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Resumo

Fundamento: Os glicocorticéides (GCs) sao amplamente prescritos para o tratamento de numerosos distirbios clinicos
devido as suas propriedades anti-inflamatdrias e imunomoduladoras, e um dos efeitos indesejaveis mais comuns desses
medicamentos é a dislipidemia.

Objetivo: Avaliar o efeito da quercetina, um flavonoide derivado de plantas, no perfil lipidico de ratos tratados com
glicocorticéides em altas doses.

Métodos: Um total de 32 ratos Sprague-Dawley foram distribuidos aleatoriamente entre quatro grupos (8 ratos por
grupo) e tratados por 6 semanas com uma das seguintes opcoes : (i) solucao salina normal; (ii) 40 mg/kg de succinato
sédico de metilprednisolona (MP); (iii) MP + 50 mg/kg de quercetina; (iv) MP + 150 mg/kg de quercetina. O MP foi
injetado por via subcutinea e a quercetina foi administrada por gavagem oral 3 dias por semana. No final do estudo,
o perfil lipidico dos animais foi medido através de kits enzimaticos. Os dados foram analisados e a significancia
estatistica foi estabelecida em p <0,05.

Resultados: Os niveis séricos médios de colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e LDL aumentaram drasticamente
em animais tratados com GC em comparacao com o grupo controle. Ambas as doses de quercetina (50 e 150 mg/kg)
melhoraram o CT (43% e 45%), LDL (56% e 56%) e TG (46% e 55%, respectivamente). A razao Apo B/A1 diminuiu mais
de 20% ap6s a ingestao de Anti-Inflamatory Agents.

Conclusoées: Esses dados sugerem que a ingestao de quercetina Quercetin; induzida por glicocorticéides. (Arq Bras
Cardiol. 2020; 115(1):102-108)

Palavras-chave: Ratos Sprague-Dawley; Anti-inflamatérios; Queraracina; Glicocorticoides; Dislipidemias;
Triglicérides; Colesterol.

Abstract

Background: Glucocorticoids (GCs) are widely prescribed for the treatment of numerous clinical disorders due to their anti-inflammatory and
immune-modulatory properties and one of the most common untoward effects of these drugs is dyslipidemia.

Objective: To evaluate the effect of quercetin, a plant-derived flavonoid, on the lipid profile of high-dose glucocorticoid treated rats.

Methods: A total of 32 Sprague-Dawley rats, were randomly distributed among four groups (8 rats per group) and treated for 6 weeks with one
of the following: (i) normal saline; (ii) 40 mg/kg methylprednisolone sodium succinate (MP); (iii) MP + 50 mg/kg quercetin; (iv) MP + 150 mg/kg
quercetin. MP was injected subcutaneously, and quercetin was administered by oral gavage 3 days a week. At the end of the study, the animals’
lipid profile was measured by enzymatic kits. Data were analyzed and statistical significance was set at p<0.05.
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Results: The mean serum total cholesterol (TC), triglyceride (TG) and LDL levels were drastically increased in GC-treated animals compared
with the control group. Both doses of quercetin (50 and 150 mg/kg) ameliorated TC (43% and 45%), LDL (56% and 56%) and TG (46%
and 55% respectively). Apo B/AT ratio decreased more than 20% following quercetin intake and the decline in TC/HDL, TG/HL, LDL/HDL

ratios were significant.

Conclusions: These data suggest that quercetin intake with both doses of 50 and 150 mg/kg could be considered as a protective agent
for glucocorticoid-induced dyslipidemia. (Arq Bras Cardiol. 2020, 115(1):102-108)

Keywords: Rats, Sprague-Dawley; Anti-Inflammatory Agents; Quercetin; Glucocorticoids; Dyslipidemias; Triglycerides; Cholesterol.

Introducao

Glicocorticoides como prednisona, metilprednisolona e
dexametasona sdao amplamente prescritos para o tratamento
de numerosas doengas clinicas, incluindo doengas pulmonares,
gastrointestinais, hematolégicas, cutdneas e renais, bem
como transplantes de 6rgaos, principalmente devido as
suas propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras.’
Embora esses medicamentos tenham tais beneficios,
seus efeitos adversos, como hiperglicemia, hipertensao,
hiperlipidemia, osteoporose, atrofia muscular e obesidade,
devem ser levados a sério.? O metabolismo lipidico deficiente
é uma das reagoes indesejaveis mais comuns; a utilizagao
de GCs em altas doses ou administrados em longo prazo
causam nos usudrios uma aparéncia semelhante a da sindrome
de Cushing. Em outras palavras, a hipercolesterolemia e a
hipertrigliceridemia sao altamente prevalentes em pacientes
submetidos a terapia com GC por periodos prolongados e,
em Ultima andlise, podem levar a riscos de aterosclerose.’*
No entanto, quando a administragido desses medicamentos
imunossupressores é inevitdvel, devemos procurar alguns
medicamentos ou produtos naturais para minimizar seus
efeitos indesejaveis.

A quercetina, 3,3’,4',5,7-penta-hidroxiflavona, 2-(3,4-di-
hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxi-4H-cromen-4-ona, C15H1007,
é um flavonoide derivado de planta, isolado de cebolas,
magas, uvas, vegetais folhosos e cha;*® Esse composto de
polifenol de ocorréncia natural é geralmente conhecido por
suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias e foi
relatado como sendo um fator de melhora do sistema de
defesa antioxidante, diminuindo a incidéncia de doencas
cardiovasculares, neoplasicas e inflamatérias.”” Como o
equilibrio oxidante-antioxidante e o status da inflamagao
desempenham um papel importante na etiologia de muitas
doengas, os compostos flavonoides tém sido destacados
como agentes preventivos ou terapéuticos naturais'®'".
Além disso, alguns estudos anteriores relataram impacto
benéfico da quercetina na sindrome metabdlica e no
metabolismo lipidico.'*" O objetivo deste estudo é avaliar o
efeito da quercetina no perfil lipidico de ratos tratados com
glicocorticoide em altas doses.

Materiais e métodos

Animais
Um total de 32 ratos Sprague-Dawley com idades entre 6

e 7 meses, pesando 210 + 30 gramas, foram obtidos do Razi
Institute (Karaj, Ird). Os animais foram aclimatados as condicdes
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laboratoriais padrao (temperatura 20-25 °C e ciclo de 12 horas
claro/escuro) por 10 dias antes do inicio do experimento
principal. Foram fornecidas ad libitum 4gua limpa e dieta padrao
de racao peletizada (Danbehparvar, Thran, Ird). O protocolo
experimental estava de acordo com os Principles of Laboratory
Animal Care.™ O tamanho da amostra foi calculado com 80% de
poténcia, utilizando um teste bilateral com nivel de significancia
de 5% e com base no tamanho do efeito de 0,5.

Produtos quimicos

Succinato sédico de metilprednisolona (MP) foi
utilizado como glicocorticoide (SOLU-MEDROL, Pfizer
Pharmaceuticals, NY, EUA) para gerar dislipidemia induzida
por GC." A quercetina, com uma pureza de 95%, foi obtida da
Sigma-Aldrich Chemicals (St. Louis, MO, EUA) e a suspensao
de quercetina foi preparada adicionando-se quercetina a
solugdo aquosa de carboximetilcelulose (CMC) a 0,05%,
imediatamente antes de ser administrada por gavagem oral.

Procedimento experimental

Trinta e dois animais foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos, utilizando o esquema de randomizagao
em bloco. Cada grupo experimental continha oito ratos que
foram tratados por seis semanas. Todos os grupos foram
injetados por via subcutanea (s.c.) com MP (40 mg/kg de
peso corporal), exceto o grupo controle que recebeu solugao
salina normal trés dias por semana. Cada um dos trés grupos
injetados com glicocorticoide recebeu um dos seguintes
tratamentos: CMC como placebo, 50 mg/kg de quercetina
ou 150 mg/kg de quercetina. Todos os tratamentos foram
administrados trés dias por semana, por via oral. Ao final do
estudo, todos os animais foram anestesiados com injecao
intraperitoneal (i.p.) de cetamina juntamente com xilazina
(50 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente).'*'® As amostras de
sangue foram coletadas por pungdo cardiaca e imediatamente
centrifugadas a 3000 rpm por 10 min para isolamento
sérico e armazenadas a -80°C até a andlise do perfil lipidico.
Os ratos foram submetidos a jejum por 12 a 14 horas e todas
as amostras de sangue foram coletadas entre 8 e 10 horas
da manha. Foram utilizados kits enziméaticos disponiveis no
mercado para medir as concentragdes séricas de colesterol
total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL, high-density
lipoprotein) e triglicérides (TG) em duplicata (Pars Azmoon
Co., Teerg, Ira), e Apo A e Apo B foram medidos através de
métodos imunoturbidimétricos (biorexfars LTD, Ird). O nivel de
lipoproteina de baixa densidade (LDL, low-density lipoprotein)
foi calculado utilizando-se a equacdo de Friedewald."”
Os animais foram pesados no inicio e ao final do estudo.
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Analise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + desvio
padrao (DP) e analisados pelo Statistical Package for Social
Sciences (versao 23.0; SPSS Inc., Chicago, EUA). O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade
dos dados. As diferencas estatisticas entre os grupos foram
avaliadas através da andlise de variancia (ANOVA One-Way)
seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. A significancia
estatistica foi estabelecida em p<0,05.

Resultados

Embora o peso corporal médio dos ratos tenha sido
o mesmo em todos os grupos no inicio do experimento,
apos seis semanas de intervengao, todos os animais tratados
com glicocorticéides apresentaram uma redugao significativa
de peso em comparagao com seus préprios pesos iniciais e
com seus controles pareados por idade (Tabela 1).

Ap6s seis semanas de injecdo de metilprednisolona,
os niveis médios de colesterol e triglicérides no plasma
aumentaram drasticamente em animais tratados com
glicocorticoides, em comparagdo com o grupo controle.
Ambas as doses de quercetina (50 e 150 mg/kg) melhoraram
a hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia em
comparagdo com o grupo MP, e a mesma tendéncia foi
observada nos niveis de LDL. Além disso, a injegdo de MP
causou um aumento moderado nos niveis de HDL, os quais
nao sofreram alteragao significativa ap6s a suplementagao
com quercetina. No entanto, a redugao das razées CT/HDL,

TG/HDL e LDL/HDL foi estatisticamente e clinicamente
significativa. Além disso, a razao Apo B/A1 diminuiu mais de
20% ap6s a ingestao de quercetina (Tabela 2; Figuras 1-3).
Parece que uma dose mais alta de quercetina ndo possui
superioridade visivel para a melhora do colesterol e
apolipoproteinas. No entanto, foi encontrada uma
correlagdo negativa entre a dose de quercetina e TG, bem
como a razao CT/HDL (-0,87 e -0,75, respectivamente).

Discussao

Nossos resultados revelaram que a administracdo de
altas doses de glicocorticoide por 6 semanas aumentou
drasticamente a concentracao sérica de colesterol total,
LDL e triglicérides. No entanto, a suplementagdo oral com
duas doses diferentes de quercetina, como uma flavona de
ocorréncia natural tendo sido anteriormente relatada como
benéfica na sindrome metabdlica, reverteu de maneira
evidente os efeitos indesejaveis da metilprednisolona. Foram
escolhidas diferentes doses de quercetina, uma vez que a
dose mais baixa pode ser fornecida por uma dieta rica em
quercetina e a mais alta pode ser conseguida com a utilizagao
de suplementos disponiveis comercialmente.'® Desnecessario
dizer que a diferente taxa metabdlica de ratos e humanos
foi levada em consideragdo para a determinacao da dose."
Os resultados finais indicaram que 150 mg/kg de quercetina
nao foram muito mais eficazes que 50 mg/kg para melhorar o
perfil lipidico, exceto pela concentracao de TG, que desceu
ao nivel dos controles como resultado da administracao de
doses elevadas de quercetina. A metilprednisolona também

Tabela 1 - Peso corporal inicial e final (gramas) dos grupos experimentais

Peso corporal Controle MP+Q50 MP+Q150
Inicial 212429 212427 210428 212428
Final 2144301 182422'+ 185420+ 180+16"+

Os dados séo apresentados como Média + DP. N = 8 para todos os grupos. MP: metilprednisolona; Q50: quercetina 50 mg/kg; Q150: quercetina 150 mg/kg;
Anélise de varidncia (ANOVA) sequida pelo teste de Bonferroni. p <0,05 comparado ao grupo controle, 'p <0,05 comparado ao grupo MP, #p <0,05 comparado

a0 peso inicial do mesmo grupo.

Tabela 2 - Perfil lipidico dos grupos experimentais apds seis semanas de intervengao

Controle MP MP+Q50 MP+Q150 Valor de p
CT (mg/dl) 89,12+3,35 193,50+£12,77"* 108,75+15,47"1 105,87+11,25" <0,001
HDL (mg/dI) 34,25+3,69 41,3745,75' 38,25+4,77 39,00+4,07 =0,03
LDL (mg/dl) 41,8743,79 119,22412,70°* 52,72+15,15 52,22+10,87" <0,001
TG (mg/dl) 65,00+4,34 164,50+9,36"+ 88,87+12,93" 73,25+11,331 <0,001
CT/HDL 2,62+0,27 4,76+0,86" 2,860,421 2,74+0,471* <0,001
TG/HDL 1,920,29 4,05+0,71"# 2,33+0,34 1,9240,51% <0,001
LDL/HDL 1,24+0,23 2,95+0,73" 1,39+0,43" 1,360,381 <0,001
Apo B/ Al 0,93+0,16 1,63+0,19'* 1,25+0,30f 1,06+0,28° <0,001

Os dados sdo apresentados como Média + DP. n = 8 para todos os grupos. MP: metilprednisolona; Q50: quercetina 50 mg/kg; Q150: quercetina 150 mg/kg;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; ApoB/Al: razdo Apolipoproteina B para
Apolipoproteina Al; Anélise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. ‘p <0,05 comparado ao grupo controle, 'p <0,05 comparado ao grupo
MP, #p <0,05 comparado ao MP + Q50.
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Figura 1 - Média da razéo colesterol total/HDL em diferentes grupos. Dados apresentados como Média + DP. N = 8 para todos os grupos. MP: metilprednisolona; Q50:
quercetina 50 mg/kg; Q150: quercetina 150 mg/kg; CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; *p<0,05 comparado ao grupo controle, 'p<0,05 comparado
ao grupo MP, #p<0,05 comparado ao MP + Q50.
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Figura 2 — Média da razéo triglicerideos para HDL em diferentes grupos. Dados apresentados como Média + EP. n = 8 para todos os grupos. MP: metilprednisolona;
Q50: quercetina 50 mg/kg; Q150: quercetina 150 mg/kg; TG: triglicerideos; HDL: lipoproteina de alta densidade; ‘p<0,05 comparado ao grupo controle, 'p<0,05
comparado ao grupo MP, #p<0,05 comparado ao MP + Q50.
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Figura 3 — Média da razéo de Apolipoproteina B para Apolipoproteina Al em diferentes grupos. Dados apresentados como Média + EP. n = 8 para todos os grupos.
MP: metilprednisolona; Q50: quercetina 50 mg/kg; Q150: quercetina 150 mg/kg; ApoB/Al: razéo Apolipoproteina B para Apolipoproteina Al; ‘p<0,05 comparado ao grupo

controle, 'p<0,05 comparado ao grupo MP, #p<0,05 comparado ao MP + Q50.

causou um aumento moderado no nivel de HDL, o qual
nao foi alterado significativamente apés a suplementagao
com quercetina.

Embora o impacto hiperlipidémico dos GCs tenha
sido observado nas dGltimas décadas, os mecanismos
moleculares ainda nao sao bem reconhecidos.
Alguns estudos in vitro e in vivo demonstraram que esses
farmacos anti-inflamatérios podem aumentar diretamente
a producao hepdtica de HDL, up-regular a atividade da
lipoproteina lipase e prejudicar o catabolismo do LDL,
reduzindo a expressdo e a atividade dos receptores
hepaticos de LDL."** Consequentemente, contribuem
para o desenvolvimento de figado gorduroso, aumentando
a sintese de acidos graxos e diminuindo a pB-oxidagao.?'

Por outro lado, os flavonoides tém sido descritos
como moduladores do metabolismo lipidico. Eles atuam
principalmente através da inibicdo da fosfodiesterase, alteragao
da absorcao hepatica de colesterol e producao e secrecao de
triglicérides.?22> Além disso, a quercetina, como um potente
antioxidante distribuido tanto na bicamada lipidica quanto na
fase aquosa da célula, pode suprimir a peroxidagao lipidica
pela atividade de eliminagao de radical.?® Grandes estudos
demonstraram que a razao Apo B/Al é superior ao colesterol
total e TG para prever o risco cardiovascular em ambos os
sexos e em todas as faixas etdrias.?” Considerando que a razao
Apo B/Al é uma medida do ntimero de particulas aterogénicas

Arq Bras Cardiol. 2020; 115(1):102-108

de Apo B sobre o nlimero de particulas anti-aterogénicas de
Apo Al, existe também a possibilidade de a mesma ser um fator
mais importante que a quantidade de lipidios transportada
por particula. No presente estudo, a ingestao de quercetina
diminuiu significativamente a razdo Apo B/Al, o que pode
ser um importante indicador de menor risco cardiovascular
no futuro.?

Ao final da intervencao, todos os animais tratados com
glicocorticoides apresentaram uma redugao significativa
de peso em comparagdo aos seus controles, o que pode ter
sido causado por anorexia induzida por glicocorticoides
nos ratos, relatada anteriormente,® ou por protedlise e
perda muscular graves.*® Uma das limitagdes deste estudo
foi a falta de dados precisos sobre a ingestao alimentar dos
animais, o que poderia ser muito Gtil para a interpretacao
da perda de peso induzida por GC nos ratos. No geral,
nossos achados estdo de acordo com estudos anteriores
que relataram efeitos benéficos dos flavonoides no
metabolismo lipidico.?' Esta é a primeira pesquisa que
avalia o impacto da quercetina na hiperlipidemia induzida
por GC. No entanto, o efeito hipolipidémico de alguns
outros flavonoides foi relatado em ratos tratados com GC.?
Outras propriedades favordveis da quercetina na melhora
da densidade 6ssea e na modificacao da glicemia tornam
esse flavonoide uma excelente opgao para controlar os
efeitos colaterais dos glicocorticoides.*
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Conclusao

A administragao de quercetina, em doses de 50 e
150 mg/kg, pode reverter os efeitos indesejaveis de altas
doses de glicocorticoides no perfil lipidico de ratos e pode
ser considerada para terapia combinada com GCs para
minimizar a dislipidemia resultante.
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