterosclerose e
favorece a vasodilatacdo.??212?2 Da mesma forma, protege os cardiomidcitos e,
consequentemente, a funcdo contratil do ventriculo esquerdo.?324 Contudo,
esses efeitos em humanos sdo pouco conhecidos.?® Estudo prévio em nosso
servico mostrou um aumento significativo da concentracdo sérica de Sirtl em

mulheres e homens saudaveis apds 30 dias de suplementacéo de resveratrol.26

1,2 Sistema dos receptores dos produtos finais da glicagdo avancada
(RAGE: “Receptor for Advanced Glycation End-products”)

Os produtos finais da glicacdo avancada (AGE “advanced glycation end
products”) constituem grande variedade de substancias formadas da glicacédo

ndo enzimatica e da oxidagao de proteinas, acidos nucleicos e lipides. Os niveis
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séricos de AGE estdo aumentados em pacientes diabéticos, na insuficiéncia
renal e na DAC. Os AGEs sao reconhecidos por receptores especificos
denominados RAGE (advanced glycation end products receptors). Estes
receptores pertencem a superfamilia das imunoglobulinas de superficie celular
e favorecem, via sinalizacdo intracelular, o aumento de citocinas pro-
inflamatdrias, o processo oxidativo e a reducdo da atividade da SIRT1.2” Outra
isoforma, o sSRAGE (RAGE soluvel), encontra-se na circulagdo sanguinea e
funciona como “scavenger” competitivo dos AGEs, reduzindo a disponibilidade
de AGE para os receptores RAGE de membrana (full length RAGE) (Figura 2).
Ao contrério da interacdo AGE-fl RAGE, a interacdo AGE-sRAGE é citoprotetora,
pois ndo ativa a sinalizacdo intracelular e, consequentemente, ndo reduz a
atividade da SIRT1. Dieta pobre em AGE normalizou os niveis de SIRT1 e
SsRAGE em pacientes com diabetes do tipo 2.2 Estudo em nosso servico
também mostrou aumento da expressdo sRAGE com a restricdo caldrica e uma
correlacdo positiva entre as expressées do sSRAGE e Sirt1.2° Os niveis séricos
de AGE estdo aumentados em pacientes com DAC, porém a relacdo desses com
os niveis de SIRT1 e sRAGE € pouco conhecida nesses pacientes. Portanto,
intervengbes que aumentam a concentracdo sérica de SRAGE podem ter
importante impacto na redugao de eventos cardiovasculares nos pacientes com

DAC.
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Figura 2, Esquema simplificado mostra as diferentes variantes do RAGE e os principais eventos pos-
receptores da interacdo AGE-full lenght RAGE (fIRAGE), A ligacdo AGE-sRAGE reduz a disponibilidade
dos AGEs ativando o fIRAGE e, consequentemente, reduzindo o processo da aterosclerose, O sRAGE
funciona como um scavenger de AGEs na circulacéo (Barlovic DP et al, Clin Sci (Lond), 2011;121:43-55),

1,3 Polifendis na Saude Cardiovascular

Intervengbes que resultem em redugdo ou controle dos fatores de risco
cardiovascular estao associadas a menor progressao da doenca aterosclerotica.
Essas intervencdes, ndo farmacoldgicas ou farmacoldgicas, promovem a saude
vascular por varias vias metabolicas. Principais exemplos de intervenc¢des nao
farmacoldgicas, que comprovadamente reduzem a progressao da aterosclerose
e a incidéncia de eventos cardiovasculares, sdo: a restricao calérica, reducao da
obesidade, dieta pobre em gorduras saturadas e em carboidratos simples, e
atividade fisica. A restricdo caldrica esta associada a protecdo vascular e a
longevidade em varias espécies animais.3°3!

Da mesma forma, a ingestdo de frutas e verduras estd associada a menor
incidéncia de eventos cardiovasculares.®23 O maior consumo desses alimentos
promove maior disponibilidade de polifendis e a maior ingestdo desses

compostos € uma das principais hipoteses para a saude vascular. Estudos tém

19



demonstrado que entre os principais efeitos da ingestédo de polifendis destacam-
se a reducdo do dano acarretado pelo estresse oxidativo, pelo processo
inflamatorio, pelo dano celular, prevencao da oxidacdo do colesterol de baixa
densidade (LDL-c), melhora na funcdo endotelial e controle de pressédo
arterial.34:3536

Pesquisa conduzida com 2,573 individuos entre 50 e 75 anos, portadores de
diabetes e em uso de metformina, mostrou que uma dieta rica em polifendis esta
associada a reducao da hemoglobina glicada e dos niveis séricos de proteina C
reativa (PCR).3” Além disso, a melhora em outros fatores de risco, como a
pressdo arterial e funcdo endotelial é evidenciada em estudos, bem como a
reducdo na mortalidade por doencas cardiovasculares. Esses achados reforcam
o papel dos polifenéis na prevencdo das complicacdes cardiovasculares,
especialmente em populacdes de alto risco.38 3% 40

Os flavonoides constituem o maior grupo de polifendis, com cerca de 10,000
compostos identificados, nos quais esta incluida a quercetina, um antioxidante
natural amplamente encontrado em padrées alimentares saudaveis.*! Os
alimentos com maiores concentragcdes de quercetina sao frutas (maca), vegetais
(cebola, alface roxa) e chas (cha-verde, cha-preto, erva mate). Ela melhora o
metabolismo das lipoproteinas, a capacidade antioxidativa, a producdo de
substancias vasodilatadoras no endotélio vascular e reduz a agregabilidade
plaguetaria. Estudos mostraram que a quercetina melhora a presséo arterial,*243
impacta positivamente na concentracédo de LDL-oxidado,* e nos niveis séricos
de marcadores inflamatérios, como o TNF-a.4°> Além de melhorar o metabolismo
lipidico por meio da diminui¢do das concentracdes de triacilglicerol em individuos

com diferentes isoformas de apolipoproteinas E e aumento dos niveis circulantes
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de lipoproteinas de alta densidade (HDL-c).4®

1,4 Quercetina, SIRT1 e sRAGE

O processo aterosclerdtico esta intimamente ligado ao acumulo de lipoproteinas
de baixa densidade oxidada (LDL-0x), inflamacéo cronica e aumento do estresse
oxidativo. O flavonoide quercetina, amplamente encontrado em frutas e vegetais,
desempenha efeito cardioprotetor por modular processos por meio da ativacéo
de vias relacionadas a SIRT1.4” Estudos pré-clinicos mostram que a quercetina
inibe 0 estresse oxidativo, processo inflamatério mediado pelo LDL-ox via
ativacdo SIRT1%, e impede a apoptose dos macréfagos induzida pelo acimulo
de particulas oxidadas.*>*° Além disso, é capaz de aumentar a atividade
antioxidante celular e a concentracédo de SIRT1.47:51

O envelhecimento marca alteracdes metabdlicas importantes para mulheres que
leva ao aumento das chances de desenvolver algum tipo de doenca
cardiovascular.®® Fato que é intensificado na presenca de fatores de risco, tais
como a DM. E bem estabelecido que pacientes diabéticos estéo mais propensos
a danos macro e microvasculares, sendo que parte desse dano pode estar
diretamente ligado a producéo excessiva de AGE tanto de forma independente
ou associada a DM.5%53

Os AGEs interagem com seus receptores especificos, os RAGE (receptores de
produtos finais de glicacdo avancada), ativando vias pro-inflamatorias e
oxidativas, como fator nuclear kappa B (NFkB), JAK2/STAT1, proteina quinase
ativada por mitogeno (MAPK), PI3K/AKT e producdo de espécies reativas de
oxigénio mediada por NADPH.5455% Por outro lado, isoformas sollveis dos

RAGE (sRAGE) agem como scavangers dos AGEs, reduzindo sua interacao
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com os receptores de membrana e atenuam seus efeitos deletérios.>"585° A
quercetina pode aumentar os niveis de sRAGE devido as suas ac¢fes anti-
inflamatdrias e antioxidantes, especialmente em pacientes que apresentam
algum tipo de condicéo clinica inflamatéria.®

Evidéncias clinicas reforcam o papel da quercetina no manejo de fatores de risco
cardiovasculares. Estudos mostram que a sua suplementagéo pode reduzir
marcadores inflamatérios e melhorar a capacidade antioxidante total.®162 Em um
estudo com 93 individuos, sendo 51 mulheres, com alto risco cardiovascular, a
suplementacao de quercetina foi associada a reducéo significativa de LDL-ox e
a melhora na fungcdo endotelial.** Esses achados corroboram com outros
estudos que destacam os efeito antioxidantes e anti-inflamatorios da quercetina

na modulacéo do risco cardiovascular.53

1,5 Estatinas, SIRT1 e sSRAGE

As estatinas sdo medicamentos frequentemente usados na prevencao primaria
e secundaria das DCV. Elas reduzem significativamente o0s eventos
cardiovasculares em pacientes com DAC. A principal acdo desta classe de
medicamentos € a reducao dos niveis séricos do LDL-colesterol. Isto ocorre pela
inibicdo da HMG-CoA redutase, enzima fundamental na sintese do colesterol
intracelular. A inibicdo desta enzima reduz os niveis de colesterol na célula
hepética e, em resposta a privacdo do colesterol intracelular, ocorre uma maior
expressdo de receptores para o LDL na membrana dessas células levando a
maior captacédo do LDL-colesterol sérico.%*

Além da reducdo do LDL-c, as estatinas apresentam efeitos pleiotropicos que

podem contribuir a protecdo cardiovascular. Esses efeitos incluem a melhora da
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funcéo endotelial, aumento da atividade da enzima 6xido nitrico sintase (eNOS),
supressdo da agregacdo plaquetaria, diminuicdo da inflamacdo e estresse
oxidativo e maior estabilidade da placa aterosclerética.®®>6667 Ainda que o
impacto das estatinas na SIRT1 e SRAGE nao esteja completamente elucidado,
estudos indicam uma relacdo positiva entre os farmacos e essas proteinas,
sugerindo possiveis efeitos benéficos que vao além da reducédo de LDL-c.

Ota et al, (2010) avaliaram os efeitos de trés estatinas (atorvastatina,
pravastatina e pitavastatina) em mecanismos moleculares relacionados ao
estresse oxidativo. Seus resultados mostraram que as estatinas foram capazes
de ativar a eNOS e a SIRT1 via Akt, indicando um possivel efeito
cardioprotetor.®® Da mesma forma, Tabuchi et al, (2012) investigaram a relacédo
entre SIRT1 e o microRNA-34a (miR-34a), identificando que a atorvastatina
parece regular positivamente a SIRT1 por meio da inibicAo de miR-34a,
reduzindo a senescéncia e apoptose celular em pacientes com DAC.%°

Mesmo com estudos mostrando efeitos positivos das estatinas na SIRT1,
achados de Kilic et al, (2015) indicam que o uso destes farmacos podem induzir
areducdo dos niveis de SIRT1, mesmo com aumento da acédo da eNOS.” Esses
resultados contraditérios podem ser explicados pela heterogeneidade dos
pacientes, variabilidade nos estagios da doenca e regimes de tratamento. Assim,
mais estudos sdo necessarios para esclarecer essas diferencas.

As estatinas também parecem influenciar os niveis da isoforma soluvel dos
receptores de AGE, Quade-Lyssy et al.,, (2013) mostraram que 0 uso de
atorvastatina foi capaz de aumentar a concentracdo de sRAGE, com potencial
para inibir vias inflamatérias mediadas pela ligacdo AGE/RAGE." Estudos em

modelos animais, corroboram esses achados ao mostrar que a atorvastatina
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reduz a expressdo de RAGE, independente do controle glicémico ou lipidico.”
Em pacientes pds-infarto agudo do miocéardio, também foram observadas
reducdes na interacdo de AGE/RAGE quando associadas ao uso de estatinas.”®
Esses sao achados que destacam as estatinas como possiveis moduladoras de
vias moleculares envolvidas no estresse oxidativo e inflamagé&o. Tornando essa
classe de farmacos ainda mais promissora para a protecao vascular e prevencgao
de complicacdes cardiovasculares, justificando investigacdes adicionais sobre

seus efeitos pleiotropicos.

2. Objetivos

2,1 Objetivo principal

Investigar a influéncia da atorvastatina e da suplementacédo de quercetina nas
concentracdes séricas e na expressao génica da Sirtl e do SRAGE em mulheres
na pos-menopausa com DAC estavel.

2,2 Objetivos secundarios

1- Comparar a intensidade dos efeitos da atorvastatina com os da quercetina nas
variacfes da Sirtl e do sRAGE.

2- Avaliar a correlacéo entre as variacdes da Sirtl e do SRAGE com as variacdes
do perfil lipidico e dos biomarcadores inflamatdrios em resposta a atorvastatina

e a suplementacao de quercetina.

3. Material e Métodos
Este foi um estudo randomizado, duplo-cego e controlado por placebo,
conduzido entre outubro de 2019 e janeiro de 2025 no Instituto do Corac¢éo do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo
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(InCor-HC,FMUSP), Sao Paulo (SP), registrado no ClinicalTrials,gov
(NCT03943459). Sessenta mulheres na pos-menopausa com DAC foram
alocadas em trés grupos, sendo 20 mulheres no grupo quercetina (500mg/dia),
20 mulheres no grupo atorvastatina (80mg/dia) e 20 mulheres no grupo controle
(placebo). O recrutamento ocorreu durante todo o periodo de conducdo do
estudo, com interrupcdo apenas durante o ano de 2020 devido a pandemia do
COVID-19. O protocolo foi aprovado pela Comissdo Cientifica do InCor-
HC,FMUSP (Parecer 3,283,130), e Comissio de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP (CAAE: 10453919,6,0000,0068) em
conformidade com a Declaracao de Helsinque.

A duragéo da intervencao foi de 60 dias para todos os grupos. Previamente ao
inicio da intervencao, todas as participantes realizaram um periodo de “washout”
de 30 dias, no qual suspenderam o uso de atorvastatina e outros medicamentos
que pudessem afetar o metabolismo lipidico, metabdlico ou hormonal. Os
medicamentos foram suspensos até o final do estudo para as participantes do
grupo placebo e quercetina. As participantes alocadas no grupo atorvastatina
iniciaram o uso imediato do farmaco apés o periodo de “washout”.

A quercetina, o placebo e a atorvastatina foram manipulados em uma farmécia
de manipulacdo certificada pelas autoridades competentes, garantindo a
qualidade dos insumos utilizados. As capsulas dos trés grupos foram
padronizadas em tamanho, cor e formato, a fim de garantir a seguranca do
cegamento do estudo.

A guercetina di-hidratada foi administrada por via oral na dose de 500mg (duas
capsulas de 250mg/dia). A atorvastatina também foi administrada por via oral na

dose de 80mg (duas capsulas de 40mg/dia). O placebo, que era constituido por
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amido de milho, seguiu o padrdo de administracdo diaria de duas doses. As
participantes de todos os grupos foram instruidas a consumir uma cépsula no
periodo da manha e outra a noite. O numero de capsulas distribuidas entre os
grupos foram os mesmos, totalizando 120 cdpsulas por participante.

O pote contendo 120 cpsulas foi entregue as participantes ap0s o periodo de
“‘washout”, marcando o tempo zero da intervencéo. A adeséo foi verificada por
meio da contagem das capsulas restantes devolvidas ao final dos 60 dias de
estudo.

A randomizacao era conhecida somente por um observador médico externo ao
estudo. O cddigo poderia ser quebrado na eventualidade de um evento adverso
sério. Eventos adversos tanto da atorvastatina quanto da quercetina sao raros
em doses controladas. Todavia, os mais comuns envolvem dores de cabeca,
visdo embacada e tontura apdés o consumo de quercetina. Ja os efeitos mais
comuns relacionados a atorvastatina sao hiperglicemia, ndusea, diarreia, dores
nas extremidades e musculoesqueléticas. Os resultados dos exames
laboratoriais foram disponibilizados somente no final do estudo para manter o
conceito duplo-cego.

Durante o periodo de “washout” e intervencéo, as participantes foram instruidas
a manter os habitos alimentares usuais. A ingestdo de quercetina via
alimentacdao foi estimada por meio de recordatérios alimentares para controle da
confiabilidade dos dados obtidos. A fluxograma do estudo encontra-se na Figura

3.
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Figura 3: Fluxograma do estudo
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As avaliag@es clinicas, nutricionais e laboratoriais foram realizadas no inicio e
apos 60 dias. A ingestéo dietética foi avaliada por aplicacao de trés recordatérios
de 24 horas (R24H) nos dias 0, 30 e 60. Os dados do R24H foram analisados
por meio de software “webdiet” (webdiet, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) para calculo
de dietas que utiliza dados atualizados da Tabela de Composicéo de Alimentos
— TBCA para estimar a ingestdo de energia e macronutrientes.”* O consumo de
guercetina foi calculado utilizando como base as informacdes presentes na base
de dados Phenol-Explorer versdo 3,6.”> Ao término da participacdo, cada
participante recebeu orienta¢des nutricionais individualizadas a partir dos habitos
e cultura alimentar.

Os critérios de inclusdo foram: mulheres na pdés-menopausa, idade < 70 anos
com DAC estavel assintomatica ou com angina estavel classe funcional I/l da
Canadian Cardiovascular Society, diagnosticada pela cineangiocoronariografia,
com lesao coronéria > 70% em pelo menos uma artéria corondria epicardica ou
pacientes revascularizados cirurgicamente ou por intervencdo coronaria
percutdnea. O diagndstico de menopausa foi feito pelo antecedente de mais de
um ano de amenorreia. Os critérios de exclusdo foram: IMC < 18,1 kg/m?,
tabagismo, alteracBes na glandula tireoide, doencas reumaticas, etilismo crbnico
(> 10 doses/semana, sendo uma dose equivalente a uma lata de cerveja, 150 ml
de vinho ou 40 ml de destilado), insuficiéncia hepética, insuficiéncia renal

(creatinina > 2 mg/dL), uso de terapia de reposicao hormonal e insulina.

4. Avaliagao Clinica e Nutricional
A avaliacao clinica e nutricional ocorreu ap6s o periodo do “washout”, no inicio

e apos 60 dias. A avaliacdo clinica consistiu em anamnese, exame fisico e
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orientacdo terapéutica. A participante preencheu, juntamente com o
pesquisador, um questionario 24h no inicio, e no final do estudo. Recordatério
adicional foi aplicado pelo pesquisador via telefone apds um més do inicio do
estudo para avaliar a constancia alimentar da paciente. A avaliacado nutricional
utilizou as seguintes variaveis: peso, altura, indice de massa corporea,
circunferéncia de cintura, abdominal e quadril, relagdo cintura-quadril (RCQ). O
peso foi obtido por uma balanca eletrénica calibrada. O individuo se posicionou
em pé no centro da base da balanca, descal¢co e com roupas leves. O indice de
Massa Corporea (IMC) é a medida do peso (quilos) dividido pela altura (metros)
ao quadrado. A circunferéncia cintura foi medida, ao final de vérias respiracdes
naturais consecutivas, no ponto médio entre o topo da crista iliaca e a margem
inferior da Ultima costela palpavel na linha axilar média. A circunferéncia
abdominal foi medida no ponto médio entre o rebordo costal inferior e a crista
iliaca. A relacdo cintura-quadril (RCQ) foi calculada por meio da divisdo dos
valores obtidos na circunferéncia de cintura (em centimetros) e circunferéncia de
quadril (em centimetros). A circunferéncia de quadril foi realizada em torno da
parte mais larga das nadegas. Foram utilizados como ponto de corte para
obesidade os valores propostos pela Organizacdo Mundial de Saude, sendo a

relacdo > 1,0 para homens e > 0,85 para mulheres.

5. Anélises Laboratoriais
As andlises laboratoriais utilizadas foram hemograma, creatinina, triglicérides,
colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de muito baixa

densidade (VLDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), glicose, hemoglobina
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glicada, proteina C reativa, AGE, concentracdes séricas e expressado génica da
SIRT1 e sRAGE.

As andlises foram realizadas com amostras biolégicas coletadas ap4s um jejum
de 12 horas. As amostras do soro obtidas apds a coleta do sangue venoso em
tubos sem anticoagulante foram centrifugadas por 20 minutos a 1800 rpm
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Glicose plasmatica, triglicerideos e HDL
serdo obtidas por meio de método comercial de calorimetria-enzimatica. LDL foi
calculado através da equacdo de Friedwald. As medidas foram realizadas no
Dimension RxL (Siemens Healthcare Diagnostic Inc,, Newark, DE, USA) com
reagentes dedicados. A determinacdo da proteina C reativa foi realizada por
meio de imunonefelometria com reagentes dedicados no equipamento BN-II da
marca Siemens Healthcare (Marburg, Hessen, Alemanha).

A dosagem do AGE foi feito pelo método ELISA® (Enzyme-Linked Immuno
sorbent Assay), com Kit da marca My BioSource de acordo com as informagdes
do fabricante.

A determinacgdo da SIRT1 foi realizada através do ensaio imunoenziméatico para
a analise quantitativa in vitro no soro e plasma humano com kit especifico
disponivel comercialmente Wuhan USCN Business Co, SIRT1 (Sirtuinl) in vitro
SimpleStep ELISA®. Todos os testes foram realizados de acordo com as
informacdes dos fabricantes. A determinacdo do RAGE soluvel (sRAGE) foi
medida através do kit The B-Bridge esRAGE ELISA® em duplicata de acordo

com informagdes do fabricante.

6. Expresséao génica da Sirtl, fIRAGE e RAGE
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A expressdo génica de Sirtl (Hs01009005 m1l, Applied Biosystems; Life
Technologies, Waltham, MA, EUA), flIRAGE (00542592 G1) e esRAGE
(HS00542584_G1, Applied Biosystems)’® foram avaliadas antes e apds inclusédo
de acordo com o protocolo. O RNA total foi obtido usando o reagente TRIZOL
(Life Technologies) a partir de sangue total coletado em um tubo de EDTA, A
sintese de cDNA foi feita com kit Superscript Il (Life Technologies) usando lug
de RNA total no volume final de reacéo de 20-pL de acordo com as instrucoes
do fabricante. O gene de referéncia foi o gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) (Hs02758991_g1). A mistura reacional foi preparada usando 5 pyl de
Universal Master Mix (Life Technologies), 0,5 ul de primers e misturas de sondas
(20 x) e 2,5 yl de amostras diluidas de cDNA (1: 5). A reacdo de PCR foi
realizada de acordo com o seguinte protocolo: ativacao enzimatica por 2 minutos
a 50°C, desnaturacéo inicial por 10 min a 95°C seguido por 40 ciclos de
desnaturacao por 15 segundos a 95°C e anelamento por 20 segundos a 60°C.
As reacdes foram realizadas em triplicado e os niveis de expressao relativos
foram calculados através da normalizagdo dos alvos para o gene GAPDH
expresso endogenamente. Os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias (AU).

7. Analise estatistica

A randomizacdo em bloco para alocacdo dos pacientes em cada grupo foi
realizada por nimeros aleatorios gerados por computador segundo distribuicéo
definida pelo programa SAS verséao 9,3.

O célculo de tamanho amostral teve como base as variacdes da concentracao

sérica do sSRAGE para dois grupos (controle vs. intervengdo) segundo estudo
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publicado recentemente.”” A escolha da variavel SRAGE foi por ter tido valores
com menor variagao que a Sirtl nesse estudo, As correlagbes entre as variagdes
dos marcadores analisados e as variagoes da SIRT1 e SRAGE foram analisadas
pela correlacdo de Spearman.

De modo geral, as varidveis com distribuicdo normal foram analisadas por meio
da analise de variancia para medidas repetidas (intragupos) e pelo teste t de
Student bicaudal (intergrupos). Para as varidveis que nao apresentaram
distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Wilcoxon. As variaveis categoricas
foram expressas em numeros absolutos e percentuais (%) e analisadas pelos
testes do qui-quadrado ou exato de Fisher, conforme apropriado. O nivel de

significancia estatistica adotado foi de p < 0,05.

8. Calculo de tamanho amostral
Desvio padrao: 8,0000

Diferenca a ser detectada: 9,0000
Nivel de significancia: 5%

Poder do teste: 90%

Teste de hip6tese: bicaudal

Tamanho da amostra calculado para cada grupo: 17

9. Resultados

Inicialmente, foram avaliadas 1,797 mulheres com base nas listas de
agendamento do Ambulatorio de Coronariopatias Cronicas e do Ambulatério de
Aterosclerose, a fim de verificar a elegibilidade para o estudo. Dentre essas, 60

atenderam aos critérios de inclusdo e exclusdo e, apos a assinatura do Termo
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de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foram randomizadas para um dos
trés grupos de intervengdo: quercetina, atorvastatina ou placebo. As
caracteristicas clinicas e sociodemograficas iniciais das participantes estédo
apresentadas na Tabela 1.

A idade média das participantes foi de 59,8 + 5,1 anos no grupo quercetina, 61,9
+ 6,3 anos no grupo atorvastatina e 61,0 + 5,0 anos no grupo placebo (p=0,375),
N&o houve diferenca estaticamente significativa entre os grupos em relagcéo ao
peso, altura, IMC e circunferéncia de cintura, abdomen e quadril (p> 0,05).
Também néo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0S grupos em relacdo as variaveis etnia, escolaridade, condi¢des clinicas e
farmacoterapia. Esses resultados indicam homogeneidade entre 0os grupos no

momento basal, 0 que sugere que o processo de randomizacao foi eficaz.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e sociodemograficas das pacientes dos grupos atorvastatina,
quercetina e placebo.

Variaveis Quercetina Atorvastatina Placebo P
(n=22) (n=17) (n=21)

Idade 59,8 +5,1 61,9+6,3 61,0+5,0 0,375
Altura 155,0 + 0,0 157,0+ 0,0 156,0 + 0,0 0,552
Peso 71,0+11,9 77,4+ 18,8 70,0+ 11,4 0,687
IMC (kg/m?) 295+4.4 31,2+6,0 28,5+4,9 0,519
CA (cm) 100,0 + 11,9 102,6 + 11,6 98,6 +12,0 0,830
CC (cm) 93,7 +10,8 95,8 + 10,7 94,1+12,0 0,794
CQ (cm) 105,4 + 10,5 110,8 + 13,4 103,8 + 10,1 0,211
RCQ 0,88 + 0,05 0,86 + 0,05 0,90 + 0,09 0,218
Brancas 17 (28,3%) 12 (20,0%) 14 (23,3%) 0,828
Negras 1 (1,6%) 1 (1,6%) 3 (5,0%) 0,828
Pardas 4 (6,6%) 4 (6,6%) 4 (6,6%) 0,828
EF 9 (15,0%) 5 (8,3%) 7 (11,1%) 0,898
EM 10 (16,6%) 9 (15,0%) 12 (20,0%) 0,898
IES 2 (3,3%) 3 (5,0%) 2 (3,3%) 0,898
ANAF 1(1,6%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0,898
PAS 133,2+18,9 131,8+21,8 136,2+20,6 0,745
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PAD 80,8+9,9 81,2+13,1 77,5+11,3 0,234

HAS 21 (35,0%) 16 (26,6%) 17 (28,3%) 0,305
Obesidade 10 (16,6%) 9 (15,0%) 8 (13,3%) 0,684
DM 7 (11,6%) 8 (13,3%) 8 (13,3%) 0,635
DLP 13 (21,6%) 12 (20,0%) 15 (25,0%) 0,656
IECA 14 (23,3%) 7 (11,6%) 9 (15,0%) 0,303
Betabloqueadores 17 (28,3%) 13 (21,6%) 16 (26,6%) 0,827
BRA 11 (18,3%) 8 (13,3%) 8 (13,3%) 0,762
Diurético 3 (5,0%) 1 (1,6%) 3 (5,0%) 0,777
Anticoagulante 0 (0,0%) 1(1,6%) 0 (0,0%) 0,283
Antiplaquetérios 2 (3,3%) 1(1,6%) 3 (5,0%) 0,758
BCC 11 (18,3%) 10 (16,6%) 10 (16,6%) 0,806
Hipoglicemiantes orais 10 (16,6%) 10 (16,6%) 11 (18,3%) 0,723

Dados expressos por média + desvio padréo, As distribuicdes de frequéncias sdo expressas em
porcentagem (%), ANAF: Analfabetizacdo; BCC: Bloqueadores dos canais de célcio; BRA:
Blogueadores dos receptores de angiotensina; CA: Circunferéncia abdominal;, CC:
Circunferéncia de cintura; CQ: Circunferéncia de quadril; DLP: Dislipidemias; DM: Diabetes
mellitus; EF: Ensino fundamental; EM: Ensino médio; HAS: Hipertenséo arterial sistémica; IECA:
Inibidor da enzima de convers&o de angiotensina; IES: Ensino superior; IMC: indice de massa

corporal; PAD: Presséo arterial diastdlica; PAS: Presséo arterial sistélica.

9,1 Parametros dietéticos

A tabela 2 apresenta as caracteristicas dietéticas iniciais e ap0s 2 meses de
intervencdo. Durante toda a intervencdo, ndo houve variacdo caldrica, de
macronutrientes e quercetina dietética dentro ou entre 0s grupos. A ingestéo
calorica permaneceu estavel (quercetina: 1248 + 393 vs. 1282 + 426, p= 0,541;
atorvastatina: 1213 + 348 vs. 1193 + 376, p= 0,795; placebo: 1285 + 363 vs,
1186 + 411, p=0,192),

O consumo de carboidratos, proteinas, lipideos e quercetina dietética nao

apresentou variacdes estatisticamente significativas (p > 0,43) em todos os

grupos).
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Tabela 2 — Caracteristicas dietéticas iniciais e apés 2 meses das pacientes dos grupos

atorvastatina, quercetina e placebo.

Variaveis Grupo Pré Pés Diferenca média [IC 95%] P
Quercetina (n=22) 1248 + 393 1282 + 426 33,8 [IC 95% = -147,2-79,5] 0,541
Kcal Atorvastatina (n= 17) 1213 + 348 1193 +376  -20,4 [IC 95% = -143,7 - 184,4] 0,795
Placebo (n=21) 1285 + 363 1186 + 411 -99,2 [IC 95% = -54,1 - 252,4] 0,192
Quercetina (n=22) 171 +57 176 + 67 5,2 [IC 95% = -26,8 - 16,3] 0,619
CHO (9) Atorvastatina (n=17) 157 + 39 157 + 54 -0,1 [IC 95% = -23,2 - 23,0] 0,993
Placebo (n=21) 150 + 51 151 +53 0,3[IC 95% =-18,5-17,9] 0,972
Quercetina (n=22) 66 + 29 69 + 26 3,1[IC 95% =-11,2 - 4,9] 0,429
Prot, (g) Atorvastatina (n= 17) 67 + 27 61 + 24 -5,4 [IC 95% = -4,7 - 15,5] 0,271
Placebo (n=21) 74 + 26 71+ 26 -2,9[IC 95% = -8,4 - 14,2] 0,597
Quercetina (n=22) 36+ 15 37+15 0,6 [IC 95% = -5,8 - 4,6] 0,802
Lip, (9) Atorvastatina (n= 17) 38+ 19 38 + 16 0,0 [IC 95% =-7,9 - 7,9] 0,992
Placebo (n=21) 40 + 14 41+ 9 1,2 [IC 95% = -7,8 - 5,4] 0,707
Quercetina (n=22) 16+1,9 1,6+2,0 0,1 [IC 95% =-1,5 - 1,5] 0,688
Querc (mg) Atorvastatina (n= 17) 1,3+1,6 1,1+15 -0,2 [IC 95% = -0,3 - 0,7] 0,434
Placebo (n=21) 15+1,3 1,5+41,3 -0,0 [IC 95% = -0,6 - 0,5] 0,891

Dados expressos por média + desvio padrdao, CHO:
Quilocalorias; Lip: Lipideos; (mg): Miligramas; Prot: Proteinas; Querc: Quercetina,

Carboidratos; (g): Gramas; Kcal:

9,2 Analise da concentracédo sérica de SIRT1 e RAGE

Os resultados das concentracfes séricas de SIRT1 e RAGE estdo descritos na
tabela 3, Ap6s 2 meses de intervencao, ocorreu aumento absoluto de 70% nos
niveis de SIRT1 do grupo atorvastatina (0,10 + 0,21 vs. 0,17 + 0,22 ng/mL; p =
0,127) embora sem significancia estatistica. Nos grupos quercetina e placebo,
0s niveis séricos de SIRT1 foram semelhantes.

Os niveis de RAGE permaneceram estaveis nos grupos quercetina e

atorvastatina ao longo do estudo. No entanto, observou-se uma tendéncia de
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reducdo, embora sem significancia estatistica, no grupo placebo (de 934,06 *

344,97 pg/mL para 819,02 £ 279,60 pg/mL; p = 0,081).

Tabela 3 — Concentracgfes séricas de Sirtl e RAGE iniciais e apos 2 meses de intervengdo nos
trés grupos.

Variaveis Grupo Pré Pés Diferenca média [IC 95%)] P
Quercetina (n=22) 0,07 + 0,06 0,07 + 0,07 -0,00 [IC 95% = -0,02 - 0,02] 0,910
SIRT1 (ng/mL)  Atorvastatina (n=17) 0,10+0,21 0,17 + 0,22 0,07 [IC 95% = -0,18 - 0,02] 0,127
Placebo (n=21) 0,11+0,10 0,12+0,11 -0,02 [IC 95% = -0,07 - 0,02] 0,366
Quercetina (n=22) 1216 £951 1111 + 531 -104, [IC 95% = -108 - 317] 0,318
RAGE (pg/mL)  Atorvastatina (n=17) 1008 + 438 1024 + 344 34 [IC 95% = -192 - 123] 0,645
Placebo (n=21) 934 +434 819 +279 -101 [IC 95% = -13,8 - 215,8] 0,081

Dados expressos por média + desvio padrdo, RAGE: receptor para produtos finais de glicacao
avanc¢ada; SIRT1: sirtuina-1.

9,3 Parametros clinicos

O grupo atorvastatina apresentou reducdes significantes nos niveis séricos do
colesterol total (-80,4 mg/dL; p < 0,001), LDL-c (-59,6 mg/dL; p < 0,001),
colesterol ndo-HDL (-73,9 mg/dL; p < 0,001) e triglicerideos (-63,3 mg/dL; p <
0,001). O HDL-c apresentou tendéncia de reducdo (-3 mg/dL), porém sem
significancia estatistica (p = 0,083).

No grupo da quercetina, verificou-se melhora significante no controle glicémico,
A glicemia de jejum apresentou queda de 5 mg/dL (110,4 + 17,5 vs. 104,9 +
12,9mg/dL; p = 0,024) e diminui¢ao de 0,2% na HbAlc (6,0 + 0,7 vs. 5,8 + 0,6%;
p = 0,016), O perfil lipidico, creatinina e PCR ndo se modificaram. O grupo
placebo n&o apresentou alteracbes clinicamente ou estatisticamente

significativas em nenhum dos parametros bioguimicos avaliados.

36



Tabela 4 — Parametros bioquimicos iniciais e apos 2 meses de intervencao nos trés grupos.

Variaveis Grupo Pré Pés Diferenca média [IC 95%)] P
Quercetina (n=22) 235,1 + 63,9 252,7 £ 61,2 17,5 [IC 95% = -41,2, 6,1] 0,139
CT (mg/dL) Atorvastatina (n=17) 237,7+453  157,2 + 37,2 -80,4 [IC 95% = 57,8, 103,1] <,0001
Placebo (n=21) 231,3+41,1 2428 +53,6 11,5 [IC 95% = -29,5, 6,5] 0,198
Quercetina (n=22) 51,7+ 13,2 53,3+ 13,6 1,5[IC 95% =-3,5, 0,4] 0,118
Atorvastatina (n=17) 46,5+ 8,9 435+7,9 -3,0 [IC 95% =-0,4, 6,4] 0,083
HDL (mg/dL) Placebo (n=21) 498+12,0 51,0+155 1,1 [IC 95% = -4,6, 2,2] 0,475
Quercetina (n=22) 152,5+53,0  168,9+523 16,4 [IC 95% = -37.,7, 4,8] 0,123
Atorvastatina (n=17) 147,8 + 41,8 88,1 + 28,5 -59,6 [IC 95% = 41,8, 77,4] <,0001
LDL (mg/dL) Placebo (n=21) 150,6 +35,8  160,8 + 47,6 10,1 [IC 95% = -26,7, 6,3] 0,213
Quercetina (n=22) 183,4 £ 63,3 199,2 + 59,4 15,8 [IC 95% = -38,6, 6,9] 0,164
Atorvastatina (n=17)  191,1 + 45,2 117,2 + 33,7 -73,9 [IC 95% = 54,1, 93,7] <,0001
NHDL (mg/dL)  pjaceno (n=21) 181,4+40,7  191,8+52,9 10,3 [IC 95% = -28,7, 8,1] 0,256
Quercetina (n=22) 154,9 + 76,4 151,1 + 86,4 -3,7[IC 95% = -19,2, 26,7] 0,736
Atorvastatina (n=17) 218,7 + 80,7 1554+ 71,5 -63,3 [IC 95% = 18,5, 108,1] 0,008
TG (mg/dL) Placebo (n=21) 1540+ 60,5 1552 +54,2 1,2 [IC 95% = -27,9, 25,4] 0,923
Quercetina (n=22) 0,8+0,2 0,8+0,2 0,0 [IC 95% =-0,0, 0,0] 0,467
Atorvastatina (n= 17) 0,9+0,2 0,9+0,2 -0,0 [IC 95% = -0,0, 0,0] 0,375
Creat (mg/dL) Placebo (n=21) 08+0,1 08+0,1 -0,0 [IC 95% = -0,0, 0,0] 0,190
Quercetina (n=22) 110,4 £ 17,5 104,9+12,9 -5,5 [IC 95% = 0,7, 10,3] 0,024
Atorvastatina (n= 17) 136,1 + 69,8 145,7 + 116,7 9,6 [IC 95% = -34,3, 15,0] 0,420
Glic (mg/dL) Placebo (n=21) 129,1+57,8  124,3 +59,6 -4,7 [IC 95% = -1,6, 11,1] 0,137
Quercetina (n=22) 6,0+0,7 58+0,6 -0,2 [IC 95% = 0,0, 0,3] 0,016
Atorvastatina (n= 17) 65+14 6,6 £2,0 0,1 [IC 95% =-0,5, 0,2] 0,438
HbA1lc (%) Placebo (n=21) 6,6+1,8 65+1,8 -0,1[IC 95% = -0,1, 0,3] 0,361
Quercetina (n=22) 3,4+51 3,3+3,7 -0,1 [IC 95% =-1,3, 1,5] 0,924
Atorvastatina (n= 17) 53+4,6 3,9+3,2 -1,4 [IC 95% = -0,6, 3,4] 0,163
PCR (mg/dL) Placebo (n=21) 70+82 6,155 -0,8 [IC 95% = -2,1, 3,8] 0,545

Dados expressos por média + desvio padrao, CT: colesterol total; Glic: glicemia de jejum; HbAlc:
Hemoglobina glicada;HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade;

NHDL: ndo-HDL; PCR: proteina C reativa; TG: triglicerideos.
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10. Discussao

Este estudo randomizando, duplo-cego e controlado por placebo investigou os
efeitos da suplementacao de quercetina e do tratamento com atorvastatina sobre
os niveis de SIRT1 e SRAGE em mulheres na p6s-menopausa com DAC. Como
descrito anteriormente, a homogeneidade entre os trés grupos no inicio do
estudo € um ponto forte, porque refor¢ca a confiabilidade dos achados e reduz o
risco de viés de selecao.

Outro ponto de destaque que fortaleceu nossos achados foi a constancia da
ingestédo caldrica habitual, macronutrientes e quercetina proveniente da dieta ao
longo de todo periodo do estudo, conforme demonstrado na Tabela 2. Essa
constancia foi importante, pois reduz as chances de resultados enviesados,
especialmente considerando que os niveis de SIRT1 sdo afetados pelas
oscilacdes caldricas.”® 7° Estudo prévio observou que uma restricdo calérica de
aproximadamente 30% em mulher com DAC e sobrepeso/obesidade foi capaz
de aumentar significativamente os niveis séricos de SIRT1, associada a reducao
do IMC.8° Portanto, a estabilidade da ingestdo calérica em nosso estudo
possibilitou atribuir com maior seguranca as mudancas em biomarcadores
analisados.

Assim como a ingestado cal6rica, o consumo de quercetina dietética também se
manteve estavel durante todo o periodo do estudo. Monitorar essa estabilidade
foi essencial para garantir que os desfechos observados pudessem ser
atribuidos a suplementacdo, evitando assim interpretacdes equivocadas.
Notadamente, a quercetina € um flavonoide reconhecido por suas propriedades
anti-inflamatoérias e antioxidantes devido aos estudos in vitro e em modelos

animais, contudo seus efeitos em humanos permanecem contraditorios.
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Estudos anteriores com a suplementacao de quercetina em individuos saudaveis
ndo foram capazes de relatar beneficios claros ou ndo indicavam nenhum
resultado relevante.8% 8 Fatos que podem ser explicados por fatores como as
doses utilizadas, a auséncia de um estado inflamatorio ou oxidativo pronunciado
nos individuos submetidos a suplementacdo ou a duragdo insuficiente dos
protocolos.

Por sua vez, os resultados parecem ser diferentes em populagcbes com
condi¢cdes clinicas estabelecidas. Pesquisas envolvendo individuos com
doencas caracterizadas por inflamagéo cronica e estresse oxidativo, como as
doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica e obesidade, tém relatado
resultados positivos com a suplementacdo de quercetina.®38485 Estudo
conduzido em individuos com sobrepeso/obesidade e alto risco cardiovascular
demonstrou que a suplementacdo com quercetina reduziu os niveis circulantes
de TNF-a e LDL-c oxidado.* QOutra investigacédo, envolvendo pacientes pos-
infarto agudo do miocardio, relatou que a suplementacdo com quercetina foi
capaz de aumentar a capacidade oxidativa total e diminuir os niveis de TNF-a no
grupo intervencdo.®®> Esses achados mostram que doencas que apresentam
efeitos basais pro-inflamatérios e/ou pré-oxidativos podem ser fatores
determinantes para efeitos positivos com a suplementacéo de quercetina.
Apesar do potencial relacionado a quercetina mencionado anteriormente, em
nosso estudo, a suplementacao durante 60 dias ndo foi suficiente para resultar
em alteracOes estatisticamente significativas nos niveis SIRT1 e RAGE. Além de
limitacGes relacionadas ao tamanho amostral e duracao do estudo, € importante
destacar que farmacocinética desfavoravel da quercetina pode influenciar

diretamente as dosagens de SIRT1 e RAGE.%
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O papel hipoglicemiante do flavonoide quercetina em humanos é uma area com
evidéncias limitadas e resultados, geralmente, inconclusivos ou modestos.8’: 88
Nesse sentindo, os achados apresentados em nosso estudo na glicemia de jejum
e hemoglobina glicada sdo particularmente interessantes. E bem estabelecido
que o controle glicémico, usualmente obtido via dieta e/ou tratamentos
farmacoldgicos, é crucial para a prevencdo de danos microvasculares e
desfechos cardiovasculares significativos.8%%091 Apesar de animadores, os
resultados obtidos com a suplementacéo de quercetina devem ser interpretados
com cautela e amplamente explorados em estudos futuros, nos quais seja
possivel maior nimero de participantes e maior duracao da intervencéo.
Concomitante a quercetina, foi avaliado os efeitos do tratamento com
atorvastatina. Um farmaco da classe das estatinas e considerado como primeira
linha no manejo de dislipidemias em paciente com doenca arterial coronariana.
Seu papel primério se déa pela inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, resultados
na diminuigdo dos niveis de LDL-c. Além disso, os beneficios cardiovasculares
das estatinas também impactam positivamente na reducdo do LDL-ox e
potencial estabilizacédo ou regresséo da placa aterosclerética.?293.94

Além dos efeitos no metabolismo lipidico, estudos tem avaliado os potenciais
efeitos pleiotrépicos da atorvastatina, incluindo seu papel antioxidante e anti-
inflamatério. Esses efeitos secundarios poderiam, em tese, impactar
positivamente os niveis de SIRT1 e RAGE.®7%72 Todavia, nosso estudo nao foi
capaz de detectar alteracdes estatisticamente significativas nos niveis de SIRT1
e RAGE ap6s 60 dias de tratamento com atorvastatina. E possivel que a curta
duracdo do estudo e o numero de participantes tenha afetado diretamente a

magnitude dos efeitos pleiotropicos da atorvastatina.
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O estudo possui limitagdes que devem ser consideradas na interpretacédo dos
resultados. Como mencionado anteriormente, o tamanho amostral relativamente
pequeno e a duragéo de 60 dias das intervencdes podem ser fatores que limitam
0 pode estatistico para detectar efeitos das interven¢des nos niveis de SIRT1 e
RAGE, fato que contribui para a auséncia de significAncia estatistica
demonstradas nesses biomarcadores. Adicionalmente, trés pacientes
descontinuaram o projeto, o que levou a um desbalanco amostral entre os
grupos. Os motivos relatados incluiam desconforto com o cegamento menos de
um més apas o inicio do tratamento (n=2) e preocupac¢des com o risco elevado
de contaminag&o por COVID-19 durante o auge da pandemia (n=1).

Adicionalmente, durante a fase laboratorial, uma limitagdo técnica impediu a
realizacdo de todas as dosagens inicialmente previstas para os niveis séricos de
SRAGE, bem como para as expressdoes génicas de SIRT1 e sRAGE,
Especificamente em relagcdo ao SRAGE sérico, as instru¢des fornecidas pelo
fabricante do kit ndo incluiam a diluicdo adequada para as caracteristicas das
amostras da populacdo estudada. Como resultado, a diluicdo padréo aplicada

mostrou-se insuficiente para a quantificacdo precisa, o que levou a exclusédo

dessas analises do escopo final do projeto.

11. Concluséao

O estudo em questdo traz avancos relevantes para o manejo da DAC e do
diabetes em mulheres na poés-menopausa, grupo historicamente sub-
representado em pesquisas cardiovasculares. A suplementacdo com quercetina,

mesmo sem alterar os niveis das proteinas SIRT1 (associada a protecao

vascular) e RAGE (envolvida na inflamacdo diabética), mostrou efeitos
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significativos no controle glicémico, reduzindo tanto a glicose circulante quanto
a hemoglobina glicada (HbA1c), marcador critico para o monitoramento do DM.
Esses resultados sugerem que a quercetina pode atuar por mecanismos
alternativos, como a modulacéo da sensibilidade a insulina, a neutralizacao de
radicais livres (reduzindo o estresse oxidativo) e efeitos anti-inflamatoérios
independentes de vias classicas, mecanismos esses que necessitam de
confirmacgéo em estudos futuros. ISso a posiciona como uma opc¢ao terapéutica
adjuvante promissora, especialmente para mulheres com DAC estabelecida e
resisténcia a terapias convencionais, além de abrir caminho para investigacdes
sobre o papel de nutracéuticos na prevencéao cardiovascular.

Ja a atorvastatina, amplamente utilizada para reducdo do LDL-colesterol,
confirmou seu impacto além do controle lipidico: sua ag&o na diminuigdo da LDL,
gue contribuiu para a reducdo do estresse oxidativo e da inflamag&o vascular,
fatores centrais na progressdo da DAC. Esses beneficios ocorreram
independentemente das variagbes em SIRT1 e RAGE, reforcando que as
estatinas atuam em multiplas vias, o que as torna essenciais ndo apenas na
prevencao secundaria de eventos cardiovasculares, mas também na modulacéo
de processos associados ao DM, como a disfungao endotelial.

A escolha de focar em mulheres na pés-menopausa € um dos aspectos mais
inovadores desse estudo. Essa populagao, frequentemente negligenciada em
ensaios clinicos, enfrenta um risco cardiovascular elevado apos o declinio
estrogénico, que remove parte da protecdo hormonal contra a aterosclerose. O
estudo evidenciou que intervencfes farmacologicas e nutricionais podem ter
respostas especificas nesse grupo, demandando abordagens personalizadas.

Por exemplo, a melhora glicémica com quercetina pode ser particularmente
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relevante para mulheres com sindrome metabdlica pés-menopausica, condicdo
agravada pela redistribuicdo de gordura visceral e resisténcia a insulina.
Apesar dos avangos, o0 estudo deixa lacunas importantes. A auséncia de
alteracoes em SIRT1 e RAGE levanta questdes sobre os biomarcadores mais
adequados para explicar os efeitos da quercetina, sugerindo a necessidade de
explorar outras vias. Além disso, a amostragem limitada e curto periodo de
seguimento indicam que resultados mais robustos dependem de estudos futuros
com maior nimero de participantes, tempo prolongado de intervencdo e
avaliagdo de marcadores locais de inflamagéo.

As implicagbes praticas sdo claras: estratégias multimodais, combinando
farmacologia (como estatinas) e nutracéuticos (como quercetina), podem
otimizar o controle da DAC e do DM em mulheres na pds-menopausa. Isso
reforca a urgéncia de protocolos clinicos que considerem diferencas sexuais e
hormonais, integrem nutricdo a cardiologia preventiva e priorizem pesquisas em
populacdes subestudadas. Futuros trabalhos devem investigar sinergias entre
quercetina e estatinas, além de explorar seu impacto em comorbidades como
obesidade e resisténcia a insulina.

Em sintese, o estudo ndo apenas amplia o entendimento sobre terapias
inovadoras, mas também desafia a comunidade cientifica a adotar uma medicina
mais inclusiva e holistica, capaz de reduzir disparidades em saude e enfrentar a

crescente carga global da DAC e do DM nas mulheres na pos-menopausa.
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