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RESUMO

Efeito da suplementagao de quercetina e da dieta hiperlipidica no estresse

oxidativo de testiculos de ratos Wistar

A dieta hiperlipidica (HFD, “high-fat diet’) em ratos provoca o surgimento de
esteatose hepatica e predispde os animais a intolerancia a glicose, dislipidemia e
ao estresse oxidativo. Sabe-se que a HFD também afeta a fertilidade, causando
estresse oxidativo testicular e prejudicando a produgdo espermatica desses
animais. A quercetina € um flavonoide que tem acao antioxidante, anti-inflamatdria
e lipolitica, sendo um potencial suplemento no combate ao estresse oxidativo
provocado pela HFD e seus efeitos deletérios para a reprodugéo. O objetivo desse
estudo foi avaliar a suplementagédo de quercetina em doses de 10 mg e 20 mg por
dia nos pesos dos 6rgaos reprodutivos, na motilidade e morfologia espermaticos,
na morfometria testicular, na expressao de genes inflamatérios e antioxidantes nos
testiculos e no perfil oxidativo testicular de modelos de ratos submetidos a uma
dieta rica em gordura animal e frutose. O Capitulo | tem o objetivo de revisar os
principais aspectos envolvendo a obesidade, a sindrome metabdlica, as dietas ricas
em lipidios e o estresse oxidativo na reprodu¢do masculina, assim como abordar o
que se sabe até o momento sobre a suplementagdo da quercetina como um
agente antioxidante. Ja o Capitulo Il € um artigo nas normas da revista cientifica
que sera submetido e descreve um estudo experimental realizado com o objetivo
de verificar o efeito da suplementacdo de quercetina no estresse oxidativo dos
testiculos de ratos submetidos a uma dieta rica em gorduras. Nesse experimento,
24 ratos Wistar foram divididos em 4 grupos experimentais (n=6): CT (ratos
alimentados com dieta basal e suplementados com goma de 0 mg/dia de
quercetina); HF (ratos alimentados com HFD, que consistia em adigdo de 30% de
banha suina e 20% de frutose na ragdo comercial e suplementados com goma de
0 mg/dia de quercetina); HFQ10 (ratos alimentados com HFD e suplementados
com goma de 10 mg/dia de quercetina); e HFQ20 (ratos alimentados com HFD e
suplementados com goma de 20 mg/dia de quercetina). O experimento teve
duracédo de 4 meses e a suplementagdo de goma de quercetina iniciou apds dois
meses de consumo de dieta basal ou HFD. Ao final do experimento, os testiculos,

epididimos e ductos deferentes foram colhidos e pesados, os testiculos foram



utilizados para expressdo génica, analise de perfil oxidativo e analises
morfométricas. Os espermatozoides do ducto foram analisados para motilidade e
morfologia espermaticas. Os grupos com HFD tiveram menor consumo da dieta e
menores pesos corporal, de epididimos e de ductos, independente da presenca de
quercetina. N&do houve diferenga entre os grupos no peso dos testiculos, no
diametro do epitélio germinativo, na motilidade e morfologia espermaticos e na
expressdo de genes inflamatérios testiculares (P>0,05). Embora a expresséo
génica de SodZ2 nos testiculos tenha sido maior no grupo HF, houve reducdo do
indice de estresse oxidativo e de glutationa oxidada nos ratos do grupo HF20
quando comparado ao grupo HF. Conclui-se que a suplementacdo de quercetina
diaria reduz de forma dose- dependente o estressse oxidativo testicular em ratos

submetidos a dieta hiperlipidica.

Palavras-Chave: antioxidantes; catalase; espermatozoides; glutationa; MDA;
TBARs.



ABSTRACT

Effect of quercetin supplementation and high-fat diet on oxidative stress in

testicles of Wistar rats

A high-fat diet (HFD) in rats causes the appearance of hepatic steatosis and
predisposes the animals to glucose intolerance, dyslipidemia and oxidative stress. It
is known that a HFD also affects fertility, causing testicular oxidative stress and
impairing sperm production in these animals. Quercetin is a flavonoid that has
antioxidant, anti- inflammatory and lipolytic action, being a potential supplement in
the fight against oxidative stress caused by a HFD and its deleterious effects on
reproduction. The aim of this study was to evaluate quercetin supplementation at
doses of 10 mg and 20 mg per day on reproductive organ weights, sperm motility
and morphology, testicular morphometry, expression of inflammatory and
antioxidant genes in the testes and testicular oxidative profile of rat models
submitted to a diet rich in animal fat and fructose. Chapter | aims to review the
main aspects involving obesity, the metabolic syndrome, diets rich in lipids and
oxidative stress in male reproduction, as well as to address what is known so far
about quercetin supplementation as an agent antioxidant. Chapter Il is an article in
the norms of the scientific journal that will be submitted and describes an
experimental study carried out with the objective of verifying the effect of quercetin
supplementation on the oxidative stress of the testicles of rats submitted to a diet
rich in fats. In this experiment, 24 Wistar rats were divided into 4 experimental
groups (n=6): CT (rats fed a basal diet and supplemented with 0 mg/day quercetin
gum); HF (rats fed HFD, which consisted of adding 30% pork lard and 20% fructose
to the commercial feed and supplemented with 0 mg/day of quercetin gum); HFQ10
(rats fed HFD and supplemented with quercetin gum 10 mg/day); and HFQ20 (rats
fed HFD and supplemented with 20 mg/day quercetin gum). The experiment lasted
4 months and quercetin gum supplementation started after two months of
consumption of basal diet or HFD. At the end of the experiment, the testes,
epididymis and vas deferens were collected and weighed, the testes were used for
gene expression, oxidative profile analysis and morphometric analysis. Duct
spermatozoa were analyzed for sperm motility and morphology. The HFD groups
had lower dietary intake and lower body, epididymal and ductal weights, regardless



of the presence of quercetin. There was no difference between groups in testes
weight, germinal epithelium diameter, sperm motility and morphology, and
expression of testicular inflammatory genes (P>0.05). Although Sod2 gene
expression in the testes was higher in the HF group, there was a reduction in the
oxidative stress index and oxidized glutathione in rats in the HF20 group when
compared to the HF group. It is concluded that daily quercetin supplementation

dose-dependently reduces testicular oxidative stress in rats fed a hiperlipidic diet.

Keywords: antioxidants; catalase; spermatozoa; glutathione; MDA; TBARs.
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CAPITULO |

EFEITO DA SUPLEMENTAGAO DE QUERCETINA E DA DIETA HIPERLIPIDICA
NO ESTRESSE OXIDATIVO DE TESTICULOS DE RATOS WISTAR

1INTRODUCAO

A obesidade tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos e podera
ser considerada uma pandemia (CRAIG et al., 2017). O estilo de vida sedentario e
0 excesso de consumo de dietas ricas energeticamente tém contribuido para o
desenvolvimento da obesidade e suas desordens associadas, resisténcia a insulina,
dislipidemia, hipertensdo, sindrome metabdlica, doengas cardiovasculares e
esteatose hepatica (JANSSENS et al., 2015; TAN; NORHAIZAN, 2019). As dietas
ricas em gordura e a obesidade induzem a um estado de inflamagéao pela geragao
de tecido adiposo que secreta fatores pro-inflamatorios (TAN; NORHAIZAN, 2019).
Como consequénica, as células imunes ativadas produzem altos niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs), primariamente mediadas pelo fator nuclear kappa B
(NF-kB) e pelas citocinas proé-inflamatoérias (TAN; NORHAIZAN, 2019).

A infertilidade humana € um sério problema de saude e atinge em torno de
10 a 15% dos casais do mundo todo (BEYGI et al., 2021). Existem evidéncias
epidemiologicas e com experimentos animais que a dieta hiperlipidica (HFD, “high-fat
diet”) é negativamente correlacionada com a qualidade espermatica (ESMAEILI et al.,
2015; LUO et al., 2020). Sabe-se que os animais alimentados com dieta rica em
gordura tém especificas mudangas na espermatogénese, como baixa concentragéo
espermatica e morfologia espermatica anormal (FUNES et al., 2019) e reduzidos
movimento progressivo e motilidade (GHANAYEM et al., 2010). Além disso, a dieta
rica em gorduras trans e acidos graxos saturados afetam negativamente na qualidade
do sémen (COLLODEL et al., 2020).

As EROs sao apontadas como uma das causas de infertilidade masculina
idiopatica, uma vez que o espermatozoide é bastante suscetivel ao estresse
oxidativo devido a grande quantidade de &acidos graxos insaturados em sua
membrana celular (BEYGI et al., 2021). O aumento de EROs combinado com a

reducdo das defesas antioxidantes levam a uma reducado na motilidade, danos no
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DNA, perda da integridade de membrana, peroxidagéo lipidica e apoptose nas
células espermaticas (ALAHMAR, 2017; BEYGI et al., 2021).

A quercetina tem potencial no combate a obesidade, diminui os adipdcitos e
previne a formagao de novos adipdcitos, pela diminuicdo da adipogénese e pelo
aumento da apoptose (AGUIRRE et al., 2011). Em ratos com diabete induzida, a
quercetina diminui a inflamacao e o estresse oxidativo nos testiculos, aumentando a
expressao génica e a atividade de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) nos espermatozoides, enquanto os niveis de produtos
de peroxidagao lipidica e NF-kB foram diminuidos (YELUMALAI et al., 2019).

Devido as suas diferentes atividades bioldgicas, lipolitica, antioxidante e
anti- inflamatéria, a quercetina pode ser um candidato para a protecéao testicular dos
efeitos deletérios da HFD. O objetivo do primeiro capitulo foi revisar a influéncia da
obesidade e da dieta nos parametros reprodutivos de machos, bem como o
potencial da quercetina como suplemento para reduzir obesidade, estresse
oxidativo e proteger a fertilidade masculina. J4 o objetivo do segundo capitulo foi
avaliar a suplementacao de quercetina em doses de 10 e 20 mg/dia em parametros
reprodutivos e de estresse oxidativo testicular de modelos de ratos submetidos a

dieta rica em gordura animal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Obesidade e sindrome metabdlica

A obesidade, definida como uma condigdo com elevado indice de massa
corporal (IMC) > 30kg/m?, tem aumentado nos Ultimos anos, aproximando-se a uma
pandemia, afetando mais de 650 milhdes de adultos com mais de 18 anos em todo
o mundo (ESTIVALETI et al., 2022). No Brasil, a prevalénica da obesidade em
adultos é de 25,9%, com maior prevaléncia entre individuos de niveis de
escolaridade e socioeconémicos mais baixos (ESTIVALETI et al., 2022).

A obesidade é considerada um estagio pro-inflamatério com produgéo de
adipocinas e citocinas por adipécitos que resultam em um aumento na inflamacgao
sistémica (TSATSANIS et al., 2015). Além disso, a obesidade acarreta em
desenvolvimento do estresse oxidativo e estd associada com diabetes, doengas
cardiovasculares, hipertensao, cancer, risco aumentado de mortalidade e também
infertilidade (HAMMOUD et al., 2008a; KAHN; BRANNIGAN, 2017).

Ha um consenso que a pessoa com sindrome metabdlica apresenta trés ou
mais dos seguintes fatores de risco: hipertensdo, alta glicemia, circunferéncia
abdominal elevada, aumento de ftriglicerideos no sangue e reduzidos niveos de
lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) séricos (ALKHULAIFI; DARKOH, 2022).

De acordo com dados de 2009-2012, mais de 100 milhdes de adultos nos
Estados Unidos da América tiveram niveis de colesterol iguais ou maiores que 200
mg/dL e mais de 31 milhdes tiveram niveis iguais ou maiores que 240 mg/dL
(KOPIN; LOWENSTEIN, 2017). A hiperlipidemia envolve a alteragdo na
concentracdo de colesterol sérico, incluindo a lipoproteina de baixa densidade
(LDLc) e aHDLc (KARR, 2017).

A dislipidemia é o maior fator de risco de doenca cardiovascular
aterosclerdtica (KOPIN; LOWENSTEIN, 2017). Estudos observacionais tém
demonstrado uma forte e gradual relagdo entre os niveis maiores de LDL-c e/ou
triglicerideos e/ou menores niveis de colesterol total e/ou HDL-c com o aumento do
risco para doengas cardiacas coronarianas ateroscleréticas (SAHEBKAR, 2017). A
LDLc e a HDLc regulam a concentragao de colesterol sanguineo, pois a LDLc
provoca 0 acumulo de placas de ateroma nas artérias, associado ao risco de

doenca cardiovascular aterosclerética, como infarto do miocardio e derrame;
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enquanto a HDLc remove o colesterol do sangue e se sua concentragdo estiver
acima de 60 mg/dL diminui o risco de doenga cardiovascular (KARR, 2017).
Segundo dados epidemiolégicos, a dislipidemia deve também contribuir com o risco
de acidente vascular cerebral isquémico (NICHOLLS; LUNDMAN, 2004).

A hiperlipidemia e o estresse oxidativo sdo os maiores fatores de risco para
a aterosclerose e, juntos, podem levar ao desenvolvimento de doengas cardiacas
(FIDELE et al., 2017). Individuos com hiperlipidemia tém duas vezes mais risco de
desenvolver doencgas cardiovasculares que aqueles com niveis fisiolégicos de
colesterol sanguineo (MOZAFFARIAN et al., 2015). Varios fatores ambientais estao
associados com o risco aumentado de hiperlipidemia, como uma dieta rica em
gorduras saturadas ou trans, sedentarismo, o fumo e a obesidade (MOZAFFARIAN
et al., 2015).

A dieta tem um importante papel na prevengdo de sindrome metabdlica,
quanto mais saudavel for a alimentacdo, menor o risco de desenvolvimento de
obesidade, de dislipidemia, de doencas cardiovasculares e de diabetes
(ALKHULAIFI; DARKOH, 2022). E um desafio descobrir quais elementos da dieta
aumentam os riscos de desenvolvimento de sindrome metabdlica (ALKHULAIFI;
DARKOH, 2022). Porém, sabe-se que uma dieta rica em gordura, muito frequente
na sociedade atual, pode induzir doengas metabdlicas por agir na fungéo
mitocondrial e induzir ao estresse oxidativo (MIGLIACCIO et al., 2019).

Dietas hiperlipidicas (HFD)

O consumo de dietas ricas em gorduras e carboidratos, comumente
chamadas de “fast food” ou “dietas ocidentais”, sdo cada vez mais frequentes na
sociedade atual, porém predispde a obesidade e as suas complicagdes (BAYLIAK
et al., 2022). Foi demonstrado que o alto teor de gordura e de agucar na dieta pode
também levar a modificagdo da microbiota intestinal tanto em humanos (WU et al.,
2011) quanto em animais (ZHANG et al., 2012), causando disturbios metabdlicos
como obesidade, diabetes, cancer, doenca inflamatdria intestinal e redugcao da
fertilidade (DING et al., 2020; TANOUE et al., 2019).

O figado € o principal érgdo em mamiferos que lida com componentes

alimentares absorvidos pelo organismo através do intestino e entregue pela veia
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porta. Como resultado, o figado & particularmente sensivel ao tipo de alimento
consumido e tornando-se gorduroso (esteatose hepatica) com a HFD, além de
sofrer com as consequéncias associadas, como o estresse oxidativo (EL-KADER,
2015; RECENA AYDOS et al., 2019).

As dietas com excessiva quantidade de frutose e gorduras também levam a
uma maior ativagdo do ciclo de Krebs no organismo que, consequentemente,
aumenta o consumo de oxigénio, levando a uma excessiva produgao de EROs
como subprodutos do metabolismo oxidativo e ao desenvolvimento do estresse
oxidativo (BAYLIAK et al., 2022; GARCIA-BERUMEN et al., 2019).

Devido ao aumento de EROs provocado pelas dietas ricas em gordura,
ocorre disfungdo mitocondrial, gerando alteragdes metabdlicas que podem levar ao
desenvolvimento de distarbios em varios o&rgaos, incluindo os testiculos
(MIGLIACCIO et al., 2019). Por isso que as drogas e produtos naturais com
atividade anticolesterémica também possuem atividade antioxidante (FIDELE et al.,
2017).

As EROs induzem o estresse oxidativo quando excedem a capacidade de
eliminacdo pelo corpo ou quando ha a diminuigdo das enzimas relacionadas ao
estresse oxidativo, superdxido desmutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
sintetase (GSS) e glutationa S-transferase (GST) (MOORE, 2008).

A HFD e a obesidade s&o conhecidas por causar estresse oxidativo em
varios tecidos e também nos testiculos de roedores e humanos (BAKOS et al.,
2011; BAYLIAK et al., 2022; HAO et al., 2022; ZHAO et al., 2014). A HFD pode
afetar a reproducdo masculina pelo aumento do estresse oxidativo, pela alteragao
nos acidos graxos na membrana espermatica ou ainda pela alteragdo da microbiota
intestinal (DING et al., 2020; ESMAEILI et al., 2015; MIGLIACCIO et al., 2019).

Obesidade e dieta hiperlipica x reprodug¢ao masculina

O aumento da obesidade no mundo tem sido paralelamente associado ao
aumento da infertilidade e a pobre qualidade espermatica (KATIB, 2015; SWAN;
ELKIN; FENSTER, 2000). A comunidade cientifica busca evidéncias relacionando a
obesidade com as alteragbes na espermatogénese (DESHPANDE et al., 2019;
FUNES et al., 2019; PUSHPENDRA; JAIN, 2015). Sabe-se que a obesidade causa
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reducao na concentragdo espermatica (HAMMOUD et al., 2008a) e maior risco de
oligozoospermia (CRAIG et al., 2017, HAMMOUD et al., 2008b). Em estudo
avaliando 27 casais com problemas de fertilidade, a incidéncia de obesidade foi trés
vezes maior no grupo em que a causa da infertilidade eram os homens com
motilidade e concentragao espermaticas anormais (MAGNUSDOTTIR et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais a obesidade pode afetar a espermatogénese
sao multifatoriais e incluem aumento do calor testicular, perturbacbées hormonais
como hiperestrogenismo e hipogonadismo hipogonatréfico, diabetes mellitus,
disfungdo sexual, perturbagdes na epigenética espermatica, aumento do estresse
oxidativo pelo aumento das EROs (CRAIG et al., 2017; KAHN; BRANNIGAN, 2017),
alteracdo na funcido da célula de Sertoli e, eventualmente, a saude reprodutiva
masculina (CRISOSTOMO et al., 2018).

Aproximadamente 79% dos homens que relatam sofrer de disfuncao erétil
sdo obesos (FELDMAN et al., 2000). A relagao entre obesidade e disfungéo erétil &
multifatorial, mas sofre a influéncia da diminuicdo dos niveis de testosterona e da
elevagdo dos mediadores inflamatérios, como fator de necrose tumoral alfa (TNFa)
e interleucina 6 (IL6) (ARANA ROSAINZ et al., 2011; CRAIG et al., 2017).

Embora a suplementagao de carboidratos e proteinas na dieta ndo afetem
de forma significativa a reprodugdo masculina (ESLAMIAN et al., 2012), estudos
demonstraram que a dieta rica em gorduras trans e acidos graxos saturados afetam
negativamente na qualidade do sémen de homens e animais (ALIZADEH et al.,
2014; CHAVARRO et al., 2014; COLLODEL et al., 2020; ESLAMIAN et al., 2016).
Os niveis de lipideos no soro afetam os parametros espermaticos, demonstrando a
importancia da homeostase lipidica e do colesterol para a fecundidade masculina
(FUNES et al, 2021). Os defeitos espermatogénicos sado preventivamente
reduzidos com a redugdo de gordura na dieta e suplementagdo com 6leo de oliva
(SIMON et al., 2017, 2018).

Sabe-se que os animais alimentados com HFD tém especificas mudancas
na espermatogénese, como reduzidos movimento progressivo e motilidade
(GHANAYEM et al., 2010), baixa concentragcdo espermatica, morfologia
espermatica anormal (FUNES et al., 2019), aumento das EROs e de dano ao DNA
espermatico (BAKOS et al., 2011). Além disso, a HFD também induz a alteragdes
na microbiota intestinal e aumento de endotoxinas sanguineas, como

consequéncia, ha diminuigdo da qualidade do sémen e da motilidade, com aumento
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das anormalidades espermaticas, inflamacgao do epididimo e reduzida expressao de
genes envolvidos na meiose e na fungao da mitocdndria em testiculos (DING et al.,
2020).

O processo de espermatogénese consiste em uma sequéncia de fases
(mitotica e meidtica) e diferenciacdo (espermiogénese), as goticulas lipidicas
aumentam nas células espermaticas (OSUGA et al., 2000) e ocorrem alteragdes
lipidicas nas membranas das células de Sertoli ao longo da espermatogénese (SHI
et al., 2017). Os acidos graxos acumulam-se nessas células espermaticas por
difusdo passiva através da bicamada lipidica e/ou por transporte facilitado pela
glicoproteina CD36, que é amplamente expressa em células de Sertoli (RATO et
al., 2014). Além disso, os lipidios da membrana das células germinativas s&o
compostos principalmente de colesterol, fosfolipidios e glicolipidios, que
desempenham papéis criticos na adesao celular e sinalizagdo durante a
espermatogénese (COLLODEL et al., 2020). Isso demonstra uma intima
associagao entre alteragdes no metabolismo lipidico e fertilidade (COLLODEL et al.,
2020).

A obesidade interfere também no ultimo estagio da espermatogénese
(espermiogénese) (MA et al., 2019; RUFUS; JAMES; MICHAEL, 2018; VERON et
al., 2018). As alteragdes no processo de espermiogénese levam a significativos
defeitos de cabega nos espermatozoides de mamiferos (FUNES et al., 2019). O
estresse oxidativo e a inflamacado tem um papel no acumulo de colesterol nos
testiculos que levam a uma desorganizacdo do citoesqueleto durante a
espermiogénese (FUNES et al., 2019). As mas-formagbdes de cabeca tém sido
descritas em coelhos e roedores alimentados com HFD (FAN et al, 2015;
PUSHPENDRA; JAIN, 2015; SAEZ LANCELLOTTI et al., 2010; SIMON et al.,
2017).

Como consequéncia das alteragbes na morfologia espermatica, ao estresse
oxidativo e também a inflamacdo, os ratos (FERNANDEZ et al., 2011) e
camundongos (GHANAYEM et al., 2010) alimentados com HFD, e também os
homens obesos (HAMMOUD et al., 2008b) apresentam redugdo na motilidade
espermatica, com diminuicdo da porcentagem de espermatozoides com movimento
progressivo.

Mesmo sem doenga organica na unidade hipdfise-hipotalamo, ha uma

prevaléncia de hipogonadismo secundario em homens obesos (HOFSTRA et al.,



22

2008; MAMMI et al., 2012). Os homens obesos tém reduzida concentragdo de
testosterona plasmatica (HOFSTRA et al., 2008) e a espermatogénese é fortemente
correlacionada com a produgéo de androgenos (ZHAO et al., 2014). As alteragbes
na concentragao sérica de testosterona livre dependem do IMC, homens com
moderada obesidade (IMC de 30 a 35) tem niveis fisiologicos de pulsatilidade de LH
e testosterona livre, enquanto homens com obesidade severa (IMC = 40) tem
diminuicao dos niveis de LH, da amplitude de LH e da testosterona livre (GIAGULLI,
KAUFMAN; VERMEULEN, 1994). A inibicao do eixo hipotalamico-hipo6fise-gonadal
se da por retroalimentacdo negativa causada pela elevagédo do estradiol, que por
sua vez, esta aumetado devido a aromatizacdo da testosterona nos tecidos
adiposos periféricos, o tecido adiposo produz proteinas ativas hormonalmente no
metabolismo e saciedade (KLEY et al., 1980; TSATSANIS et al., 2015).

Os modelos animais tém sido usados com frequéncia para entender os
problemas de infertiidade humana e desenvolver estratégias de tratamento
(ZELENA, 2015). Alteragdes reprodutivas em murinos alimentados com dieta rica
em lipidios também foram evidenciadas, como danos nas células de Leydig, com
aumento de apoptose, diminuicdo na concentragdo de espermatozoides
epididimarios (ZHAO et al., 2014), aumento das EROs intracelulares com maior
dano no DNA do esperma (BAKOS et al., 2011) e menores taxas de fertilizagao
(BAKOS et al.,, 2011). Durante o estresse oxidativo, as EROs levam a uma
sobrecarga das defesas antioxidativas da célula levando a dano e morte celular em
qgue os espermatozoides sao particularmente vulneraveis (MAHFOUZ et al., 2010).

Os ratos alimentados com HFD apresentaram aumento nos niveis de
estradiol, além de reducdo na qualidade espermatica e na porcentagem de
espermatozoides com movimento progressivo (FERNANDEZ et al., 2011). Este
parametro de motilidade alterado foi seguido por uma tendéncia de redugdo do
potencial de fertilidade apds a inseminacgéao artificial no utero (FERNANDEZ et al.,
2011).

O numero de espermatozoides ligados a cada odcito foi significativamente
menor em animais com HFD, resultando em taxas de fertilizagdo significativamente
mais baixas. Essas alteracbes podem ser resultado da peroxidacéo lipidica dos
espermatozoides, evidenciando que a obesidade pode induzir ao estresse oxidativo
e danos no DNA do esperma, bem como diminuicdo da capacidade de fertilizacao
(BAKOS et al., 2011).
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Zhao et al. (2014) demonstraram uma diminuicdo de testosterona
plasmatica e aumento de leptina em camundongos alimentados com HFD. A leptina
€ um hormonio plasmatico secretado por adipécitos que regula a ingestao alimentar,
0 gasto energético e o peso. A leptina é inversamente proporcional a testosterona, a
leptina inibe a expresséo de varios genes de enzimas esteroidogénicas (SF-1, StAR
e P450scc), podendo inibir a produgédo de testosterona testicular, pois o gene do
receptor de leptina (Ob-R) € expresso no testiculo (TENA-SEMPERE et al., 2001).
Ha a alteracdo na expressdo de diversos genes importantes a reprodugdo em
camundongos alimentados com dieta rica em lipidios, demostrando que a
expressao desses genes € igualmente impactada pela dieta (GHANAYEM et al.,
2010).

Ha uma limitagdo no uso de drogas hipolipemiantes no quesito seguranga,
os principais agentes utilizados (estatinas e fibratos) podem causar efeitos adversos
como miopatia e hepatotoxidade (GOLOMB; EVANS, 2008; SCHWEITZER et al.,
2020; VRABLIK et al., 2014). Por isso, a importancia da busca por novos agentes
hipolipemiantes (como agentes dietéticos naturais) que possam ser utilizados em

individuos que néo toleram altas doses nesses medicamentos.

Quercetina

Uma das maiores fontes de flavonoides da dieta é a quercetina (HOOPER
et al., 2008), que esta presente em frutas, vegetais, vinhos e chas (DENIS et al.,
2013; SAHEBKAR, 2017). A quercetina € um antioxidante que age inibindo a
peroxidacao lipidica, eliminando radicais livres e quelando cations bivalentes que
tem funcdo primordial na formagédo de radicais livres (AHERNE; O'BRIEN, 2000;
JAHAN et al., 2016; KOBORI, 2014). A quercetina exibe uma variedade de
atividades bioldgicas, incluindo atividade antiviral, antibacteriana, anti-inflamatéria,
anticancerigena (AHERNE; O’'BRIEN, 2000).

A quercetina € um flavonoide com potencial no combate a obesidade,
devido aos seus efeitos na lipdlise, similares aos da epinefrina e também diminui os
adipdcitos, pela diminuicdo da adipogénese e aumento da apoptose (AGUIRRE et
al., 2011). Presente em frutas e vegetais, como macas, frutas vermelhas, cebolas,

alcaparras, couve e brocolis, € um polifenol comum da alimentagcdo humana
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(USDA, 2015), sua ingestdo é de aproximadamente 10 mg/dia (KAWABATA;
MUKAI; ISHISAKA, 2015).

A quercetina acelera o metabolismo ajudando a reduzir o numero de células
de gordura e prevenindo a formagao de novas células. Também aumenta os niveis
de adiponectina, um horménio fundamental que estimula o metabolismo do agucar
no sangue e a atividade da enzima AMPK, encarregada de promover a queima de
gordura de forma saudavel (WEISBERG et al., 2003).

A quercetina também tem propriedade antioxidante, pois age inibindo a
peroxidacao lipidica, eliminando radicais livres e quelando cations bivalentes que
tem funcdo primordial na formagédo de radicais livres (AHERNE; O'BRIEN, 2000;
JAHAN et al., 2016; KOBORI, 2014). A quercetina em algumas condigdes
patologicas tem o efeito de aumentar a atividade das enzimas antioxidantes (LIU et
al., 2014; YANG et al., 2014). Foi demonstrado que a quercetina inibe de forma
potente a sulfatacdo hepatica (inibicdo ndo competitiva) e duodenal do Resveratrol,
aumentando sua biodisponibilidade no organismo (DE SANTI et al., 2000).

Devido ao potencial antioxidante da quercetina, possui também efeitos
benéficos em doencas cardiovasculares, cancer, infecgdes, processos
inflamatorios, funcdo do trato gastrointestinal, diabetes e desordens do sistema
nervoso (COSTA et al., 2016), apresentando uma variedade de atividades
biolégicas, incluindo atividade antiviral, antibacteriana, anti-inflamatéria,
anticancerigena (AHERNE; O’'BRIEN, 2000).

A suplementacdo com quercetina pode aumentar significativamente a
concentragdo, pois sua meia vida € de 11 a 28 horas (COSTA et al., 2016). A sua
suplementacdo em camundongos levou a uma redugdo dos marcadores de
inflamacéo, interferon gama (IFNy), TNFa, IL1 e IL4, depois de oito semanas de
tratamento (STEWART et al., 2008). Além disso, a suplementagdo com quercetina
em ratos Wistar suprimiu a expressdo de marcadores inflamatérios e de estresse
oxidativo, incluindo fator nuclear kappa B (NF-kB), o nuclear eritride 2 relacionado
ao fator 2 (Nrf-2) e heme oxigenase (PANCHAL; POUDYAL; BROWN, 2012). Em
outro estudo, a quercetina foi testada em duas doses (2 ou 10 mg/kg de peso
corporal) em ratos Zucker obesos (um modelo genético de rato obeso), ambas as
doses diminuiram a dislipidemia, a hipertensdo e a hiperinsulenemia, porém so a
maior dose melhorou o status do tecido adiposo visceral pela supressao da

expressdao do TNFa e aprimorou os niveis de adiponectina, o que indica
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recuperacao das fungdes do tecido adiposo (RIVERA et al., 2008).

A quercetina é distribuida para varios tecidos, particularmente pulmao, rim,
colon, figado e testiculo, com niveis mais baixos no cérebro (DE BOER et al.,
2005). A diferenca entre a concentragao de quercetina nos testiculos e no cérebro é
intrigante, ambos tém barreiras especificas, mas o testiculo esta entre os 6rgdos

com maiores niveis de quercetina (DE BOER et al., 2005).

Quercetina e reprodug¢ao masculina

A quercetina protege contra o estresse oxidativo induzido por uma
variedade de substadncias quimicas toxicas para o sistema reprodutor masculino,
como atrazina (ABARIKWU; PANT; FAROMBI, 2013), cadmio (FAROMBI et al.,
2012a), docetaxel (ALTINTAS et al., 2015), bifenil policlorado (LOVATO et al.,
2016), sulfassalazina (OSAWE; FAROMBI, 2018), bisfenol A (SAMOVA; DOCTOR,;
VERMA, 2018), 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), um composto utilizado
em agrotoxicos (CIFTCI et al.,, 2012), por sulfasalazina, um antiinflamatorio que
causa estresse oxidativo como efeito colateral (OSAWE; FAROMBI, 2018) e
antineoplasico letrozole (SELIM; ALEISA; DAGHESTANI, 2013) em ratos como
modelo experimental.

O tratamento com quercetina (100 mg/Kg) na agua dos animais foi capaz
de prevenir a deposigdo de arsénico ingerido nos testiculos de ratos e impedir o
dano no DNA dos espermatozoides provocado pelo arsénico, aumentando a
producao diaria de espermatozoides (JAHAN et al., 2016), também foi efetiva na
prevencao do dano testicular, do estresse oxidativo e da reducao de testosterona
provocados pelo arsénico e aumentou as enzimas antioxidativas (JAHAN et al.,
2015).

Tem sido demonstrado que a quercetina aumenta a quantidade e a
motilidade de espermatozoides, estimula 6rgaos reprodutivos e aumento a
sobrevida de espermatozoides criopreservados (AL-ROUJAYEE, 2017,
ARDESHIRNIA; ZANDI; SANJABI, 2017; MORETTI et al., 2012; SEIFI-JAMADI et
al., 2016; SILVA et al., 2018; TAEPONGSORAT et al, 2008; YOSHIMOTO;
TAKEO; NAKAGATA, 2017).

Entretanto, tem sido reportado também que a quercetina tem efeito
negativo no numero de filhotes da ninhada de camundongos (BEAZLEY;
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NURMINSKAYA, 2016).

Em ratos com diabete induzida, que receberam quercetina oralmente nas
doses de 25 e 50 mg/Kg, houve um aumento da concentragdo, motilidade e
viabilidade dos espermatozoides e preservacdo da membrana espermatica, além
disso, a morfologia espermatica anormal foi diminuida (YELUMALAI et al., 2019).
As caudas enroladas nos ratos diabéticos sugerem que a diabete causou danos na
integridade de membrana espermatica que foram reduzidos pela quercetina
(YELUMALAI et al., 2019).

Além disso, a quercetina ainda mostrou-se eficaz em reduzir o estresse
oxidativo (KANTER; AKTAS; ERBOGA, 2012) e a inflamag&o nos testiculos de
ratos com diabete induzida, pois a quercetina aumentou a expressao génica e a
atividade de SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPx) nos espermatozoides,
enquanto os niveis de produtos de peroxidacao lipidica, NF-kB foram diminuidos
(YELUMALAI et al., 2019). Os espermatozoides de diabéticos sédo altamente
suscetiveis ao dano causado pelas EROS, ja que a membrana do espermatozoide
contem altas quantidades de acidos graxos poli-insaturados (LA VIGNERA et al,,
2012; RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). Adicionalmente, a alta
concentragdo de produtos glicoliticos pode interagir com lipideos e proteinas
especificas de membrana, que podem aumentar a produgdo de EROS (AITKEN;
DE IULIIS; MCLACHLAN, 2009; DELFINO et al., 2007).

O estresse oxidativo tem um papel central na infertilidade masculina
(AGARWAL; MAKKER; SHARMA, 2008). Reducdo na espermatogénese pode ser
devido ao acumulo de EROS que causam danos na integridade do epitélio
seminifero e nos constituintes da camada germinativa, resultando em baixa
contagem espermatica (JAHAN et al., 2015). O estresse oxidativo danifica a
flexibilidade da membrana plasmatica e também afeta o DNA nuclear dos
espermatozoides (FAROMBI et al., 2012b).

A quercetina adicionada in vitro no meio de cultivo dos espermatozoides de
ratos tem um papel na prevencao dos efeitos adversos produzidos por peréxido de
hidrogénio e aumenta as defesas antioxidantes, aumentando a atividade das
enzimas oxidantes e diminuindo a peroxidagao lipidica (BEN ABDALLAH; ZRIBI,
AMMAR- KESKES, 2011). Além disso, melhorou a viabilidade e a motilidade
espermaticas (BEN ABDALLAH; ZRIBI; AMMAR-KESKES, 2011).

Quando a quercetina foi adicionada no meio de criopreservacao do
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espermatozoide humanos melhorou a motilidade espermatica, a viabilidade e
diminuiu o dano no DNA (ZRIBI et al., 2012). Também se mostrou efetiva em inibir
dano oxidativo na criopreservacdo de espermatozoides de outras espécies, como
carneiro (TAYLOR et al., 2009), cavalos (GIBB et al., 2013) e coelhos (JOHINKE;
DE GRAAF; BATHGATE, 2014).
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

A quercetina é um flavonoide com agao antioxidante e anti-inflamatéria que
pode ser considerada como opg¢ao de suplemento para prevenir danos celulares por
estresse oxidativo decorrente da ingestdo de HFD. E importante a avaliacdo do
quao prejudicial € a HFD para os testiculos e espermatogénese e se a
suplementacdo de doses diferentes de quercetina pode prevenir os efeitos
deletérios dessa dieta. Por isso, o capitulo Il € um experimento pré-clinico em ratos
para avaliar os efeitos da HFD e da suplementac&o de quercetina.
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RESUMO

A dieta hiperlipidica por dois meses em ratos provoca o surgimento de esteatose hepatica e
predispde os animais a intolerancia a glicose, dislipidemia e ao estresse oxidativo. Sabe-se
que uma dieta rica em gordura animal também afeta a fertilidade, causando estresse
oxidativo testicular e prejudicando a produgdo espermatica desses animais. A quercetina é
um flavonoide que tem agéo antioxidante, anti-inflamtéria e lipolitica, sendo um potencial
suplemento no combate a esteatose hepatica e seus efetios deletérios para a reproducio. O
objetivo desse estudo experimental foi avaliar a suplementagdo de quercetina em
doses de 10 mg e 20 mg por dia em parametros reprodutivos e de estresse oxidativo
testicular em modelos de ratos com esteatose hepatica provocada pela dieta rica em
gordura animal. Os animais receberam, racdo comercial (dieta padrédo) com ou sem
a banha de porco (dieta hiperlipidica - HF) e apos 2 meses, receberam também uma
suplementagao diaria de 0, 10 ou 20 mg de quercetina por mais dois meses. A HF
diminui o consumo de ragao e o peso dos animais, diminuiu o peso de epididimos e ductos,
independente da presencga de quercetina. Nao houve alteragao no peso dos testiculos, nem
no epitélio germinativo, nem na motilidade e morfologia espermaticos, nem na expresséao de
genes inflamatérios testiculares (P>0,05). Embora a expressdo génica de Sod2 nos
testiculos tenha sido maior no grupo HF sem quercetina, houve redugdo do indice de
estresse oxidativo e de glutationa oxidada nos ratos que receberam dieta HF e 20 mg de
quercetina, comparado ao grupo HF sem quercetina. Conclui-se que a suplementagao de 20
mg de quercetina diaria reduz o estressse oxidativo testicular em ratos com esteatose

hepatica provocada por dieta hiperlipidica.

Palavras-Chave: antioxidantes, catalase, espermatozoides, glutationa, MDA, TBARSs
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1. INTRODUGCAO

O estilo de vida sedentario e o excesso de consumo de dietas ricas
energeticamente contribuem para o desenvolvimento de obesidade e suas
desordens associadas, como a resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensao,
doencgas cardiovasculares e esteatose hepatica (1). A esteatose hepatica néo
alcoolica é o acumulo de gordura no figado sem o excessivo consumo de alcool,
ocorre quando a sintese de acidos graxos no figado excede a sua oxidagao (2).
Como a obesidade tem aumentado em todo o mundo, se aproximando a uma
pandemia (3), a prevaléncia de esteatose hepatica também tem aumentado, sendo
de 30 a 40% dos adultos nos paises desenvolvidos (4).

Estudos em ratos tém demonstrado que a esteatose hepatica provocada pela
dieta hiperlipidica causa reducao na testosterona, redu¢cédo no peso do testiculo, no
peso do epididimo e na contagem de espermatozoides e aumento na apoptose das
células germinativas (4,5). Sabe-se que os animais alimentados com dieta rica em
gordura tém especificas mudangas na espermatogénese, como baixa concentragéo
espermatica, morfologia espermatica anormal (6) e reduzidos movimento
progressivo e motilidade (7). Além disso, a dieta rica em gorduras trans e acidos
graxos saturados afetam negativamente na qualidade do sémen (8).

A quercetina tem potencial no combate a obesidade, diminui os adipdcitos e
previne a formagédo de novos adipdcitos, pela diminuigdo da adipogénese e pelo
aumento da apoptose (9). Em ratos com diabete induzida, a quercetina diminui a
inflamacéao e o estresse oxidativo nos testiculos, aumentando a expressao génica e
a atividade de superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) nos espermatozoides, enquanto os niveis de produtos de peroxidagédo lipidica
e fator nuclear kappa B (NF-kB) foram diminuidos (10).

Devido as suas diferentes atividades biolégicas, lipolitica, antioxidante e anti-
inflamatdria, a quercetina pode ser um candidato para a protecao testicular dos
efeitos deletérios da dieta hiperlipidica e esteatose hepatica. Por isso, o objetivo
desse estudo experimental foi avaliar a suplementacdo de quercetina em doses de
10 mg/dia e 20 mg/dia em parametros reprodutivos e de estresse oxidativo testicular
modelos de ratos com esteatose hepatica provocada pela dieta rica em gordura

animal.
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2. MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos experimentais que foram utilizados estavam em
conformidade com os principios de cuidados com animais de laboratério formulado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdao Animal (COBEA) e de acordo com o
Guide for the Carean Use of Laboratory Animals publicado pelo National Research
Council. Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente
(SP), numero de protocolo 6151.

2.1. Animais e delineamento experimental

No presente estudo foram utilizados 24 Rattus novergicus da linhagem
Wistar, machos, com peso de 256,03 + 3,70 g. Estes animais foram divididos em 4
grupos experimentais (n=6) e mantidos em 2 ratos/gaiola com temperatura ambiente
na faixa de 22 + 1 °C e ciclo claro/escuro de 12 horas, durante todo o experimento.
Os grupos foram divididos em: CT (animais controle que receberam a racgéo
balanceada comercial, agua ad libitum e receberam goma sem quercetina); HF
(animais com dieta hiperlipidica e agua ad libitum e receberam goma sem
quercetina); HFQ10 (animais com dieta hiperlipidica e agua ad libitum e receberam
suplementacdo com 10 mg/dia de goma de quercetina); HFQ20 (animais que
receberam racgao hiperlipidica e agua ad libitum e receberam suplementagdo com 20
mg/dia de goma quercetina). O experimento teve duragdo de 4 meses, a goma
comecgou a ser suplementada para os animais apds a oitava semana e foi até o final
do experimento (Figura 1).

A racao balanceada comercial (Supralab® produzido por Alisul, Rio Grande
do Sul, Brasil), foi utilizada como dieta controle normolipidica e atende todas
exigéncias nutricionais desses animais, sua composic¢ao foi de (niveis de garantia/Kg
de ragao): 22,0% de proteina bruta; 2,5% de extrato etéreo; 6,0% de matéria fibrosa;
10% de matéria mineral; 1,2% de calcio; 0,7% de fosforo; 3.000 mg de metionina;
7.000 Ul de vitamina A; 50 mg de vitamina C; 2.000 Ul de vitamina D3; 15 Ul de
vitamina E; 1,0 mg de vitamina K3; 2,0 mg de vitamina B1; 6,0 mg de vitamina B2;

3,0 mg de vitamina B6; 9,0 mg de vitamina B12; 1,0 mg de acido folico; 12,0 mg de
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acido pantoténico; 0,5 mg de biotina; 500,0 mg de colina; 20,0 mg de niacina; 9,0
mg de cobre; 40,0 mg de ferro; 0,7 mg de iodo; 90,0 mg de manganés; 0,4 mg de
selénio; 50,0 mg de zinco.

A dieta hiperlipidica era composta por 50% de ragdo balanceada comercial
modificada com adigdo de gordura de origem animal (banha suina Sadia®), para se
atingir a concentragao de 30% (g/g) de lipidios e 20% (g/g) de frutose (11-13). A
banha suina aquecida e a frutose foram adicionadas a ragao comercial que foi
repeletizada para alimentar os animais.

A goma que foi administrada aos ratos era composta por 3,4 g de agar, 7,5 g
de gelatina de morango e 100 mL de agua. Os ingredientes eram misturados
previamente, depois aquecidos e acondicionados em formas que assumiam o
formato de pequenas gomas. As doses de 10 e 20 mg de quercetina purificada eram
adicionadas nas gomas, durante o resfriamento. As gomas eram sempre oferecidas
no mesmo horario, no periodo da manha.

O consumo da ragao pelos ratos Wistar de todos os grupos experimentais
foram determinados diariamente durante todo o experimento. Para isto, a ragao foi
pesada antes de ser colocada no comedouro dos ratos e, apds 24 horas, foi pesado
a sobra da ragdo no comedouro. Subtraindo-se o segundo peso do primeiro peso,
foram o consumo médio diario de ragdo de cada grupo experimental de ratos Wistar,
que foram divididos pelo numero de ratos de cada grupo experimental, e assim, foi
determinado o consumo diario médio de ragao por rato de cada grupo experimental.

Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados e mortos por
exsanguinagdo. O peso dos testiculos, epididimos e ductos deferentes foram
verificados. Os testiculos direitos foram removidos e fixados em Methacarn, para
confecgao das laminas histoldgicas e os testiculos esquerdos foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e depois armazenados em freezer a -80°C. Os
espermatozoides foram obtidos no momento da eutanasia dos ductos deferentes

para analise da motilidade e morfologia espermatica.
2.2. Motilidade espermatica
Os espermatozoides foram liberados do ducto deferente esquerdo logo apés

a morte dos animais com ajuda de uma seringa, no meio PBS a 34°C. Esta solugéo

espermatica foi utilizada para a analise da motilidade dos espermatozoides feita em
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camara de Neubauer, por estimativa visual (100 espermatozoides por animal) em
microscopio de luz (Leica DMLS) em aumento de 400X. Os espermatozoides foram
classificados como: médveis com trajetéria progressiva; moveis sem progressao e

imoveis.

2.3. Morfologia espermatica

Para a andlise da morfologia espermatica, os espermatozoides foram
liberados com ajuda de uma seringa e fixados em formol-salina a 10% e
refrigerados. Foram realizados esfregagcos com os espermatozoides em laminas
histolégicas, que foram observados em microscépio (aumento de 400X) (14). Foram
analisados 200 espermatozoides por animal e as anormalidades morfologicas
encontradas classificadas em duas categorias: a) anormalidades da cabega (sem
curvatura caracteristica, em forma de alfinete, sem curvatura ou isolada); e b)

anormalidades da cauda (enrolada, quebrada, dobrada e isolada) (15).

2.4. Morfometria testicular

Os testiculos foram inclusos em Paraplast e realizados cortes de 3um de
espessura e as laminas foram confeccionadas utilizando micrétomo. Entdo as
laminas foram submetidas a coloragdo de hematoxilina-eosina. As laminas foram
fotografadas por uma camera acoplada ao microscépio Optico em objetiva de 4x. As
ldminas foram ent&do fotografadas e avaliadas utilizando o software MOTIC Image
plus 2.0®.

A area do lumen seminifero, do epitélio germinativo e do tubulo seminifero
foram avaliadas. A média das areas foram verificadas em 10 cortes por animal
contando 10 medidas por corte.

2.5 Expressao génica relativa

Para a analise da RT-gPCR, os testiculos congelados no freezer a -80°C
foram triturados em homogeneizador de tecidos e submetidos ao protocolo de
extragdo do TRIzol® (InvitrogenTM, ThermoFisher Scientific Inc., Carlsbad,

California, EUA). A concentragcdo do RNA total recuperado foi mensurada por


https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdfGywzXfRwTGfXKHucfnXkh-EWQPA:1682619422099&q=Waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMjrOwoPM9hDMB6S9ndin1hhkk2kMpihffl2mZilmTNokEJqEv39uafGaw1JwnhYW7jPqdyEhrVdU7kdNcm0w-UHLXRht_xteEjeHtKlllLzzxjUjN9rpPdqdbpYqRbNGFRP2JXFgkyS31pytWv5ZIJx8Waoq&sa=X&ved=2ahUKEwjh38jn1cr-AhVQu5UCHXDTDJkQmxMoAXoECFIQAw
https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdfGywzXfRwTGfXKHucfnXkh-EWQPA:1682619422099&q=Waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMjrOwoPM9hDMB6S9ndin1hhkk2kMpihffl2mZilmTNokEJqEv39uafGaw1JwnhYW7jPqdyEhrVdU7kdNcm0w-UHLXRht_xteEjeHtKlllLzzxjUjN9rpPdqdbpYqRbNGFRP2JXFgkyS31pytWv5ZIJx8Waoq&sa=X&ved=2ahUKEwjh38jn1cr-AhVQu5UCHXDTDJkQmxMoAXoECFIQAw
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espectrofotometria por NanoDrop™Lite (Fischer Scientific™, ThermoFisher Scientific
Inc., Wilmington, Delaware, EUA). Todas as amostras de RNA total foram tratadas
com DNAse antes de serem submetidas a transcricdo reversa (RT) seguida da
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), conforme as instru¢cées do
protocolo DNAse | Amplification Grade (Invitrogen™ ThermoFisher Scientific, Foster
City, California, EUA).

A RT foi realizada utilizando o protocolo da High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Byosystems™, ThermoFisher Scientific, Vilnius, Lituania),
seguindo protocolo do fabricante com oligonucleotideos iniciadores randémicos.

A gPCR foi realizada no termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems®,
Foster City, California, EUA) para a andlise quantitativa da expressdo génica
relativa. Como controle interno das reagcdes de qPCR foram utilizados 3 genes
referéncia, a fim de normalizar os resultados obtidos para o gene-alvo. Os
oligonucleotideos iniciadores foram obtidos a partir de ensaios FAM-MGB TagMan®
(Applied Biosystems®, Foster City, Califérnia, EUA), ja padronizados conforme
descricdo a seguir, para os gene-alvos: fator de necrose tumoral alfa (Tnfa):
Rn01525859 g1, produto: 92 pb; interleucina 6 (//6): Rn99999011_m1, produto: 90
pb; catalase (Cat): Rn00560930_m1, produto: 107 pb; superdoxido dismutase 2
(Sod2): Rn00690588 g1, produto: 64pb; e glutationa sintetase (Gss):
Rn00564188 m1, produto: 67 pb.

Como controle interno das reagdes de qPCR foram testados 3 genes
referéncia para os seguintes ensaios TagMan®: proteina ribossomal S18 (Rps18):
Rn01428913_gH, Produto: 62 pb; gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Gapddh):
Rn017775763_g1, produto: 174 pb; e hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
1(Hprt1): Rn01527840_m1, produto: 64 pb. O gene referéncia escolhido foi 0 mais
estavel utilizando o programa NormFinder™ Software (https://moma.dk/normfinder-
software, MOMA, Dinamarca).

As reacgdes de PCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a
expressao génica foi determinada pela quantificagdo em relagéo ao gene referéncia.
O calculo das eficiéncias para os genes alvo e controle foi realizado por meio da
curva padrao relativa com diluicbes seriadas. Para quantificacdo relativa das
amplificagdes foi empregado o método de Pfaffl (2001), considerando a média

aritmética do ACt do grupo controle como calibrador de reacéo.


https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdfGywzXfRwTGfXKHucfnXkh-EWQPA:1682619422099&q=Waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMjrOwoPM9hDMB6S9ndin1hhkk2kMpihffl2mZilmTNokEJqEv39uafGaw1JwnhYW7jPqdyEhrVdU7kdNcm0w-UHLXRht_xteEjeHtKlllLzzxjUjN9rpPdqdbpYqRbNGFRP2JXFgkyS31pytWv5ZIJx8Waoq&sa=X&ved=2ahUKEwjh38jn1cr-AhVQu5UCHXDTDJkQmxMoAXoECFIQAw
https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdfGywzXfRwTGfXKHucfnXkh-EWQPA:1682619422099&q=Waltham&si=AMnBZoFk_ppfOKgdccwTD_PVhdkg37dbl-p8zEtOPijkCaIHMjrOwoPM9hDMB6S9ndin1hhkk2kMpihffl2mZilmTNokEJqEv39uafGaw1JwnhYW7jPqdyEhrVdU7kdNcm0w-UHLXRht_xteEjeHtKlllLzzxjUjN9rpPdqdbpYqRbNGFRP2JXFgkyS31pytWv5ZIJx8Waoq&sa=X&ved=2ahUKEwjh38jn1cr-AhVQu5UCHXDTDJkQmxMoAXoECFIQAw
https://moma.dk/normfinder-software
https://moma.dk/normfinder-software
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2.6. Analise do perfil oxidativo

Os testiculos congelados também foram utilizados para a analise do perfil
oxidativo pelos niveis de malondialdeido (MDA) e atividade das enzimas envolvidas
no estresse oxidativo. Para tanto, a concentragdo de substratos reativos de acido
tiobarbiturico (TBARS) foi avaliada para determinar a peroxidagao lipidica dos
testiculos, desde que a decomposi¢ao dos peroxidos lipidicos resulta na formacgao
de TBARS. Os niveis de MDA, um produto intermediario da peroxidagao lipidica,
foram determinados por espectrofotometria pela diferenca entre a absorbancia em
535 e 572 nm (SpectraMax Plux 384, Molecular Devices, USA). Os resultados s&o
expressos em nmol de MDA por miligrama de proteina (17).

A avaliacdo da atividade da SOD foi realizada de acordo com o método
descrito por Senthilkumar et al. (2021). A reagdo consiste em quantificar o complexo
formado entre os anions superoxido pela adicdo de NBT e NH2O0H-HCI com
coloragcdo amarela e a redugcao de NBT, formando uma leitura de cor azul em 560
nm. As amostras foram lidas a cada 15 segundos por 2 minutos.

A atividade enzimatica da CAT foi determinada pela degradagao do peréxido
de hidrogénio em oxigénio e agua. Apds a determinagdo da concentragdo de
proteinas (normalizadas 1,0 mg/ml em PBS), 297 ul de meio de reagéo foi colocado
em microplaca de UVvis e a leitura feita a 240nm por 15 segundos durante 1 minuto
(19). A atividade da Glutationa-S-transferase (GST) foi avaliada por
espectrofotometria com CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno), com base na respectiva
conjugacdo com a glutationa (20). A concentracdo de GSH foi determinada de
acordo com o método proposto por Rahman et al. (2006), com algumas
modificagdes, utilizando acido 5,5'-ditiobis 20-nitrobenzdico no homogenato,
evidenciado pela formagao da cor amarela. Os niveis de GSH foram medidos a 412
nm e os resultados serdo expressos em pmol/mg de proteina. Os niveis de GSSG e
indice de estresse oxidativo (IEO) foram calculados, levando em consideragédo a
estequiometria da reagdo (22). Os valores de GSSH e IEO foram determinados,
respectivamente, pelas equacgdes: GSSG (uM) = (GT — GSH/2); IEO (%) =
(GSSG/GSH) x 100. Os resultados foram expressos em pM/mg protein. A
concentracdo de GT foi determinada utilizando acido 5,5'-ditiobis 20-nitrobenzodico

(DTNB), fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH) e a glutationa
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redutase (GR) sobre a amostra. As concentragdes de GT foram medidas a 412 nm
apods 15 minutos de incubacédo das amostras com o meio de reacéo.

2.6. Analise estatistica

Os dados passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A analise
estatistica utilizada para a maioria dos parametros foi ANOVA seguida do contraste
de Tukey, exceto para os dados de porcentagem de motilidade e morfologia

espermatica que foi kruskal-Wallis seguido de Dunn (P<0,05).

3. RESULTADOS

Os grupos de animais n&o apresentavam diferenga significativa no peso
corporal inicial, mas no final do experimento, os que consumiram a dieta hiperlipidica
tiveram um menor peso corporal (Figura 2). O consumo de ragao hiperlipidica foi
menor (P<0,05) do que da ragdo comercial, os grupos HFQ10 e HFQ20 ainda
tiveram o menor (P<0,05) consumo de ragao que o HF (Figura 2).

O peso dos testiculos, as areas de tubulo e lumen seminiferos e a area de
epitélio seminifero n&o diferiram entre os grupos experimentais (Figura 3). Ja o peso
dos epididimos e dos ductos deferentes reduziram significativamente nos grupos
com dieta hiperlipidica (Figura 3).

N&o houve diferenga entre os grupos experimentais na motilidade (Figura 4),
nem na morfologia espermatica (Tabela 1), p>0,05. Também ndo houve diferenga
significativa entre os grupos na abundancia relativa de RNAm das citocinas
inflamatorias Tnfa e 116, nem das enzimas antioxidantes Gss e Cat nos testiculos dos
animais (Figura 5). Porém, o HFQ20 teve menor expresséao (P=0,0298) de Sod2 que
o HF (Figura 5).

Os grupos experimentais nédo diferiram na concentragdo de malondialdeido
nem na atividade de GST e CAT (P>0,05). Porém, o HF teve maior porcentagem de
IEO que o HFQ20 (p=0,0377), devido a maior concentragdo de GSSG no grupo HF
que no grupo HFQ20 (Figura 7), p=0,0350. Os grupos com dieta hiperlipidica tiveram

maior concentragdo de GSH que o grupo controle (P=0,008).
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4. DISCUSSAO

A esteatose hepatica dos animais induzida pela dieta hiperlipidica do presente
experimento foi confirmada por histologia hepatica e por verificagdo das
concentragdes séricas das enzimas hepaticas (dados ndo publicados) (23). Esse
modelo de dieta hiperlipidica com acréscimo de banha suina € um modelo para
desenvolvimento de esteatose hepatica, intolerdncia a glicose e/ou dislipidemia,
visto em varios experimentos (1,11,23-27), o estresse oxidativo também ja foi
observado em alguns estudos no plasma (27) ou no figado (25,26,28). O acumulo
intra-hepatico de lipideos (excessivo conteudo de triglicerideos) e o estresse
oxidativo sao os principais mecanismos envolvidos na progressao da esteatose
hepatica (29). Estudos in vifro demonstraram que a quercetina reduz o acumulo de
lipideos hepaticos e a esteatose hepatica, com diminuicdo no estresse oxidativo
(30,31). A quercetina também diminui a esteatose hepatica em ratos (23).

Este € um estudo pioneiro que avalia diferentes concentracdes de quercetina
em parametros reprodutivos de um modelo experimental de esteatose hepatica. A
quercetina na dose de 20 mg/dia, no presente estudo, foi efetiva em diminuir a
concentragao de glutationa oxidada (GSSG) e o indice de estresse oxidativo (IEO%)
dos testiculos dos animais alimentados com dieta hiperlipidica. Outros estudos
também demonstraram a capacidade antioxidante da quercetina para os testiculos.
Em ratos diabéticos, a quercetina diminuiu a peroxidacao lipidica e aumentou os
niveis de enzimas antioxidantes nos testiculos (32). Em ratos submetidos ao
inseticida rotenona, a quercetina (5, 10 ou 20 mg/Kg) também foi capaz de reduzir o
estresse oxidativo testicular (33).

A dieta hiperlipidica provocou um menor consumo de ragao pelos animais nos
4 meses de experimento. A dieta rica em gordura pode promover maior saciedade
aos individuos e com isso reduzir o consumo de ingesta (34). A composi¢cao dos
acidos graxos nas dietas hiperlipidicas também influencia na saciedade e é sabido
que os acidos graxos poli-insaturados e os acidos graxos saturados provocam maior
saciedade que os acidos graxos monoinsaturados (35). A gordura suina contém
varios acidos graxos, sua composicdo é de aproximadamente 43% de oleico
(monoinsaturado), 25% palmitico, 18% estearico (ambos saturados) e 17% linoleico
(poli-insaturado) e menores porcentagens dos demais (36). Observa-se que 0s

grupos que consumiram dieta hiperlipidica e quercetina (10 ou 20 mg), o consumo
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foi ainda menor de ragdo. Foi demonstrado que a quercetina altera o perfil de
transcriptoma de diferentes genes, um dos genes que sdo mais expressos com a
quercetina € o neuropeptideo Y, que atua na saciedade (12).

Condizente com o menor consumo de ragao, a dieta hiperlipidica provocou
perda de peso nos ratos, mas a quercetina ndo influenciou no peso. Uma recente
metanalise que incluiu nove ensaios clinicos randomizados mostrou que a
quercetina ndo altera o peso corporal, nem a circunferéncia abdominal dos
individuos (37).

O peso dos epididimos e dos ductos deferentes foi menor nos grupos com
dieta hiperlipidica. O peso desses 6rgaos tem relagdo com a produgéo espermatica,
ja que sao canais de transito e armazenamento dos espermatozoides, quanto maior
a producdo espermatica, maior o peso dos 6rgdos. E sabido que a esteatose
hepatica devido a dieta hiperlipidica diminui a concentragdo espermatica e o peso do
epididimo (5). Foi observado uma correlagdo entre o consumo de acidos graxos
saturados e diminuigdo na concentracao espermatica de homens (38). Nenhuma das
concentragdes utilizadas de quercetina foi capaz de reverter o peso desses 6rgaos.

A dieta hiperlipidica n&o alterou o peso dos testiculos nem a area de epitélio
germinativo dos tubulos seminiferos. Alguns estudos com esteatose hepatica
mostram diminuicdo do peso do testiculo e alteragdes celulares nos tubulos,
apoptose das células germinativas e vacuolizagao (4,5). Essas diferengcas podem ser
devido as diferentes dietas hiperlipidicas usadas nos estudos, 6leo de canola (4) e
ragao com 23% de banha suina (5). Nesse estudo, com 25% de banha suina, o peso
dos animais nao foi menor que do controle, indicando uma maior ingesta de ragéo
(5).

A motilidade e a morfologia espermatica também nao se alteraram com a
dieta hiperlipidica com ou sem quercetina. Em estudo com dieta hiperlipidica de 6leo
de canola, a dieta aumentou os defeitos morfolégicos nos espermatozoides e
também a porcentagem de espermatozoides iméveis (4). Ja no estudo com ratos
com esteatose hepatica provocada por dieta hiperlipidica com banha de porco, nao
foi observado aumento nos defeitos morfologicos dos espermatozoides (5).

N&o foi detectado peroxidacgéo lipidica nos testiculos dos grupos submetidos a
dieta hiperlipidica no presente estudo. O malondialdeido (MDA) é um dos produtos
secundarios da peroxidagao lipidica, que pode ser medido por meio de sua reagao

com o acido tiobarbiturico (TBA), que produz o complexo MDA-TBA, detectado por
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espectrofotometria método conhecido como substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (39). O MDA é um produto final da peroxidacao lipidica,
principalmente proveniente do acido araquidbnico, proveniente do &acido graxo
Omega-6 (acido linoleico), que esta em menores concentragées na banha suina e
talvez por isso a dieta hiperlipidica n&do tenha causado peroxidagéo lipidica nas
células testiculares. A producao excessiva de MDA contribui para o aumento da
resposta inflamatdria por ativagao de citocinas pro-inflamatérias. No presente estudo
também nao houve alteragdo na expressao génica de Tnfa e II6.

A maior e expressao génica de Sod2 nos testiculos do HF comparado com
HFQ20 nao refletiu uma reducdo no estresse oxidativo, pois houve redugcdo do indice de
estresse oxidativo e de glutationa oxidada em dissulfeto (GSSG) nos ratos que receberam
dieta HF e 20 mg de quercetina, comparado ao grupo HF sem quercetina, confirmando
nossa hipétese de que a quercetina diminuiria o estresse oxidativo testicular. Ja 10 mg
diarios de quercetina nao teve efeito na redugédo no indice de estresse oxidativo, nem na
concentragcao da GSSG nos testiculos. A dieta hiperlipidica aumentou as concentracdes de
glutationa reduzida (GSH) como se esperava, pois a GSH possui papel central na defesa do
organismo contra o estresse oxidativo, sendo o tiol mais abundante nas células (40).

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) n&o diferiu entre os grupos, esta
enzima tem a funcao catalisar reagdes de conjugacao da glutationa reduzida (GSH) com os
metabdlitos produzidos, facilitando assim sua excre¢cao. Também n&o houve diferenga entre
0S grupos nem na expressao génica da catalase, nem na sua atividade, a catalase é
responsavel pela oxidagao do peréxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio.

Conclui-se que a suplementagao de 20 mg de quercetina diaria reduz o estressse

oxidativo testicular em ratos com esteatose hepatica provocada por dieta hiperlipidica.



54

Referéncias

1.

Janssens S, Heemskerk MM, van den Berg SA, van Riel NA, Nicolay K,
Willems van Dijk K, et al. Effects of low-stearate palm oil and high-stearate lard
high-fat diets on rat liver lipid metabolism and glucose tolerance. Nutrition &
Metabolism [Internet]. 2015 Dec 18;12(1):57. Available from:
http://www.nutritionandmetabolism.com/content/12/1/57

Auguet T, Berlanga A, Guiu-Jurado E, Porras JA. Molecular pathways in non-
alcoholic fatty liver disease. Clinical and Experimental Gastroenterology
[Internet]. 2014 Jul;221. Available from: http://www.dovepress.com/molecular-
pathways-in-non-alcoholic-fatty-liver-disease-peer-reviewed-article-CEG

Craig JR, Jenkins TG, Carrell DT, Hotaling JM. Obesity, male infertility, and the
sperm epigenome. Fertility and Sterility [Internet]. 2017 Apr;107(4):848-59.
Available from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0015028217302364
Mohammadghasemi F, Abbasi M, Rudkhaneei K, Aghajany-Nasab M.
Beneficial effect of apple vinegar on reproductive parameters in male rat model
of nonalcoholic fatty liver disease. Andrologia [Internet]. 2018
Oct;50(8):e13065. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/and.13065

Li Y, Liu L, Wang B, Xiong J, Li Q, Wang J, et al. Impairment of reproductive
function in a male rat model of non-alcoholic fatty liver disease and beneficial
effect of N-3 fatty acid supplementation. Toxicology Letters [Internet]. 2013
Oct;222(2):224-32. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378427413008448

Funes A, Saez Lancellotti TE, Santillan LD, Della Vedova MC, Monclus MA,
Cabrillana ME, et al. A chronic high-fat diet causes sperm head alterations in
C57BL/6J mice. Heliyon [Internet]. 2019 Nov;5(11):e02868. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2405844019365272

Ghanayem Bl, Bai R, Kissling GE, Travlos G, Hoffler U. Diet-Induced Obesity
in Male Mice Is Associated with Reduced Fertility and Potentiation of
Acrylamide-Induced Reproductive Toxicity1. Biology of Reproduction [Internet].
2010 Jan 1;82(1):96—104. Available from:
https://academic.oup.com/biolreprod/article-
lookup/doi/10.1095/biolreprod.109.078915

Collodel G, Castellini C, Lee JC-Y, Signorini C. Relevance of Fatty Acids to



10.

11.

12.

13.

14.

55

Sperm Maturation and Quality. Oxidative Medicine and Cellular Longevity
[Internet]. 2020 Feb 5;2020:1-14. Available from:
https://www.hindawi.com/journals/omcl/2020/7038124/

Aguirre L, Arias N, Macarulla MT, Gracia A, Portillo MP. Beneficial Effects of
Quercetin on Obesity and Diabetes. The Open Nutraceuticals Journal
[Internet]. 2011 Nov 3;4(1):189-98. Available from:
http://benthamopen.com/ABSTRACT/TONUTRAJ-4-189

Yelumalai S, Giribabu N, Karim K, Omar SZ, Salleh N Bin. In vivo
administration of quercetin ameliorates sperm oxidative stress, inflammation,
preserves sperm morphology and functions in streptozotocin-nicotinamide
induced adult male diabetic rats. Archives of Medical Science [Internet].
2019;15(1):240-9. Available from:
https://www.termedia.pl/doi/10.5114/aoms.2018.81038

Cintra DEC. Integracao entre vias metabolicas e inflamatorias durante a de
esteatose hepatica induzida por dieta hiperlipidica [Internet]. Universidade
Estadual de Campinas; 2008. Available from:
http://repositorio.unicamp.br/jspui/bitstream/REPOSIP/312910/1/Cintra_Denny
sEsper_D.pdf

Trusov N V., Apryatin SA, Gorbachev AY, Naumov VA, Mzhelskaya K V.,
Gmoshinski | V. The effect of hypercaloric diet and Quercetin on the full-
transcriptome liver tissue profile of Zucker-LEPRfa rats. Problems of
Endocrinology [Internet]. 2019 Apr 1,;64(6):371-82. Available from:
https://probl-endojournals.ru/probl/article/view/9936

Trusov N V., Apryatin SA, Shipelin VA, Shumakova AA, Gmoshinski | V.,
Nikityuk DB, et al. Effect of Administration of Carnitine, Resveratrol, and
Aromatic Amino Acids with High-Fat-High-Fructose Diet on Gene Expression in
Liver of Rats: Full Transcriptome Analysis. Russian Journal of Genetics
[Internet]. 2021 Oct 12;57(10):1149-63. Available from:
https://link.springer.com/10.1134/S1022795421100136

Seed J, Chapin RE, Clegg ED, Dostal LA, Foote RH, Hurtt ME, et al. Methods
for assessing sperm motility, morphology, and counts in the rat, rabbit, and
dog: a consensus report. ILSI Risk Science Institute Expert Working Group on
Sperm Evaluation. Reproductive toxicology (Elmsford, NY) [Internet].
1996;10(3):237—44. Available from:



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

56

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8738562

Filler R. Methods for Evaluation of Rat Epididymal Sperm Morphology. In: Male
Reproductive Toxicology [Internet]. Elsevier; 1993. p. 334—43. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780124612075500250

Pfaffl MW. A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR. Nucleic acids research [Internet]. 2001;29(9):e45. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11328886

Souza AC de, Silva DG da, Jezuino J da S, Ferreira ARO, Ribeiro MVG,
Vidigal CB, et al. Protein restriction during peripubertal period impairs
endothelial aortic function in adult male Wistar rats. Journal of Developmental
Origins of Health and Disease [Internet]. 2023 May 18;1-8. Available from:
https://www.cambridge.org/core/product/identifier/S2040174423000119/type/jo
urnal_article

Senthilkumar M, Amaresan N, Sankaranarayanan A. Plant-Microbe
Interactions [Internet]. New York, NY: Springer US; 2021. (Springer Protocols
Handbooks). Available from: https://link.springer.com/10.1007/978-1-0716-
1080-0

Aebi H. [13] Catalase in vitro. In 1984. p. 121-6. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0076687984050163

Keen JH, Habig WH, Jakoby WB. Mechanism for the several activities of the
glutathione S-transferases. Journal of Biological Chemistry [Internet]. 1976
Oct;251(20):6183-8. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021925820818420

Rahman |, Kode A, Biswas SK. Assay for quantitative determination of
glutathione and glutathione disulfide levels using enzymatic recycling method.
Nature Protocols [Internet]. 2006 Dec 31;1(6):3159—-65. Available from:
https://www.nature.com/articles/nprot.2006.378

Carrara IM, Melo GP, Bernardes SS, Neto FS, Ramalho LNZ, Marinello PC, et
al. Looking beyond the skin: Cutaneous and systemic oxidative stress in UVB-
induced squamous cell carcinoma in hairless mice. Journal of Photochemistry
and Photobiology B: Biology [Internet]. 2019 Jun;195:17-26. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/lS1011134418312132

Maia JP da C. Suplementacdo com quercetina reduz a dislipidemia e a

esteatose hepatica em ratos alimentados com dieta obesogénica



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

57

OBESOGENICA. Universidade do Oeste Paulista; 2019.

Lionetti L, Mollica MP, Donizzetti |, Gifuni G, Sica R, Pignalosa A, et al. High-
Lard and High-Fish-QOil Diets Differ in Their Effects on Function and Dynamic
Behaviour of Rat Hepatic Mitochondria. Jekabsons M, editor. PLoS ONE
[Internet]. 2014 Mar 24;9(3):€92753. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0092753

Zhao M, Zang B, Cheng M, Ma Y, Yang Y, Yang N. Differential Responses of
Hepatic Endoplasmic Reticulum Stress and Inflammation in Diet-Induced
Obese Rats with High-Fat Diet Rich in Lard Oil or Soybean Oil. Miele C, editor.
PLoS ONE [Internet]. 2013 Nov 6;8(11):e78620. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0078620

Kai M, Miyoshi M, Fujiwara M, Nishiyama Y, Inoue T, Maeshige N, et al. A lard-
rich high-fat diet increases hepatic peroxisome proliferator—activated receptors
in endotoxemic rats. Journal of Surgical Research [Internet]. 2017
May;212:22-32. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022480416305273

Crescenzo R, Bianco F, Falcone |, Tsalouhidou S, Yepuri G, Mougios V, et al.
Hepatic Mitochondrial Energetics During Catch-Up Fat With High-Fat Diets
Rich in Lard or Safflower Oil. Obesity [Internet]. 2012 Sep;20(9):1763—72.
Available from: http://doi.wiley.com/10.1038/oby.2011.167

Migliaccio, Gregorio, Putti, Lionetti. Mitochondrial Involvement in the Adaptive
Response to Chronic Exposure to Environmental Pollutants and High-Fat
Feeding in a Rat Liver and Testis. Cells [Internet]. 2019 Aug 5;8(8):834.
Available from: https://www.mdpi.com/2073-4409/8/8/834

El-Kader SMA. Non-alcoholic fatty liver disease: The diagnosis and
management. World Journal of Hepatology [Internet]. 2015;7(6):846. Available
from: http://www.wjgnet.com/1948-5182/full/v7/i6/846.htm

Vidyashankar S, Sandeep Varma R, Patki PS. Quercetin ameliorate insulin
resistance and up-regulates cellular antioxidants during oleic acid induced
hepatic steatosis in HepG2 cells. Toxicology in Vitro [Internet]. 2013
Mar;27(2):945-53. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0887233313000155

Gori M, Giannitelli SM, Zancla A, Mozetic P, Trombetta M, Merendino N, et al.

Quercetin and hydroxytyrosol as modulators of hepatic steatosis: A NAFLD-on-



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

58

a-chip study. Biotechnology and Bioengineering [Internet]. 2021 Jan
18;118(1):142-52. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bit.27557

Kanter M, Aktas C, Erboga M. Protective effects of quercetin against apoptosis
and oxidative stress in streptozotocin-induced diabetic rat testis. Food and
Chemical Toxicology [Internet]. 2012 Mar;50(3—4):719-25. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0278691511006491

Akinmoladun AC, Olaniyan OO, Famusiwa CD, Josiah SS, Olaleye MT.
Ameliorative effect of quercetin, catechin, and taxifolin on rotenone-induced
testicular and splenic weight gain and oxidative stress in rats. Journal of Basic
and Clinical Physiology and Pharmacology [Internet]. 2020 May 26;31(3).
Available from: https://www.degruyter.com/document/doi/10.1515/jbcpp-2018-
0230/html

Stevenson JL, Paton CM, Cooper JA. Hunger and satiety responses to high-fat
meals after a high-polyunsaturated fat diet: A randomized trial. Nutrition
[Internet]. 2017 Sep;41:14-23. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0899900717300588

Stevenson JL, Clevenger HC, Cooper JA. Hunger and satiety responses to
high-fat meals of varying fatty acid composition in women with obesity. Obesity
[Internet]. 2015 Oct;23(10):1980-6. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/oby.21202

Ahmad Nizar NN, Nazrim Marikkar JM, Hashim DM. Differentiation of Lard,
Chicken Fat, Beef Fat and Mutton Fat by GCMS and EA-IRMS Techniques.
Journal of Oleo Science [Internet]. 2013;62(7):459-64. Available from:
https://www.jstage.jst.go.jp/article/jos/62/7/62_459/ article

Huang H, Liao D, Dong Y, Pu R. Clinical effectiveness of quercetin
supplementation in the management of weight loss: a pooled analysis of
randomized controlled trials. Diabetes, Metabolic Syndrome and Obesity:
Targets and Therapy [Internet]. 2019 Apr;Volume 12:553-63. Available from:
https://www.dovepress.com/clinical-effectiveness-of-quercetin-
supplementation-in-the-management--peer-reviewed-article-DMSO

Jensen TK, Heitmann BL, Jensen MB, Halldorsson Tl, Andersson A-M,
Skakkebaek NE, et al. High dietary intake of saturated fat is associated with

reduced semen quality among 701 young Danish men from the general



39.

40.

59

population. The American Journal of Clinical Nutrition [Internet]. 2013 Feb
1;97(2):411-8. Available from:
https://academic.oup.com/ajcn/article/97/2/411/4577122

Grotto D, Valentini J, Boeira S, Paniz C, Maria LS, Vicentini J, et al. Avaliagao
da estabilidade do marcador plasmatico do estresse oxidativo: malondialdeido.
Quimica Nova [Internet]. 2008;31(2):275-9. Available from:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422008000200016&Ing=pt&nrm=iso&ting=pt

Huber PC, Almeida WP, Fatima A de. Glutationa e enzimas relacionadas:
papel biolégico e importancia em processos patoldgicos. Quimica Nova
[Internet]. 2008;31(5):1170-9. Available from:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422008000500046&Ing=pt&nrm=iso&ting=pt



60

FIGURA 1. Delineamento experimental do presente estudo. Os 24 ratos Wistar
foram divididos em 4 diferentes grupos experimentais: CT (animais controle que
receberam a racédo balanceada comercial e receberam goma sem quercetina); HF
(animais com dieta hiperlipidica que receberam goma sem quercetina); HFQ10
(animais com dieta hiperlipidica e suplementacdo com 10 mg/dia de goma de
quercetina); HFQ20 (animais que receberam racgao hiperlipidica e suplementacéo
com 20 mg/dia de goma quercetina). O experimento deve duragdo de 4 meses e
apdés 2 meses de consumo de ragao comercial ou dieta hiperlipidica, a
suplementagdo com goma de quercetina foi adicionada diariamente até o término do

experimento.
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FIGURA 2. Média e erro padrao da média dos pesos corporais inicial e final dos
ratos Wistar e do consumo de racdo dos mesmos durante os quatro meses de
experimento. Os grupos experimentais foram (n=6): CT (animais controle que
receberam a racédo balanceada comercial e receberam goma sem quercetina); HF
(animais com dieta hiperlipidica que receberam goma sem quercetina); HFQ10
(animais com dieta hiperlipidica e suplementacdo com 10 mg/dia de goma de
quercetina); HFQ20 (animais que receberam ragao hiperlipidica e suplementacao

com 20 mg/dia de goma quercetina).
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Letras diferentes representam diferengas significativas entre o0s grupos
experimentais. ANOVA seguida de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 3. Média e erro padrao da média dos pesos dos testiculos, epididimos e
ductos deferentes e area do epitélio germinativo dos tubulos seminiferos de ratos
Wistar dos seguintes grupos experimentais foram (n=6): CT (animais controle que
receberam a racédo balanceada comercial e receberam goma sem quercetina); HF
(animais com dieta hiperlipidica que receberam goma sem quercetina); HFQ10
(animais com dieta hiperlipidica e suplementagdo com 10 mg/dia de goma de
quercetina); HFQ20 (animais que receberam ragao hiperlipidica e suplementacao

com 20 mg/dia de goma quercetina).
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Letras diferentes representam diferengas significativas entre o0s grupos
experimentais. ANOVA seguida de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 4. Mediana, minima e maxima da porcentagem de espermatozoides em
movimento progressivo, em movimento ndo progressivo e de espermatozoides
imoveis de ratos Wistar dos seguintes grupos experimentais foram (n=6): CT
(animais controle que receberam a ragao balanceada comercial e receberam goma
sem quercetina); HF (animais com dieta hiperlipidica que receberam goma sem
quercetina); HFQ10 (animais com dieta hiperlipidica e suplementagdo com 10
mg/dia de goma de quercetina); HFQ20 (animais que receberam ragao hiperlipidica

e suplementagcao com 20 mg/dia de goma quercetina).
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Nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais. Kruskal-Wallis
seguido de Dunn (P>0,05).
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TABELA 1. Mediana (minima-maxima) da porcentagem de morfologia espermatica
de ratos Wistar de 4 diferentes grupos experimentais (n=6): CT (animais controle
que receberam a racdo balanceada comercial e receberam goma sem quercetina);
HF (animais com dieta hiperlipidica que receberam goma sem quercetina); HFQ10
(animais com dieta hiperlipidica e suplementagdo com 10 mg/dia de goma de
quercetina); HFQ20 (animais que receberam ragao hiperlipidica e suplementacao

com 20 mg/dia de goma quercetina).

Grupos experimentais

Morfologia CT HF HFQ10 HFQ20

espermatica

Sem patologias 80,75 84,50 84,75 89,00
(59,0-90,5) (69,0-91,0) (64,5-90,5) (73,5-91,0)

Patologias de cabeca 15,75 12,25 11,75 7,75
(9,0-34,0) (5,0-26,0)  (8,5-31,0) (7-21,5)

Patologias da cauda 3,75 4,5 3,25 3,25

(057,00  (0,56,00  (1,0-8,0)  (2,0-5,0)

Nao houve diferencga entre os grupos experimentais (P>0,05).
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FIGURA 5: Expressao génica relativa de genes inflamatérios (Tnfa e 116) e de genes
antioxidantes (Gss, Sod2 e Cat) em testiculos de ratos Wistar dos seguintes grupos
experimentais foram (n=6): CT (animais controle que receberam a ragao balanceada
comercial e receberam goma sem quercetina); HF (animais com dieta hiperlipidica
que receberam goma sem quercetina); HFQ10 (animais com dieta hiperlipidica e
suplementacdo com 10 mg/dia de goma de quercetina); HFQ20 (animais que
receberam racao hiperlipidica e suplementagdo com 20 mg/dia de goma quercetina).
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Letras diferentes representam diferengcas significativas entre o0s grupos
experimentais. ANOVA seguida de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 6: Média e erro padrao da média do TBARS - quantidade de
malondialdeido (MDA), indice de estresse oxidativo (IEO%), concentracdo de
glutationa oxidada (GSSG), concentracdao de glutationa reduzida (GSH) e as
atividades especificas das enzimas gluationa-S-transferase (GST) e catalase (CAT)
em testiculos de ratos Wistar dos seguintes grupos experimentais foram (n=6): CT
(animais controle que receberam a ragédo balanceada comercial e receberam goma
sem quercetina); HF (animais com dieta hiperlipidica que receberam goma sem
quercetina); HFQ10 (animais com dieta hiperlipidica e suplementagdo com 10

mg/dia de goma de quercetina); HFQ20

—

animais que receberam ragao hiperlipidica
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Letras diferentes representam diferengas significativas entre o0s grupos
experimentais. ANOVA seguida de Tukey (P<0,05).
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