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RESUMO 

 
Efeito da suplementação de quercetina e da dieta hiperlipídica no estresse 

oxidativo de testículos de ratos Wistar 
 
A dieta hiperlipídica (HFD, “high-fat diet”) em ratos provoca o surgimento de 

esteatose hepática e predispõe os animais à intolerância à glicose, dislipidemia e 

ao estresse oxidativo. Sabe-se que a HFD também afeta a fertilidade, causando 

estresse oxidativo testicular e prejudicando a produção espermática desses 

animais. A quercetina é um flavonoide que tem ação antioxidante, anti-inflamatória 

e lipolítica, sendo um potencial suplemento no combate ao estresse oxidativo 

provocado pela HFD e seus efeitos deletérios para a reprodução. O objetivo desse 

estudo foi avaliar a suplementação de quercetina em doses de 10 mg e 20 mg por 

dia nos pesos dos órgãos reprodutivos, na motilidade e morfologia espermáticos, 

na morfometria testicular, na expressão de genes inflamatórios e antioxidantes nos 

testículos e no perfil oxidativo testicular de modelos de ratos submetidos a uma 

dieta rica em gordura animal e frutose. O Capítulo I tem o objetivo de revisar os 

principais aspectos envolvendo a obesidade, a síndrome metabólica, as dietas ricas 

em lipídios e o estresse oxidativo na reprodução masculina, assim como abordar o 

que se sabe até o momento sobre a suplementação da quercetina como um 

agente antioxidante. Já o Capítulo II é um artigo nas normas da revista científica 

que será submetido e descreve um estudo experimental realizado com o objetivo 

de verificar o efeito da suplementação de quercetina no estresse oxidativo dos 

testículos 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 adição de 30% de 

banha suína e 20% de frutose na ração 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 

duração de 4 meses e a suplementação de goma de quercetina iniciou após dois 

meses de consumo de dieta basal ou HFD. Ao final do experimento, os testículos, 

epidídimos e ductos deferentes foram colhidos e pesados, os testículos foram 



 
utilizados para expressão gênica, análise de perfil oxidativo e análises 

morfométricas. Os espermatozoides do ducto foram analisados para motilidade e 

morfologia espermáticas. Os grupos com HFD tiveram menor consumo da dieta e 

menores pesos corporal, de epidídimos e de ductos, independente da presença de 

quercetina. Não houve diferença entre os grupos no peso dos testículos, no 

diâmetro do epitélio germinativo, na motilidade e morfologia espermáticos e na 

expressão de genes inflamatórios testiculares (P>0,05). Embora a expressão 

gênica de Sod2 nos testículos tenha sido maior no grupo HF, houve redução do 

índice de estresse oxidativo e de glutationa oxidada nos ratos do grupo HF20 

quando comparado ao grupo HF. Conclui-se que a suplementação de quercetina 

diária reduz de forma dose- dependente o estressse oxidativo testicular em ratos 

submetidos à dieta hiperlipídica. 

 

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 I 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 II 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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CAPÍTULO I 
 
 

EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO DE QUERCETINA E DA DIETA HIPERLIPÍDICA 
NO ESTRESSE OXIDATIVO DE TESTÍCULOS DE RATOS WISTAR 

 
 
 
1 INTRODUÇÃO 

 
A obesidade tem aumentado consideravelmente nos últimos anos e poderá 

ser considerada uma pandemia (CRAIG et al., 2017). O estilo de vida sedentário e 

o excesso de consumo de dietas ricas energeticamente têm contribuído para o 

desenvolvimento da obesidade e suas desordens associadas, resistência à insulina, 

dislipidemia, hipertensão, síndrome metabólica, doenças cardiovasculares e 

esteatose hepática (JANSSENS et al., 2015; TAN; NORHAIZAN, 2019). As dietas 

ricas em gordura e a obesidade induzem a um estado de inflamação pela geração 

de tecido adiposo que secreta fatores pró-inflamatórios (TAN; NORHAIZAN, 2019). 

Como consequênica, as células imunes ativadas produzem altos níveis de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), primariamente mediadas pelo fator nuclear kappa B 

(NF-κB) e pelas citocinas pró-inflamatórias (TAN; NORHAIZAN, 2019). 

A infertilidade humana é um sério problema de saúde e atinge em torno de 

10 a 15% dos casais do mundo todo (BEYGI et al., 2021). Existem evidências 

epidemiológicas e com experimentos animais que a dieta hiperlipídica (HFD, “high-fat 

diet”) é negativamente correlacionada com a qualidade espermática (ESMAEILI et al., 

2015; LUO et al., 2020). Sabe-se que os animais alimentados com dieta rica em 

gordura têm específicas mudanças na espermatogênese, como baixa concentração 

espermática e morfologia espermática anormal (FUNES et al., 2019) e reduzidos 

movimento progressivo e motilidade (GHANAYEM et al., 2010). Além disso, a dieta 

rica em gorduras trans e ácidos graxos saturados afetam negativamente na qualidade 

do sêmen (COLLODEL et al., 2020). 

As EROs são apontadas como uma das causas de infertilidade masculina 

idiopática, uma vez que o espermatozoide é bastante suscetível ao estresse 

oxidativo devido à grande quantidade de ácidos graxos insaturados em sua 

membrana celular (BEYGI et al., 2021). O aumento de EROs combinado com a 

redução das defesas antioxidantes levam a uma redução na motilidade, danos no 
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DNA, perda da integridade de membrana, peroxidação lipídica e apoptose nas 

células espermáticas (ALAHMAR, 2017; BEYGI et al., 2021). 

A quercetina tem potencial no combate à obesidade, diminui os adipócitos e 

previne a formação de novos adipócitos, pela diminuição da adipogênese e pelo 

aumento da apoptose (AGUIRRE et al., 2011). Em ratos com diabete induzida, a 

quercetina diminui a inflamação e o estresse oxidativo nos testículos, aumentando a 

expressão gênica e a atividade de superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 

glutationa peroxidase (GPx) nos espermatozoides, enquanto os níveis de produtos 

de peroxidação lipídica e NF-κB foram diminuídos (YELUMALAI et al., 2019). 

Devido às suas diferentes atividades biológicas, lipolítica, antioxidante e 

anti- inflamatória, a quercetina pode ser um candidato para a proteção testicular dos 

efeitos deletérios da HFD. O objetivo do primeiro capítulo foi revisar a influência da 

obesidade e da dieta nos parâmetros reprodutivos de machos, bem como o 

potencial da quercetina como suplemento para reduzir obesidade, estresse 

oxidativo e proteger a fertilidade masculina. Já o objetivo do segundo capítulo foi 

avaliar a suplementação de quercetina em doses de 10 e 20 mg/dia em parâmetros 

reprodutivos e de estresse oxidativo testicular de modelos de ratos submetidos à 

dieta rica em gordura animal. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 
 
Obesidade e síndrome metabólica 
 

A obesidade, definida como uma condição com elevado índice de massa 

corporal (IMC) > 30kg/m2, tem aumentado nos últimos anos, aproximando-se a uma 

pandemia, afetando mais de 650 milhões de adultos com mais de 18 anos em todo 

o mundo (ESTIVALETI et al., 2022). No Brasil, a prevalênica da obesidade em 

adultos é de 25,9%, com maior prevalência entre indivíduos de níveis de 

escolaridade e socioeconômicos mais baixos (ESTIVALETI et al., 2022). 

A obesidade é considerada um estágio pró-inflamatório com produção de 

adipocinas e citocinas por adipócitos que resultam em um aumento na inflamação 

sistêmica (TSATSANIS et al., 2015). Além disso, a obesidade acarreta em 

desenvolvimento do estresse oxidativo e está associada com diabetes, doenças 

cardiovasculares, hipertensão, câncer, risco aumentado de mortalidade e também 

infertilidade (HAMMOUD et al., 2008a; KAHN; BRANNIGAN, 2017). 

Há um consenso que a pessoa com síndrome metabólica apresenta três ou 

mais dos seguintes fatores de risco: hipertensão, alta glicemia, circunferência 

abdominal elevada, aumento de triglicerídeos no sangue e reduzidos níveos de 

lipoproteínas de alta densidade (HDL-c) séricos (ALKHULAIFI; DARKOH, 2022). 

De acordo com dados de 2009-2012, mais de 100 milhões de adultos nos 

Estados Unidos da América tiveram níveis de colesterol iguais ou maiores que 200 

mg/dL e mais de 31 milhões tiveram níveis iguais ou maiores que 240 mg/dL 

(KOPIN; LOWENSTEIN, 2017). A hiperlipidemia envolve a alteração na 

concentração de colesterol sérico, incluindo a lipoproteína de baixa densidade 

(LDLc) e a HDLc (KARR, 2017). 

A dislipidemia é o maior fator de risco de doença cardiovascular 

aterosclerótica (KOPIN; LOWENSTEIN, 2017). Estudos observacionais têm 

demonstrado uma forte e gradual relação entre os níveis maiores de LDL-c e/ou 

triglicerídeos e/ou menores níveis de colesterol total e/ou HDL-c com o aumento do 

risco para doenças cardíacas coronarianas ateroscleróticas (SAHEBKAR, 2017). A 

LDLc e a HDLc regulam a concentração de colesterol sanguíneo, pois a LDLc 

provoca o acúmulo de placas de ateroma nas artérias, associado ao risco de 

doença cardiovascular aterosclerótica, como infarto do miocárdio e derrame; 
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enquanto a HDLc remove o colesterol do sangue e se sua concentração estiver 

acima de 60 mg/dL diminui o risco de doença cardiovascular (KARR, 2017). 

Segundo dados epidemiológicos, a dislipidemia deve também contribuir com o risco 

de acidente vascular cerebral isquêmico (NICHOLLS; LUNDMAN, 2004). 

A hiperlipidemia e o estresse oxidativo são os maiores fatores de risco para 

a aterosclerose e, juntos, podem levar ao desenvolvimento de doenças cardíacas 

(FIDÈLE et al., 2017). Indivíduos com hiperlipidemia têm duas vezes mais risco de 

desenvolver doenças cardiovasculares que aqueles com níveis fisiológicos de 

colesterol sanguíneo (MOZAFFARIAN et al., 2015). Vários fatores ambientais estão 

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 prevenção de síndrome metabólica, 

quanto mais saudável for a alimentação, menor o risco de desenvolvimento de 

obesidade, de dislipidemia, de doenças cardiovasculares e de diabetes 

(ALKHULAIFI; DARKOH, 2022). É um desafio descobrir quais elementos da dieta 

aumentam os riscos de desenvolvimento de síndrome metabólica (ALKHULAIFI; 

DARKOH, 2022). Porém, sabe-se que uma dieta rica em gordura, muito frequente 

na sociedade atual, pode induzir doenças metabólicas por agir na função 

mitocondrial e induzir ao estresse oxidativo (MIGLIACCIO et al., 2019). 

 
Dietas hiperlipídicas (HFD) 
 

O consumo de dietas ricas em gorduras e carboidratos, comumente 

chamadas de “fast food” ou “dietas ocidentais”, são cada vez mais frequentes na 

sociedade atual, porém predispõe à obesidade e às suas complicações (BAYLIAK 

et al., 2022). Foi demonstrado que o alto teor de gordura e de açúcar na dieta pode 

também levar à modificação da microbiota intestinal tanto em humanos (WU et al., 

2011) quanto em animais (ZHANG et al., 2012), causando distúrbios metabólicos 

como obesidade, diabetes, câncer, doença inflamatória intestinal e redução da 

fertilidade (DING et al., 2020; TANOUE et al., 2019). 

O fígado é o principal órgão em mamíferos que lida com componentes 

alimentares absorvidos pelo organismo através do intestino e entregue pela veia 



19  

 

porta. Como resultado, o fígado é particularmente sensível ao tipo de alimento 

consumido e tornando-se gorduroso (esteatose hepática) com a HFD, além de 

sofrer com as consequências associadas, como o estresse oxidativo (EL-KADER, 

2015; RECENA AYDOS et al., 2019). 

As dietas com excessiva quantidade de frutose e gorduras também levam à 

uma maior ativação do ciclo de Krebs no organismo que, consequentemente, 

aumenta o consumo de oxigênio, levando a uma excessiva produção de EROs 

como subprodutos do metabolismo oxidativo e ao desenvolvimento do estresse 

oxidativo (BAYLIAK et al., 2022; GARCÍA-BERUMEN et al., 2019). 

Devido ao aumento de EROs provocado pelas dietas ricas em gordura, 

ocorre disfunção mitocondrial, gerando alterações metabólicas que podem levar ao 

desenvolvimento de distúrbios em vários órgãos, incluindo os testículos 

(MIGLIACCIO et al., 2019). Por isso que as drogas e produtos naturais com 

atividade anticolesterêmica também possuem atividade antioxidante (FIDÈLE et al., 

2017). 

As EROs induzem o estresse oxidativo quando excedem a capacidade de 

eliminação pelo corpo ou quando há a diminuição das enzimas relacionadas ao 

estresse oxidativo, superóxido desmutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 

sintetase (GSS) e glutationa S-transferase (GST) (MOORE, 2008). 

A HFD e a obesidade são conhecidas por causar estresse oxidativo em 

vários tecidos e também nos testículos 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 reprodução masculina pelo aumento do estresse oxidativo, pela alteração 

nos ácidos graxos na membrana espermática ou ainda pela alteração da microbiota 

intestinal (DING et al., 2020; ESMAEILI et al., 2015; MIGLIACCIO et al., 2019). 

 
Obesidade e dieta hiperlipíca x reprodução masculina 
 

O aumento da obesidade no mundo tem sido paralelamente associado ao 

aumento da infertilidade e à pobre qualidade espermática (KATIB, 2015; SWAN; 

ELKIN; FENSTER, 2000). A comunidade científica busca evidências relacionando a 

obesidade com as alterações na espermatogênese (DESHPANDE et al., 2019; 

FUNES et al., 2019; PUSHPENDRA; JAIN, 2015). Sabe-se que a obesidade causa 
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redução na concentração espermática (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 incidência de obesidade foi três 

vezes maior no grupo em que a causa da infertilidade eram os homens com 

motilidade e concentração espermáticas anormais (MAGNUSDOTTIR et al., 2005). 

Os mecanismos pelos quais a obesidade pode afetar a espermatogênese 

são multifatoriais e incluem aumento do calor testicular, perturbações hormonais 

como hiperestrogenismo e hipogonadismo hipogonatrófico, diabetes mellitus, 

disfunção sexual, perturbações na epigenética espermática, aumento do estresse 

oxidativo pelo aumento das EROs (CRAIG et al., 2017; KAHN; BRANNIGAN, 2017), 

alteração na função da célula de Sertoli e, eventualmente, a saúde reprodutiva 

masculina (CRISÓSTOMO et al., 2018). 

Aproximadamente 79% dos homens que relatam sofrer de disfunção erétil 

são obesos (FELDMAN et al., 2000). A relação entre obesidade e disfunção erétil é 

multifatorial, mas sofre a influência da diminuição dos níveis de testosterona e da 

elevação dos mediadores inflamatórios, como fator de necrose tumoral alfa (TNFα) 

e interleucina 6 (IL6) (ARAÑA ROSAÍNZ et al., 2011; CRAIG et al., 2017). 

Embora a suplementação de carboidratos e proteínas na dieta não afetem 

de forma significativa a reprodução masculina (ESLAMIAN et al., 2012), estudos 

demonstraram que a dieta rica em gorduras trans e ácidos graxos saturados afetam 

negativamente na qualidade do sêmen de homens e animais (ALIZADEH et al., 

2014; CHAVARRO et al., 2014; COLLODEL et al., 2020; ESLAMIAN et al., 2016). 

Os níveis de lipídeos no soro afetam os parâmetros espermáticos, demonstrando a 

importância da homeostase lipídica e do colesterol para a fecundidade masculina 

(FUNES et al., 2021). Os defeitos espermatogênicos são preventivamente 

reduzidos com a redução de gordura na dieta e suplementação com óleo de oliva 

(SIMÓN et al., 2017, 2018). 

Sabe-se que os animais alimentados com HFD têm específicas mudanças 

na espermatogênese, como reduzidos movimento progressivo e motilidade 

(GHANAYEM et al., 2010), baixa concentração espermática, morfologia 

espermática anormal (FUNES et al., 2019), aumento das EROs e de dano ao DNA 

espermático (BAKOS et al., 2011). Além disso, a HFD também induz a alterações 

na microbiota intestinal e aumento de endotoxinas sanguíneas, como 

consequência, há diminuição da qualidade do sêmen e da motilidade, com aumento 
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das anormalidades espermáticas, inflamação do epidídimo e reduzida expressão de 

genes envolvidos na meiose e na função da mitocôndria em testículos (DING et al., 

2020). 

O processo de espermatogênese consiste em uma sequência de fases 

(mitótica e meiótica) e diferenciação (espermiogênese), as gotículas lipídicas 

aumentam nas células espermáticas (OSUGA et al., 2000) e ocorrem alterações 

lipídicas nas membranas das células de Sertoli ao longo da espermatogênese (SHI 

et al., 2017). Os ácidos graxos acumulam-se nessas células espermáticas por 

difusão passiva através da bicamada lipídica e/ou por transporte facilitado pela 

glicoproteína CD36, que é amplamente expressa em células de Sertoli (RATO et 

al., 2014). Além disso, os lipídios da membrana das células germinativas são 

compostos principalmente de colesterol, fosfolipídios e glicolipídios, que 

desempenham papéis críticos na adesão celular e sinalização durante a 

espermatogênese (COLLODEL et al., 2020). Isso demonstra uma íntima 

associação entre alterações no metabolismo lipídico e fertilidade (COLLODEL et al., 

2020). 

A obesidade interfere também no último estágio da espermatogênese 

(espermiogênese) (MA et al., 2019; RUFUS; JAMES; MICHAEL, 2018; VERÓN et 

al., 2018). As alterações no processo de espermiogênese levam a significativos 

defeitos de cabeça nos espermatozoides de mamíferos (FUNES et al., 2019). O 

estresse oxidativo e a inflamação tem um papel no acúmulo de colesterol nos 

testículos que levam a uma desorganização do citoesqueleto durante a 

espermiogênese (FUNES et al., 2019). As más-formações de cabeça têm sido 

descritas em coelhos e roedores alimentados com HFD (FAN et al., 2015; 

PUSHPENDRA; JAIN, 2015; SAEZ LANCELLOTTI et al., 2010; SIMÓN et al., 

2017). 

Como consequência das alterações na morfologia espermática, ao estresse 

oxidativo e também à inflamação, 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 redução na motilidade 

espermática, com diminuição da porcentagem de espermatozoides com movimento 

progressivo. 

Mesmo sem doença orgânica na unidade hipófise-hipotálamo, há uma 

prevalência de hipogonadismo secundário em homens obesos (HOFSTRA et al., 
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2008; MAMMI et al., 2012). Os homens obesos têm reduzida concentração de 

testosterona plasmática (HOFSTRA et al., 2008) e a espermatogênese é fortemente 

correlacionada com a produção de andrógenos (ZHAO et al., 2014). As alterações 

na concentração sérica de testosterona livre dependem do IMC, homens com 

moderada obesidade (IMC de 30 a 35) tem níveis fisiológicos de pulsatilidade de LH 

e testosterona livre, enquanto homens com obesidade severa (IMC ≥ 40) tem 

diminuição dos níveis de LH, da amplitude de LH e da testosterona livre (GIAGULLI; 

KAUFMAN; VERMEULEN, 1994). A inibição do eixo hipotalâmico-hipófise-gonadal 

se dá por retroalimentação negativa causada pela elevação do estradiol, que por 

sua vez, está aumetado devido à aromatização da testosterona nos tecidos 

adiposos periféricos, o tecido adiposo produz proteínas ativas hormonalmente no 

metabolismo e saciedade (KLEY et al., 1980; TSATSANIS et al., 2015). 

Os modelos animais têm sido usados com frequência para entender os 

problemas de infertilidade humana e desenvolver estratégias de tratamento 

(ZELENA, 2015). Alterações reprodutivas em murinos alimentados com dieta rica 

em lipídios também foram evidenciadas, como danos nas células de Leydig, com 

aumento de apoptose, diminuição na concentração de espermatozoides 

epididimários (ZHAO et al., 2014), aumento das EROs intracelulares com maior 

dano no DNA do esperma (BAKOS et al., 2011) e menores taxas de fertilização 

(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 

que os espermatozoides são particularmente vulneráveis (MAHFOUZ et al., 2010). 

Os ratos alimentados com HFD apresentaram aumento nos níveis de 

estradiol, além de redução na qualidade espermática e na porcentagem de 

espermatozoides com movimento progressivo (FERNANDEZ et al., 2011). Este 

parâmetro de motilidade alterado foi seguido por uma tendência de redução do 

potencial de fertilidade após a inseminação artificial no útero (FERNANDEZ et al., 

2011). 

O número de espermatozóides ligados a cada oócito foi significativamente 

menor em animais com HFD, resultando em taxas de fertilização significativamente 

mais baixas. Essas alterações podem ser resultado da peroxidação lipídica dos 

espermatozóides, evidenciando que a obesidade pode induzir ao estresse oxidativo 

e danos no DNA do esperma, bem como diminuição da capacidade de fertilização 

(BAKOS et al., 2011). 
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Zhao et al. (2014) demonstraram uma diminuição de testosterona 

plasmática e aumento de leptina em camundongos alimentados com HFD. A leptina 

é um hormônio plasmático secretado por adipócitos que regula a ingestão alimentar, 

o gasto energético e o peso. A leptina é inversamente proporcional à testosterona, a 

leptina inibe a expressão de vários genes de enzimas esteroidogênicas (SF-1, StAR 

e P450scc), podendo inibir a produção de testosterona testicular, pois o gene do 

receptor de leptina (Ob-R) é expresso no testículo (TENA-SEMPERE et al., 2001). 

Há a alteração na expressão de diversos genes importantes à reprodução em 

camundongos alimentados com dieta rica em lipídios, demostrando que a 

expressão desses genes é igualmente impactada pela dieta (GHANAYEM et al., 

2010). 

Há uma limitação no uso de drogas hipolipemiantes no quesito segurança, 

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 importância da busca por novos agentes 

hipolipemiantes (como agentes dietéticos naturais) que possam ser utilizados em 

indivíduos que não toleram altas doses nesses medicamentos. 

 
Quercetina 
 

Uma das maiores fontes de flavonoides da dieta é a quercetina (HOOPER 

et al., 2008), que está presente em frutas, vegetais, vinhos e chás (DENIS et al., 

2013; SAHEBKAR, 2017). A quercetina é um antioxidante que age inibindo a 

peroxidação lipídica, eliminando radicais livres e quelando cátions bivalentes que 

tem função primordial na formação de radicais livres (AHERNE; O’BRIEN, 2000; 

JAHAN et al., 2016; KOBORI, 2014). A quercetina exibe uma variedade de 

atividades biológicas, incluindo atividade antiviral, antibacteriana, anti-inflamatória, 

anticancerígena (AHERNE; O’BRIEN, 2000). 

A quercetina é um flavonoide com potencial no combate à obesidade, 

devido aos seus efeitos na lipólise, similares aos da epinefrina e também diminui os 

adipócitos, pela diminuição da adipogênese e aumento da apoptose (AGUIRRE et 

al., 2011). Presente em frutas e vegetais, como maçãs, frutas vermelhas, cebolas, 

alcaparras, couve e brócolis, é um polifenol comum da alimentação humana 
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(USDA, 2015), sua ingestão é de aproximadamente 10 mg/dia (KAWABATA; 

MUKAI; ISHISAKA, 2015). 

A quercetina acelera o metabolismo ajudando a reduzir o número de células 

de gordura e prevenindo a formação de novas células. Também aumenta os níveis 

de adiponectina, um hormônio fundamental que estimula o metabolismo do açúcar 

no sangue e a atividade da enzima AMPK, encarregada de promover a queima de 

gordura de forma saudável (WEISBERG et al., 2003). 

A quercetina também tem propriedade antioxidante, pois age inibindo a 

peroxidação lipídica, eliminando radicais livres e quelando cátions bivalentes que 

tem função primordial na formação de radicais livres (AHERNE; O’BRIEN, 2000; 

JAHAN et al., 2016; KOBORI, 2014). A quercetina em algumas condições 

patológicas 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 sulfatação hepática (inibição não 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 doenças cardiovasculares, câncer, infecções, processos 

inflamatórios, função do trato gastrointestinal, diabetes e desordens do sistema 

nervoso (COSTA et al., 2016), apresentando uma variedade de atividades 

biológicas, incluindo atividade antiviral, antibacteriana, anti-inflamatória, 

anticancerígena (AHERNE; O’BRIEN, 2000). 

A suplementação com quercetina pode aumentar significativamente a 

concentração, pois sua meia vida é de 11 a 28 horas (COSTA et al., 2016). A sua 

suplementação em camundongos levou a uma redução dos marcadores de 

inflamação, interferon gama (IFNγ), TNFα, IL1 e IL4, depois de oito semanas de 

tratamento (STEWART et al., 2008). Além disso, a suplementação com quercetina 

em ratos Wistar suprimiu a expressão de marcadores inflamatórios e de estresse 

oxidativo, incluindo fator nuclear kappa B (NF-κB), o nuclear eritróide 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 diminuíram a dislipidemia, a hipertensão e a hiperinsulenemia, porém só a 

maior dose melhorou o status do tecido adiposo visceral pela supressão da 

expressão do TNFα e aprimorou os níveis de adiponectina, o que indica 
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recuperação das funções do tecido adiposo (RIVERA et al., 2008). 

A quercetina é distribuída para vários tecidos, particularmente pulmão, rim, 

cólon, fígado e testículo, com níveis mais baixos no cérebro (DE BOER et al., 

2005). A diferença entre a concentração de quercetina nos testículos e no cérebro é 

intrigante, ambos têm barreiras específicas, mas o testículo está entre os órgãos 

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

 
Quercetina e reprodução masculina 
 

A quercetina protege contra o estresse oxidativo induzido por uma 

variedade de substâncias químicas tóxicas para o sistema reprodutor masculino, 

como atrazina (ABARIKWU; PANT; FAROMBI, 2013), cádmio (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 agrotóxicos (CIFTCI et al., 2012), por sulfasalazina, um antiinflamátorio que 

causa estresse oxidativo como efeito colateral (OSAWE; FAROMBI, 2018) e 

antineoplásico letrozole (SELIM; ALEISA; DAGHESTANI, 2013) em ratos como 

modelo experimental. 

O tratamento com quercetina (100 mg/Kg) na água dos animais foi capaz 

de prevenir a deposição de arsênico ingerido nos testículos de ratos e impedir o 

dano no DNA dos espermatozoides provocado pelo arsênico, aumentando a 

produção diária de espermatozoides (JAHAN et al., 2016), também foi efetiva na 

prevenção do dano testicular, do estresse oxidativo e da redução de testosterona 

provocados pelo arsênico e aumentou as enzimas antioxidativas (JAHAN et al., 

2015). 

Tem sido demonstrado que a quercetina aumenta a quantidade e a 

motilidade de espermatozoides, estimula órgãos 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 número 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 concentração, motilidade e 

viabilidade dos espermatozoides e preservação da membrana espermática, além 

disso, a morfologia espermática anormal foi diminuída (YELUMALAI et al., 2019). 

As caudas enroladas nos ratos diabéticos sugerem que a diabete causou danos na 

integridade de membrana espermática 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 inflamação nos testículos de 

ratos com diabete induzida, pois a quercetina aumentou a expressão gênica e a 

atividade de SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPx) nos espermatozoides, 

enquanto os níveis de produtos de peroxidação lipídica, NF-κB foram diminuídos 

(YELUMALAI et al., 2019). Os espermatozoides de diabéticos são altamente 

suscetíveis ao dano causado pelas EROS, já que a membrana do espermatozoide 

contem altas quantidades de ácidos graxos poli-insaturados (LA VIGNERA et al., 

2012; RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). Adicionalmente, a alta 

concentração de produtos glicolíticos pode interagir com lipídeos e proteínas 

específicas de membrana, que podem aumentar a produção 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). Redução na espermatogênese pode ser 

devido ao acúmulo de EROS que causam danos na integridade do epitélio 

seminífero e nos constituintes da camada germinativa, resultando em baixa 

contagem espermática (JAHAN et al., 2015). O estresse oxidativo danifica a 

flexibilidade da membrana plasmática 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 prevenção dos efeitos adversos produzidos por peróxido de 

hidrogênio e aumenta as defesas antioxidantes, aumentando a atividade das 

enzimas oxidantes e diminuindo a peroxidação lipídica (BEN ABDALLAH; ZRIBI; 

AMMAR- KESKES, 2011). Além disso, melhorou a viabilidade e a motilidade 

espermáticas (BEN ABDALLAH; ZRIBI; AMMAR-KESKES, 2011). 

Quando a quercetina foi adicionada no meio de criopreservação do 
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espermatozoide humanos melhorou a motilidade espermática, a viabilidade e 

diminuiu o dano no DNA (ZRIBI et al., 2012). Também se mostrou efetiva em inibir 

dano oxidativo na criopreservação 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 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A quercetina é um flavonoide com ação antioxidante e anti-inflamatória que 

pode ser considerada como opção de suplemento para prevenir danos celulares por 

estresse oxidativo decorrente da ingestão de HFD. É importante a avaliação do 

quão prejudicial é a HFD para os testículos e espermatogênese e se a 

suplementação de doses diferentes de quercetina pode prevenir os efeitos 

deletérios dessa dieta. Por isso, o capítulo II é um experimento pré-clínico em ratos 

para avaliar os efeitos da HFD e da suplementação de quercetina. 
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RESUMO 
 
A dieta hiperlipídica por dois meses em ratos provoca o surgimento de esteatose hepática e 

predispõe os animais à intolerância à 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 produção espermática desses animais. A quercetina é 

um flavonoide que tem ação antioxidante, anti-inflamtória e lipolítica, sendo um potencial 

suplemento no combate à esteatose hepática e seus efetios deletérios para a reprodução. O 
objetivo desse estudo experimental foi avaliar a suplementação de quercetina em 

doses de 10 mg e 20 mg por dia em parâmetros reprodutivos e de estresse oxidativo 

testicular em modelos de ratos com esteatose hepática provocada pela dieta rica em 

gordura animal. Os animais receberam, ração comercial (dieta padrão) com ou sem 

a banha de porco (dieta hiperlipídica - HF) e após 2 meses, receberam também uma 

suplementação diária de 0, 10 ou 20 mg de quercetina por mais dois meses. A HF 

diminui o consumo de ração e o peso dos animais, diminuiu o peso de epidídimos e ductos, 

independente da presença de quercetina. Não houve alteração no peso dos testículos, nem 

no epitélio germinativo, nem na motilidade e morfologia espermáticos, nem na expressão de 

genes inflamatórios testiculares (P>0,05). Embora a expressão gênica de Sod2 nos 

testículos tenha sido maior no grupo HF sem quercetina, houve redução do índice 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 suplementação de 20 

mg de quercetina diária reduz o estressse oxidativo testicular em ratos com esteatose 

hepática provocada por dieta hiperlipídica.  

 

Palavras-Chave: antioxidantes, catalase, espermatozoides, glutationa, MDA, TBARs 
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1. INTRODUÇÃO 
  

 O estilo de vida sedentário e o excesso de consumo de dietas ricas 

energeticamente contribuem para o desenvolvimento de obesidade e suas 

desordens associadas, como a resistência à insulina, dislipidemia, hipertensão, 

doenças cardiovasculares e esteatose hepática (1). A esteatose hepática não 

alcóolica é o acúmulo de gordura no fígado sem o excessivo consumo de álcool, 

ocorre quando a síntese de ácidos graxos no fígado excede a sua oxidação (2). 

Como a obesidade tem aumentado em todo o mundo, se aproximando a uma 

pandemia (3), a prevalência de esteatose hepática também tem aumentado, sendo 

de 30 a 40% dos adultos nos países desenvolvidos (4).  

 Estudos em ratos têm demonstrado que a esteatose hepática provocada pela 

dieta hiperlipídica causa redução na testosterona, redução no peso do testículo, no 

peso do epidídimo 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 têm específicas mudanças na espermatogênese, como baixa concentração 

espermática, morfologia espermática anormal (6) e reduzidos movimento 

progressivo e motilidade (7). Além disso, a dieta rica em gorduras trans e ácidos 

graxos saturados afetam negativamente na qualidade do sêmen (8). 

 A quercetina tem potencial no combate à obesidade, diminui os adipócitos e 

previne a formação de novos adipócitos, pela diminuição da adipogênese e pelo 

aumento da apoptose (9). Em ratos com diabete induzida, a quercetina diminui a 

inflamação e o estresse oxidativo nos testículos, aumentando a expressão gênica e 

a  atividade de superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GPx) nos espermatozoides, enquanto os níveis de produtos de peroxidação lipídica 

e fator nuclear kappa B (NF-κB) foram diminuídos (10). 

 Devido às suas diferentes atividades biológicas, lipolítica, antioxidante e anti-

inflamatória, a quercetina pode ser um candidato para a proteção testicular dos 

efeitos deletérios da dieta hiperlipídica e esteatose hepática. Por isso, o objetivo 

desse estudo experimental foi avaliar a suplementação de quercetina em doses de 

10 mg/dia e 20 mg/dia em parâmetros reprodutivos e de estresse oxidativo testicular 

modelos de ratos com esteatose hepática provocada pela dieta rica em gordura 

animal. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Todos os protocolos experimentais que foram utilizados estavam em 

conformidade com os princípios de cuidados com animais de laboratório formulado 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 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 Comitê de Ética 

em Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente 

(SP), número 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 ºC e ciclo claro/escuro de 12 horas, durante todo o experimento. 

Os grupos foram divididos em: CT (animais controle que receberam a ração 

balanceada comercial, água ad libitum e receberam goma sem quercetina); HF 

(animais com dieta hiperlipídica e água ad libitum e receberam goma sem 

quercetina); HFQ10 (animais com dieta hiperlipídica e água ad libitum e receberam 

suplementação com 10 mg/dia de goma de quercetina); HFQ20 (animais que 

receberam ração hiperlipídica e água ad libitum e receberam suplementação com 20 

mg/dia de goma quercetina). O experimento teve duração de 4 meses, a goma 

começou a ser suplementada para os animais após a oitava semana e foi até o final 

do experimento (Figura 1). 

A ração balanceada comercial (Supralab® produzido por Alisul, Rio Grande 

do Sul, Brasil), foi utilizada como dieta controle normolipídica e atende todas 

exigências nutricionais desses animais, sua composição foi de (níveis de garantia/Kg 

de ração): 22,0% de proteína bruta; 2,5% de extrato etéreo; 6,0% de matéria fibrosa; 

10% de matéria mineral; 1,2% de cálcio; 0,7% de fósforo; 3.000 mg de metionina; 

7.000 UI de vitamina A; 50 mg de vitamina C; 2.000 UI de vitamina D3; 15 UI 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 ácido fólico; 12,0 mg de 
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ácido pantotênico; 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 manganês; 0,4 mg de 

selênio; 50,0 mg de zinco. 

A dieta hiperlipídica era composta por 50% de ração balanceada comercial 

modificada com adição de gordura de origem animal (banha suína Sadia®), para se 

atingir a concentração de 30% (g/g) de lipídios e 20% (g/g) de frutose (11–13). A 

banha suína aquecida e a frutose foram adicionadas à ração comercial que foi 

repeletizada para alimentar os animais. 

A goma que foi administrada aos ratos era composta por 3,4 g de ágar, 7,5 g 

de gelatina de morango e 100 mL de água. 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 horário, no período da manhã. 

O consumo da ração pelos ratos Wistar de todos os grupos experimentais 

foram determinados diariamente durante todo o experimento. Para isto, a ração foi 

pesada antes de ser colocada no comedouro dos ratos e, após 24 horas, foi pesado 

a sobra da ração no comedouro. Subtraindo-se o segundo peso do primeiro peso, 

foram o consumo médio diário de ração de cada grupo experimental de ratos Wistar, 

que foram divididos pelo número de ratos de cada grupo experimental, e assim, foi 

determinado o consumo diário médio de ração por rato de cada grupo experimental. 

Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados e mortos por 

exsanguinação. O peso dos testículos, epidídimos e ductos deferentes foram 

verificados. Os testículos direitos foram removidos e fixados em Methacarn, para 

confecção das lâminas histológicas e os testículos esquerdos foram imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido e depois armazenados em freezer a -80°C. Os 

espermatozoides foram obtidos no momento da eutanásia dos ductos deferentes 

para análise da motilidade e morfologia espermática. 

 

2.2. Motilidade espermática 
 

Os espermatozoides foram liberados do ducto deferente esquerdo logo após 

a morte dos animais com ajuda de uma seringa, no meio PBS a 34ºC. Esta solução 

espermática foi utilizada para a análise da motilidade dos espermatozoides feita em 
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câmara de Neubauer, por estimativa visual (100 espermatozoides por animal) em 

microscópio de luz (Leica DMLS) em aumento de 400X. Os espermatozoides foram 

classificados como: móveis com trajetória progressiva; móveis sem progressão e 

imóveis.  

 

2.3. Morfologia espermática 
 

Para a análise da morfologia espermática, os espermatozoides foram 

liberados com ajuda de uma seringa e fixados em formol-salina a 10% e 

refrigerados. Foram realizados esfregaços com os espermatozoides em lâminas 

histológicas, que foram observados em microscópio (aumento de 400X) (14). Foram 

analisados 200 espermatozoides por animal e as anormalidades morfológicas 

encontradas classificadas em duas categorias: a) anormalidades da cabeça (sem 

curvatura característica, em forma de alfinete, sem curvatura ou isolada); e b) 

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

 

2.4. Morfometria testicular 
 

Os testículos foram inclusos em Paraplast e realizados cortes de 3µm de 

espessura e as lâminas foram confeccionadas utilizando micrótomo. Então as 

lâminas foram submetidas à coloração de hematoxilina-eosina. As lâminas foram 

fotografadas por uma câmera acoplada ao microscópio óptico em objetiva de 4x. As 

lâminas foram então fotografadas e avaliadas utilizando o software MOTIC Image 

plus 2.0®.    

A área do lúmen seminífero, do epitélio germinativo e do túbulo seminífero 

foram avaliadas. A média das áreas foram verificadas em 10 cortes por animal 

contando 10 medidas por corte.  

 

2.5 Expressão gênica relativa 
 

Para a análise da RT-qPCR, os testículos congelados no freezer a -80°C 

foram  triturados em homogeneizador de tecidos e submetidos ao protocolo de 

extração do TRIzol® (InvitrogenTM, ThermoFisher Scientific Inc.,  Carlsbad, 

California, EUA). A concentração 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 NanoDropTMLite (Fischer ScientificTM, ThermoFisher Scientific 

Inc., Wilmington, Delaware, EUA). Todas as amostras de RNA total foram tratadas 

com DNAse antes de serem submetidas à transcrição reversa (RT) seguida da 

reação em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR), conforme as instruções do 

protocolo DNAse I Amplification Grade (InvitrogenTM ThermoFisher Scientific, Foster 

City, Califórnia, EUA).   

A RT foi realizada utilizando o protocolo da High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied ByosystemsTM, ThermoFisher Scientific, Vilnius, Lituânia), 

seguindo protocolo do fabricante com oligonucleotídeos iniciadores randômicos.  

A qPCR foi realizada no termociclador StepOnePlusTM (Applied Biosystems®, 

Foster City, California, EUA) para a análise quantitativa da expressão gênica 

relativa. Como controle interno das reações de qPCR foram utilizados 3 genes 

referência, a fim de normalizar os resultados obtidos para o gene-alvo. Os 

oligonucleotídeos iniciadores foram obtidos a partir de ensaios FAM-MGB TaqMan® 

(Applied Biosystems®, Foster City, Califórnia, EUA), já padronizados conforme 

descrição a seguir, para os gene-alvos: fator de necrose tumoral alfa (Tnfα): 

Rn01525859_g1, produto: 92 pb; interleucina 6 (Il6): Rn99999011_m1, produto: 90 

pb; catalase (Cat): Rn00560930_m1, produto: 107 pb; superóxido dismutase 2 

(Sod2): Rn00690588_g1, produto: 64pb; e glutationa sintetase (Gss): 

Rn00564188_m1, produto: 67 pb.  

Como controle interno das reações de qPCR foram testados 3 genes 

referência para os seguintes ensaios TaqMan®: proteína ribossomal S18 (Rps18):  

Rn01428913_gH, Produto: 62 pb; gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (Gapddh): 

Rn017775763_g1, produto: 174 pb; e hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase 

1(Hprt1): Rn01527840_m1, produto: 64 pb. O gene referência escolhido foi o mais 

estável utilizando o programa NormFinderTM Software (https://moma.dk/normfinder-

software, MOMA, Dinamarca).  

As reações de PCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a 

expressão gênica foi determinada pela quantificação em relação ao gene referência. 

O cálculo das eficiências para os genes alvo e controle foi realizado por meio da 

curva padrão relativa com diluições seriadas. Para quantificação relativa das 

amplificações foi empregado o método de Pfaffl (2001), considerando a média 

aritmética do ∆Ct do grupo controle como calibrador de reação. 

 

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. Análise do perfil oxidativo  
 

Os testículos congelados também foram utilizados para a análise do perfil 

oxidativo pelos níveis de malondialdeído (MDA) e atividade das enzimas envolvidas 

no estresse oxidativo. Para tanto, a concentração de substratos reativos de ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) foi avaliada para determinar a peroxidação lipídica dos 

testículos, desde que a decomposição dos peróxidos lipídicos resulta na formação 

de TBARS. Os níveis de MDA, um produto intermediário da peroxidação lipídica, 

foram determinados por espectrofotometria pela diferença entre a absorbância em 

535 e 572 nm (SpectraMax Plux 384, Molecular Devices, USA). Os resultados são 

expressos em nmol de MDA por miligrama de proteína (17). 

A avaliação da atividade da SOD foi realizada de acordo com o método 

descrito por Senthilkumar et al. (2021). A reação consiste em quantificar o complexo 

formado entre os ânions superóxido pela adição de NBT e NH2OH·HCl com 

coloração amarela e a redução de NBT, formando uma leitura de cor azul em 560 

nm. As amostras foram lidas a cada 15 segundos por 2 minutos.  

A atividade enzimática da CAT foi determinada pela degradação do peróxido 

de hidrogênio em oxigênio e água. Após a determinação da concentração de 

proteínas (normalizadas 1,0 mg/ml em PBS), 297 μl de meio de reação 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 

conjugação com a glutationa (20). A concentração de GSH foi determinada de 

acordo com o método proposto por Rahman et al. (2006), com algumas 

modificações, utilizando ácido 5,5'-ditiobis 20-nitrobenzóico no homogenato, 

evidenciado pela formação da cor amarela. Os níveis de GSH foram medidos a 412 

nm e os resultados serão expressos em μmol/mg de proteína. Os níveis de GSSG e 

índice de estresse oxidativo (IEO) foram calculados, levando em consideração a 

estequiometria da reação (22). Os valores de GSSH e IEO foram determinados, 

respectivamente, pelas equações: GSSG (μM) = (GT – GSH/2); IEO (%) = 

(GSSG/GSH) x 100. Os resultados foram expressos em μM/mg protein. A 

concentração de GT foi determinada utilizando ácido 5,5'-ditiobis 20-nitrobenzóico 

(DTNB), fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida (NADPH) e a glutationa 
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redutase (GR) sobre a amostra. As concentrações de GT foram medidas a 412 nm 

após 15 minutos de incubação das amostras com o meio de reação.  

 

2.6. Análise estatística  
 
 Os dados passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A análise 

estatística utilizada para a maioria dos parâmetros foi ANOVA seguida do contraste 

de Tukey, exceto para os dados de porcentagem de motilidade e morfologia 

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

 

3. RESULTADOS 
 
 Os grupos de animais não apresentavam diferença significativa no peso 

corporal inicial, mas no final do experimento, os que consumiram a dieta hiperlipídica 

tiveram um menor peso corporal (Figura 2). O consumo de ração hiperlipídica foi 

menor (P<0,05) do que da ração comercial, os grupos HFQ10 e HFQ20 ainda 

tiveram o menor (P<0,05) consumo de ração que o HF (Figura 2). 

 O peso dos testículos, as áreas de túbulo e lúmen seminíferos e a área de 

epitélio seminífero não diferiram entre os grupos experimentais (Figura 3). Já o peso 

dos epidídimos e dos ductos deferentes reduziram significativamente nos grupos 

com dieta hiperlipídica (Figura 3). 

 Não houve diferença entre os grupos experimentais na motilidade (Figura 4), 

nem na morfologia espermática (Tabela 1), p>0,05. Também não houve diferença 

significativa entre os grupos na abundância relativa de RNAm das citocinas 

inflamatórias Tnfα e Il6, nem das enzimas antioxidantes Gss e Cat nos testículos dos 

animais (Figura 5). Porém, o HFQ20 teve menor expressão (P=0,0298) de Sod2 que 

o HF (Figura 5). 

 Os grupos experimentais não diferiram na concentração de malondialdeído 

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 à maior concentração de GSSG no grupo HF 

que no grupo HFQ20 (Figura 7), p=0,0350. Os grupos com dieta hiperlipídica tiveram 

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

A esteatose hepática dos animais induzida pela dieta hiperlipídica do presente 

experimento foi confirmada por histologia hepática e por verificação das 

concentrações séricas das enzimas hepáticas (dados não publicados) (23). Esse 

modelo de dieta hiperlipídica com acréscimo de banha suína é um modelo para 

desenvolvimento de esteatose hepática, intolerância à glicose e/ou dislipidemia, 

visto em vários experimentos (1,11,23–27), o estresse oxidativo também já foi 

observado em alguns estudos no plasma (27) ou no fígado (25,26,28). O acúmulo 

intra-hepático de lipídeos (excessivo conteúdo de triglicerídeos) e o estresse 

oxidativo são os principais mecanismos envolvidos na progressão da esteatose 

hepática (29). Estudos in vitro demonstraram que a quercetina reduz o acúmulo de 

lipídeos hepáticos e a esteatose hepática, com diminuição no estresse oxidativo 

(30,31). A quercetina também diminui a esteatose hepática em ratos (23). 

Este é um estudo pioneiro que avalia diferentes concentrações de quercetina 

em parâmetros reprodutivos de um modelo experimental de esteatose hepática. A 

quercetina na dose de 20 mg/dia, no presente estudo, foi efetiva em diminuir a 

concentração de glutationa oxidada (GSSG) e o índice de estresse oxidativo (IEO%) 

dos testículos dos animais alimentados com dieta hiperlipídica. Outros estudos 

também demonstraram a capacidade antioxidante da quercetina para os testículos. 

Em ratos diabéticos, a quercetina diminuiu a peroxidação lipídica e aumentou os 

níveis de enzimas antioxidantes nos testículos (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 hiperlipídica provocou um menor consumo de ração pelos animais nos 

4 meses de experimento. A dieta rica em gordura pode promover maior saciedade 

aos indivíduos e com isso reduzir o consumo de ingesta (34). A composição dos 

ácidos graxos nas dietas hiperlipídicas também influencia na saciedade e é sabido 

que os ácidos graxos poli-insaturados e os ácidos graxos saturados provocam maior 

saciedade que os ácidos graxos monoinsaturados (35). A gordura suína contém 

vários ácidos graxos, sua composição é de aproximadamente 43% de oleico 

(monoinsaturado), 25% palmítico, 18% esteárico (ambos saturados) e 17% linoleico 

(poli-insaturado) e menores porcentagens dos demais (36). Observa-se que os 

grupos que consumiram dieta hiperlipídica e quercetina (10 ou 20 mg), o consumo 
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foi ainda menor de ração. Foi demonstrado que a quercetina altera o perfil de 

transcriptoma de diferentes genes, um dos genes que são mais expressos com a 

quercetina é o neuropeptídeo Y, que atua na saciedade (12). 

Condizente com o menor consumo de ração, a dieta hiperlipídica provocou 

perda de peso nos ratos, mas a quercetina não influenciou no peso. Uma recente 

metanálise que incluiu nove ensaios clínicos randomizados mostrou que a 

quercetina não altera o peso corporal, nem a circunferência abdominal dos 

indivíduos (37).  

O peso dos epidídimos e dos ductos deferentes foi menor nos grupos com 

dieta hiperlipídica. O peso desses órgãos tem relação com a produção espermática, 

já que são canais de trânsito e armazenamento dos espermatozoides, quanto maior 

a produção espermática, maior o peso dos órgãos. É sabido que a esteatose 

hepática devido à dieta hiperlipídica diminui a concentração espermática e o peso do 

epidídimo (5). Foi observado uma correlação entre o consumo de ácidos graxos 

saturados e diminuição na concentração espermática de homens (38). Nenhuma das 

concentrações utilizadas de quercetina foi capaz de reverter o peso desses órgãos. 

A dieta hiperlipídica não alterou o peso dos testículos nem a área de epitélio 

germinativo dos túbulos seminíferos. Alguns estudos com esteatose hepática 

mostram diminuição do peso do testículo e alterações celulares nos túbulos, 

apoptose das células germinativas e vacuolização (4,5). Essas diferenças podem ser 

devido às diferentes dietas hiperlipídicas usadas nos estudos, óleo de canola (4)  e 

ração com 23% de banha suína (5). Nesse estudo, com 25% de banha suína, o peso 

dos animais não foi menor que do controle, indicando uma maior ingesta de ração 

(5).  

A motilidade e a morfologia espermática também não se alteraram com a 

dieta hiperlipídica com ou sem quercetina. Em estudo com dieta hiperlipídica de óleo 

de canola, a dieta aumentou os defeitos morfológicos nos espermatozoides e 

também a porcentagem de espermatozoides imóveis (4). Já no estudo com ratos 

com esteatose hepática provocada por dieta hiperlipídica com banha de porco, não 

foi observado aumento nos defeitos morfológicos dos espermatozoides (5). 

Não foi detectado peroxidação lipídica nos testículos dos grupos submetidos à 

dieta hiperlipídica no presente estudo. O malondialdeído (MDA) é um dos produtos 

secundários da peroxidação lipídica, que pode ser medido por meio de sua reação 

com o ácido tiobarbitúrico (TBA), que produz o complexo MDA-TBA, detectado por 
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espectrofotometria método conhecido como substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) (39). O MDA é um produto final da peroxidação lipídica, 

principalmente proveniente do ácido araquidônico, proveniente do ácido graxo 

ômega-6 (ácido linoleico), que está em menores concentrações na banha suína e 

talvez por isso a dieta hiperlipídica não tenha causado peroxidação lipídica nas 

células testiculares. A produção excessiva de MDA contribui para o aumento da 

resposta inflamatória por ativação de citocinas pró-inflamatórias. No presente estudo 

também não houve alteração na expressão gênica de Tnfα e Il6.  

A maior e expressão gênica de Sod2 nos testículos do HF comparado com 

HFQ20 não refletiu uma redução no estresse oxidativo, pois houve redução do índice 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 hipótese de que a quercetina diminuiria o estresse oxidativo testicular. Já 10 mg 

diários de quercetina não teve efeito na redução no índice de estresse oxidativo, nem na 

concentração da GSSG nos testículos. A dieta hiperlipídica aumentou as concentrações 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) não diferiu entre os grupos, esta 

enzima tem a função catalisar reações de conjugação da glutationa reduzida (GSH) com os 

metabólitos produzidos, facilitando assim sua excreção. Também não houve diferença entre 

os grupos nem na expressão gênica da catalase, nem na sua atividade, a catalase é 

responsável pela oxidação do peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio. 

Conclui-se que a suplementação de 20 mg de quercetina diária reduz o estressse 

oxidativo testicular em ratos com esteatose hepática provocada por dieta hiperlipídica.  
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FIGURA 1. Delineamento experimental do presente estudo. Os 24 ratos Wistar 

foram divididos em 4 diferentes grupos experimentais: CT (animais controle que 

receberam a ração balanceada comercial e receberam goma sem quercetina); HF 

(animais com dieta hiperlipídica que receberam goma sem quercetina); HFQ10 

(animais com dieta hiperlipídica e suplementação com 10 mg/dia de goma de 

quercetina); HFQ20 (animais que receberam ração hiperlipídica e suplementação 

com 20 mg/dia de goma quercetina). O experimento deve duração de 4 meses e 

após 2 meses de consumo de ração comercial ou dieta hiperlipídica, a 

suplementação com goma de quercetina foi adicionada diariamente até o término do 

experimento. 
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FIGURA 2. Média e erro padrão da média dos pesos corporais inicial e final dos 

ratos Wistar e do consumo de ração dos mesmos durante os quatro meses de 

experimento. Os grupos experimentais foram (n=6): CT (animais controle que 

receberam a ração balanceada comercial e receberam goma sem quercetina); HF 

(animais com dieta hiperlipídica que receberam goma sem quercetina); HFQ10 

(animais com dieta hiperlipídica e suplementação com 10 mg/dia de goma de 

quercetina); HFQ20 (animais que receberam ração hiperlipídica e suplementação 

com 20 mg/dia de goma quercetina). 

 

 
 
Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos 
experimentais. ANOVA seguida de Tukey (P<0,05).  
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FIGURA 3. Média e erro padrão da média dos pesos dos testículos, epidídimos e 

ductos deferentes e área do epitélio germinativo dos túbulos seminíferos de ratos 

Wistar dos seguintes grupos experimentais foram (n=6): CT (animais controle que 

receberam a ração balanceada comercial e receberam goma sem quercetina); HF 

(animais com dieta hiperlipídica que receberam goma sem quercetina); HFQ10 

(animais com dieta hiperlipídica e suplementação com 10 mg/dia de goma de 

quercetina); HFQ20 (animais que receberam ração hiperlipídica e suplementação 

com 20 mg/dia de goma quercetina). 

 

 
Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos 
experimentais. ANOVA seguida de Tukey (P<0,05). 
 
  



63 
 

FIGURA 4. Mediana, mínima e máxima da porcentagem de espermatozoides em 

movimento progressivo, em movimento não progressivo e de espermatozoides 

imóveis de ratos Wistar dos seguintes grupos experimentais foram (n=6): CT 

(animais controle que receberam a ração balanceada comercial e receberam goma 

sem quercetina); HF (animais com dieta hiperlipídica que receberam goma sem 

quercetina); HFQ10 (animais com dieta hiperlipídica e suplementação com 10 

mg/dia de goma de quercetina); HFQ20 (animais que receberam ração hiperlipídica 

e suplementação com 20 mg/dia de goma quercetina). 

 

 
Não houve diferença significativa entre os grupos experimentais. Kruskal-Wallis 

seguido de Dunn (P>0,05). 
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TABELA 1. Mediana (mínima-máxima) da porcentagem de morfologia espermática 

de ratos Wistar de 4 diferentes grupos experimentais (n=6): CT (animais controle 

que receberam a ração balanceada comercial e receberam goma sem quercetina); 

HF (animais com dieta hiperlipídica que receberam goma sem quercetina); HFQ10 

(animais com dieta hiperlipídica e suplementação com 10 mg/dia de goma de 

quercetina); HFQ20 (animais que receberam ração hiperlipídica e suplementação 

com 20 mg/dia de goma quercetina). 

 

 Grupos experimentais 

Morfologia 

espermática 

CT 

 

HF HFQ10 HFQ20 

Sem patologias 80,75 

(59,0-90,5) 

84,50 

(69,0-91,0) 

84,75 

(64,5-90,5) 

89,00 

(73,5-91,0) 

Patologias de cabeça 15,75 

(9,0-34,0) 

12,25 

(5,0-26,0) 

11,75 

(8,5-31,0) 

7,75 

(7-21,5) 

Patologias da cauda 3,75 

(0,5-7,0) 

4,5 

(0,5-6,0) 

3,25 

(1,0-8,0) 

3,25 

(2,0-5,0) 

Não houve diferença entre os grupos experimentais (P>0,05). 
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FIGURA 5: Expressão gênica relativa de genes inflamatórios (Tnfα e Il6) e de genes 

antioxidantes (Gss, Sod2 e Cat) em testículos de ratos Wistar dos seguintes grupos 

experimentais foram (n=6): CT (animais controle que receberam a ração balanceada 

comercial e receberam goma sem quercetina); HF (animais com dieta hiperlipídica 

que receberam goma sem quercetina); HFQ10 (animais com dieta hiperlipídica e 

suplementação com 10 mg/dia de goma de quercetina); HFQ20 (animais que 

receberam ração hiperlipídica e suplementação com 20 mg/dia de goma quercetina). 

O gene referência utilizado foi o Hprt1. 

 

 

 
Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos 
experimentais. ANOVA seguida de Tukey (P<0,05). 
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FIGURA 6: Média e erro padrão da média do TBARS - quantidade de 

malondialdeído (MDA), índice de estresse oxidativo (IEO%), concentração de 

glutationa oxidada (GSSG), concentração de glutationa reduzida (GSH) e as 

atividades específicas das enzimas gluationa-S-transferase (GST) e catalase (CAT) 

em testículos de ratos Wistar dos seguintes grupos experimentais foram (n=6): CT 

(animais controle que receberam a ração balanceada comercial e receberam goma 

sem quercetina); HF (animais com dieta hiperlipídica que receberam goma sem 

quercetina); HFQ10 (animais com dieta hiperlipídica e suplementação com 10 

mg/dia de goma de quercetina); HFQ20 (animais que receberam ração hiperlipídica 

e suplementação com 20 mg/dia de goma quercetina).  

 

 
 
Letras diferentes representam diferenças significativas entre os grupos 
experimentais. ANOVA seguida de Tukey (P<0,05). 
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authors to confirm agreement with the final statement.

Ethics Statement

Authors must include an Ethics Statement confirming that they have adhered to the journals ethical
policy. This should state the ethical guidelines followed and the ethical approval process and approval
number, if available. If no ethical approval was required, for example, if the paper is a review which
includes no original research data – this should be stated within the Ethics Statement. Examples of how
these statements may look are below:

Example of an Ethics Statement where ethical approval was required: ‘The authors confirm that the ethical
policies of the journal, as noted on the journal’s author guidelines page, have been adhered to and the
appropriate ethical review committee approval has been received. The study conformed to the US Federal Policy
for the Protection of Human Subjects.’

Example of an Ethics Statement where ethical approval was not required: ‘The authors confirm that the
ethical policies of the journal, as noted on the journal’s author guidelines page, have been adhered to. No
ethical approval was required as this is a review article with no original research data.’

Author Contribution Statement

Statement of contribution for authors, listing each author’s contribution to the manuscript.

Abstract

Abstracts are required for some manuscript types. For details on manuscript types that require abstracts,
as well as how to prepare them, please refer to the ‘Manuscript Types and Criteria’ section.

Graphical Abstract

Please upload the Graphical Abstract as an Graphical Abstract Image and separate Graphical Abstract
Text file. The Graphical Abstract Image is an illustration published in the Table of Contents to help non-
specialists understand the context and significance of your research. It should be approximately square,
ideally in colour and should contain a high impact Figure, Graph or Photograph that summarises the key
findings of your research. This image will be captioned with the Graphical Abstract Text that you supply as
a separate file.

The Graphical Abstract Text is a short statement of 50 words or less (1-2 sentences) published in the Table
of Contents that describes the key findings and main message of the work. This caption will appear with
the Graphical Abstract Image that you supply as a separate file. As some search engines may not return
the Graphical Abstract Image with the text Abstract; the text Abstract should still be written in a manner
that allows it to be understood without reference to the Graphical Abstract Image.

Keywords

Please provide 3-8 keywords. Keywords should be taken from those recommended by the US National
Library of Medicine's Medical Subject Headings (MeSH) browser list at www.nlm.nih.gov/mesh.

Main Text

The journal uses US spelling; however, authors may submit using either option, as spelling of
accepted papers is converted during the production process.
Footnotes to the text are not allowed and any such material should be incorporated into the text as
parenthetical matter.
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References

All references should be numbered consecutively in order of appearance and should be as complete as
possible. In text citations should cite references in consecutive order using Arabic superscript numerals.
For more information about AMA reference style please consult the AMA Manual of Style

Sample references follow:

Journal article
1. King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Numerical aspects of pontine, lateral reticular, and inferior
olivary projections to two paravermal cortical zones of the cat cerebellum. J Comp Neurol 1998;390:537-
551.

Book
2. Voet D, Voet JG. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p.

Internet document
3. American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2003.
http://www.cancer.org/downloads/STT/CAFF2003PWSecured.pdf Accessed March 3, 2003

Tables

Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in the text. They
should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends should be concise but comprehensive
– the table, legend, and footnotes must be understandable without reference to the text. All
abbreviations must be defined in footnotes. Footnote symbols: †, ‡, §, ¶, should be used (in that order)
and *, **, *** should be reserved for P-values. Statistical measures such as SD or SEM should be
identified in the headings.

Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive – the figure and its legend must be understandable
without reference to the text. Include definitions of any symbols used and define/explain all abbreviations
and units of measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review purposes,
a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted. Click here for the basic figure requirements
for figures submitted with manuscripts for initial peer review, as well as the more detailed post-
acceptance figure requirements.

Figures submitted in colour may be reproduced in colour online free of charge. Please note, however,charg
that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied in black and white so that they
are legible if printed by a reader in black and white.

Data Citation

Please review Wiley’s data citation policy here.

Additional Files

Appendices
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http://media.wiley.com/assets/7323/92/electronic_artwork_guidelines.pdf
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Appendices will be published after the references. For submission they should be supplied as separate
files but referred to in the text.

Graphical Table of Contents

The journal’s table of contents will be presented in graphical form with a brief abstract.

The table of contents entry must include the article title, the authors' names (with the corresponding
author indicated by an asterisk), no more than 80 words or 3 sentences of text summarising the key
findings presented in the paper and a figure that best represents the scope of the paper (see the section
on abstract writing for more guidance).

Table of contents entries should be submitted to Scholar One in one of the generic file formats and
uploaded as ‘Supplementary material for review’ during the initial manuscript submission process.

The image supplied should fit within the dimensions of 50mm x 60mm, and be fully legible at this size.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article, but provides greater depth and
background. It is hosted online and appears without editing or typesetting. It may include tables, figures,
videos, datasets, etc.

Click here for Wiley’s FAQs on supporting information.

Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper are available
via a publicly available data repository, authors should include a reference to the location of the material
within their paper.

General Style Points

The following points provide general advice on formatting and style.

Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used repeatedly and
the abbreviation is helpful to the reader. Initially, use the word in full, followed by the abbreviation
in parentheses. Thereafter use the abbreviation only.
Units of measurement: All measurements must be given in metric units. English units may also be
given parenthetically if the measurements were originally done in English units. These guidelines
are in accordance with the 'Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals'.
Numbers: numbers under 10 are spelt out, except for: measurements with a unit (8mmol/l); age (6
weeks old), or lists with other numbers (11 dogs, 9 cats, 4 gerbils).
Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic name only. Trade names
should not be used. Drugs should be referred to by their generic names. If proprietary drugs have
been used in the study, refer to these by their generic name, mentioning the proprietary name and
the name and location of the manufacturer in parentheses.

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing manuscripts for
submission available here. In particular, authors may benefit from referring to Wiley’s best practice tips
on Writing for Search Engine Optimization.

Article Preparation Support: Wiley Editing Services offers expert help with English Language Editing, as
well as translation, manuscript formatting, figure illustration, figure formatting, and graphical abstract

http://www.wileyauthors.com/suppinfoFAQs
http://www.wileyauthors.com/prepare
http://www.wileyauthors.com/seo
https://wileyeditingservices.com/en/article-preparation/?utm_source=wol&utm_medium=backlink&utm_term=ag&utm_content=prep&utm_campaign=prodops
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design – so you can submit your manuscript with confidence.
Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance about writing and
preparing your manuscript.        

Guidelines for cover submissions:If you would like to send suggestions for artwork related to your
manuscript to be considered to appear on the cover of the journal, please follow these general
guidelines.

 

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Peer Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its significance to
journal readership. Manuscripts are single-blind peer reviewed. Papers will only be sent to review if the
Editor-in-Chief determines that the paper meets the appropriate quality and relevance requirements.

Wiley's policy on the confidentiality of the review process is
f="http://www.wileypeerreview.com/reviewpolicy">available here.

Expects Data Sharing

Please review Wiley’s policy here. This journal expects and peer review data sharing.

The journal expects that data supporting the results in the paper will be archived in an appropriate public
repository. Authors are required to provide a data availability statement to describe the availability or the
absence of shared data. When data have been shared, authors are required to include in their data
availability statement a link to the repository they have used, and to cite the data they have shared.
Whenever possible the scripts and other artefacts used to generate the analyses presented in the paper
should also be publicly archived. If sharing data compromises ethical standards or legal requirements
then authors are not expected to share it.

See the Standard Templates for Author Use section to select an appropriate data availability statement
for your dataset.

Guidelines on Publishing and Research Ethics in Journal Articles

Please review Wiley’s policies surrounding human studies, animal studies, clinical trial registration,
biosecurity, and research reporting guidelines here.

Genetic Nomenclature

Sequence variants should be described in the text and tables using both DNA and protein designations
whenever appropriate. Sequence variant nomenclature must follow the current HGVS guidelines; see
varnomen.hgvs.org, where examples of acceptable nomenclature are provided.

Conflict of Interest

The journal requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest. Any interest or
relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing an author's objectivity is
considered a potential source of conflict of interest. These must be disclosed when directly relevant or
directly related to the work that the authors describe in their manuscript. Potential sources of conflict of
interest include, but are not limited to: patent or stock ownership, membership of a company board of
directors, membership of an advisory board or committee for a company, and consultancy for or receipt
of speaker's fees from a company. The existence of a conflict of interest does not preclude publication. If
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the authors have no conflict of interest to declare, they must also state this at submission. It is the
responsibility of the corresponding author to review this policy with all authors and collectively to disclose
with the submission ALL pertinent commercial and other relationships.

Funding

Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are responsible for the
accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the Open Funder Registry for the correct
nomenclature: https://www.crossref.org/services/funder-registry/

Authorship

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. All those listed as
authors should qualify for authorship according to the following criteria:

1. Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or analysis and
interpretation of data;
2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important intellectual content;
3. Given final approval of the version to be published. Each author should have participated sufficiently in
the work to take public responsibility for appropriate portions of the content; and
4. Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to the accuracy
or integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved.

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with
permission from the contributor, in an Acknowledgments section (for example, to recognize contributions
from people who provided technical help, collation of data, writing assistance, acquisition of funding, or a
department chairperson who provided general support). Prior to submitting the article all authors should
agree on the order in which their names will be listed in the manuscript.

Additional Authorship Options. Joint first or senior authorship: In the case of joint first authorship, a
footnote should be added to the author listing, e.g. ‘X and Y should be considered joint first author’ or ‘X
and Y should be considered joint senior author.’

As part of the journal’s commitment to supporting authors at every step of the publishing process, the
journal requires the submitting author (only) to provide an ORCID iD when submitting a manuscript. This
takes around 2 minutes to complete. Find more information here.

Publication Ethics

This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). Note this journal uses
iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and similar text in submitted
manuscripts. Read Wiley'sTop 10 Publishing Ethics Tips for Authors here. Wiley’s Publication Ethics
Guidelines can be found here.

Rapid publication

Concise manuscripts (4 or fewer journal pages) representing studies of outstanding scientific significance
may be submitted for Rapid Publication. These manuscripts must be completely documented by
reference to the literature and by a thorough description of the experimental procedures. If authors
desire Rapid Publication, they must state so explicitly in their covering letter. For more information
regarding guidelines for Rapid Publication, please contact the Central Editorial Office.

6. AUTHOR LICENSING

If a paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author will receive an email
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prompting them to log in to Author Services, where via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will
be required to complete a copyright license agreement on behalf of all authors of the paper.

Authors may choose to publish under the terms of the journal’s standard copyright agreement, or open
access under the terms of a Creative Commons License.

General information regarding licensing and copyright is available here. To review the Creative Commons
License options offered under open access, please click here. (Note that certain funders mandate that a
particular type of CC license has to be used; to check this please click here.)

Self-Archiving Definitions and Policies. Note that the journal’s standard copyright agreement allows for
self-archiving of different versions of the article under specific conditions. Please click here for more
detailed information about self-archiving definitions and policies.

Open Access fees: Authors who choose to publish open acess will be charged a fee. charg For more
information on this journal’s APCs, please see the Open Access page.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s compliance with specific Funder
Open Access Policies.

7. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE

Accepted article received in production

When an accepted article is received by Wiley’s production team, the corresponding author will receive an
email asking them to login or register with Wiley Author Services. The author will be asked to sign a
publication license at this point.

Accepted Articles

The journal offers Wiley’s Accepted Articles service for all manuscripts. This service ensures that accepted
‘in press’ manuscripts are published online shortly after acceptance, prior to copy-editing or typesetting.
Accepted Articles are published online a few days after final acceptance and appear in PDF format only.
They are given a Digital Object Identifier (DOI), which allows them to be cited and tracked and are indexed
by PubMed. After the final version article is published (the article of record), the DOI remains valid and
can still be used to cite and access the article.

Accepted Articles will be indexed by PubMed; submitting authors should therefore carefully check the
names and affiliations of all authors provided in the cover page of the manuscript so it is accurate for
indexing. Subsequently, the final copyedited and proofed articles will appear in an issue on Wiley Online
Library; the link to the article in PubMed will update automatically.

Proofs

Once the paper is typeset, the author will receive an email notification with the URL to download a PDF
typeset page proof, as well as associated forms and full instructions on how to correct and return the file.

Please note that the author is responsible for all statements made in their work, including changes made
during the editorial process – authors should check proofs carefully. Note that proofs should be returned
within 48 hours from receipt of first proof.

Early View

The journal offers rapid speed to publication via Wiley’s Early View service. Early View (Online Version of
Record) articles are published on Wiley Online Library before inclusion in an issue. Note there may be a
delay after corrections are received before the article appears online, as Editors also need to review
proofs. Once the article is published on Early View, no further changes to the article are possible. The
Early View article is fully citable and carries an online publication date and DOI for citations.
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8. POST PUBLICATION

Access and sharing

When the article is published online:

• The author receives an email alert (if requested).
• The link to the published article can be shared through social media.
• The author will have free access to the paper (after accepting the Terms & Conditions of use, they can
view the article).
• The corresponding author and co-authors can nominate up to ten colleagues to receive a publication
alert and free online access to the article.

Promoting the Article

To find out how to best promote an article, click here.

Correction to Authorship

In accordance with Wiley’s Best Practice Guidelines on Research Integrity and Publishing Ethics and the
Committee on Publication Ethics’ guidance, American Journal of Reproductive Immunology will allow
authors to correct authorship on a submitted, accepted, or published article if a valid reason exists to do
so. All authors – including those to be added or removed – must agree to any proposed change. To
request a change to the author list, please complete the Request for Changes to a Journal Article Author
List Form and contact either the journal’s editorial or production office, depending on the status of the
article. Authorship changes will not be considered without a fully completed Author Change form.
[Correcting the authorship is different from changing an author’s name; the relevant policy for that can be
found in Wiley’s Best Practice Guidelines under “Author name changes after publication.”]

Measuring the Impact of an Article

Wiley also helps authors measure the impact of their research through specialist partnerships with Kudos
and Altmetric.

Cover Image Submissions    

This journal accepts artwork submissions for Cover Images. This is an optional service you can use to help
increase article exposure and showcase your research. For more information, including artwork
guidelines, pricing, and submission details, please visit the Journal Cover Image page. 
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Start your submission
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