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RESUMO

A quercetina é um flavonoide com ampla distribuicdo em alimentos de origem vegetal,
principalmente na cebola e na mac&, e vem sendo relacionada a beneficios em diversas
doengas, como céncer, diabetes mellitus tipo 2, obesidade, cardiopatias, hepatopatias,
dentre outras. Recentemente, também tem sido estudada quanto aos efeitos sobre o
desempenho fisico. Os resultados sdo controversos, e seus mecanismos de acdo ndo estdo
bem elucidados. Dentro desse contexto, para investigacdo de funcdes bioldgicas de
compostos bioativos e identificacdo de vias metabdlicas alteradas, a abordagem
metabolémica tem recebido destaque por fazer uma analise simultdnea de todos os
metabolitos presentes nas amostras. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da
suplementacdo de quercetina sobre o desempenho fisico e o perfil metabélico de ratos
wistar. Foram utilizados no estudo 2 tipos de quercetina, que foram analisadas por
ressonancia magnética nuclear (RMN), e 30 animais, que foram divididos em 3 grupos:
Controle (C), Quercetina padrdo analitico (QPA) e Quercetina grau alimentar (QGA). Os
ratos foram suplementados por 9 dias, tiveram a massa corporal e a ingestdo alimentar
controlados e a capacidade fisica avaliada por meio de teste fisico em esteira. Apos esse
periodo foram avaliados os pesos dos musculos e gordura, a forca tetanica in vitro e a
area de seccdo transversa do musculo soleo. Além disso, avaliou-se o perfil metabdlico
do sangue dos animais por abordagem metaboldmica por RMN. Observou-se que o perfil
das quercetinas € igual, sendo referentes a forma aglicona. A suplementacdo com ambas
as quercetinas foi capaz de reduzir significativamente o ganho de peso (C = 19,78 + 2,17
g; QPA =13,10 £ 1,88 g; QGA = 11,78 + 1,40 g) sem alterar a ingestdo alimentar (C =
2159+ 4,39; QPA=211,5+4,1g; QGA =204,0 + 3,3 g). Aumentou significativamente
0 peso do musculo séleo, mas ndo do gastrocnémio nem dos compartimentos de gordura
avaliados. Houve aumento da capacidade fisica maxima (C = 1,41 + 3,04 %; QPA = 11,46
* 4,94 %; QGA = 30,40 £ 8,18 %) e da forca tetanica (C = 47,03 + 4,46 g; QPA = 70,58
+7,349; QGA =78,83 £ 5,64 g), porém ndo houve mudanca na area de sec¢do transversa,
indicando que a quercetina pode exercer esses efeitos por vias diferentes das vias de
hipertrofia muscular. As analises estatisticas multivariadas dos dados obtidos por RMN
(PCA e PLS-DA) demonstraram que as suplementacdes ndo proporcionaram diferencas
no perfil metabdlico sanguineo, entretanto, a identificacdo do VLDL, lipidio, lactato,
creatina, alanina, glutamina, glicose e acetato como os metabdlitos que mais variaram
entre os grupos (VIP scores), pode estar indicando uma tendéncia a modulacdo do
metabolismo, principalmente do metabolismo do piruvato e da glicolise ou
gliconeogénese. Conclui-se que esses resultados mostraram que a quercetina promoveu
melhoras em pardmetros de desempenho fisico, inferindo seu potencial como uma
possivel ferramenta para o aumento da performance.

Palavras-chave: Quercetina, desempenho fisico, perfil metab6lico, RMN
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ABSTRACT

Quercetin is a flavonoid widely distributed in vegetable origin foods, mainly in onion and
apple, and has been related to benefits in several diseases, such as cancer, diabetes,
obesity, heart and liver diseases, among others. Recently, it has also been studied for
effects on physical performance. The results are controversial, and it action mechanisms
isn’t elucidated very well. In this context, for the study of biological functions of bioactive
compounds and identification of altered metabolic pathways, the metabolomic approach
has been highlighted for making a simultaneous analysis of all metabolites present in
samples. The aim of the study was to investigate the effects of quercetin supplementation
on the physical performance and metabolic profile of wistar rats. Two types of quercetin
were analyzed by nuclear magnetic resonance (NMR). 30 animals were divided into 3
groups: Control (C), Quercetin analytical standard (QAS) and Quercetin food grade
(QFG). The rats were supplemented for 9 days, had body mass and food intake controlled
and physical capacity assessed by physical treadmill test. After this period, the muscles
and fats weights, the in vitro tetanic force and the cross-sectional area of the soleus muscle
were evaluated. In addition, the metabolic profile of the animals' blood was evaluated by
NMR metabolomic approach. It was observed that quercetins profile is the same, being
related to the aglycone form. Supplementation with both quercetin was able to
significantly reduce weight gain (C = 19,78 = 2,17 g; QPA = 13,10 + 1,88 g; QGA =
11,78 + 1,40 g), without altering food intake (C = 215,9 + 4,3 g; QPA =2115+ 4,1 g;
QGA = 204,0 = 3,3 g). It increased the weight of the soleus muscle, but not of the
gastrocnemius and the evaluated fat compartments. There was an increase in maximum
physical capacity (C = 1,41 £ 3,04 %; QPA = 11,46 = 4,94 %; QGA = 30,40 * 8,18 %)
and tetanic force (C =47,03 £ 4,46 g; QPA =70,58 + 7,34 g; QGA = 78,83 = 5,64 g), but
there was no change in the cross-sectional area, indicating that quercetin may exert these
effects through other pathways than the muscle hypertrophy. Multivariate statistical
analysis (PCA and PLS-DA) of the data obtained by NMR showed that the supplements
did not provide differences in the blood metabolic profile, however, the identification of
VLDL, lipid, lactate, creatine, alanine, glutamine, glucose and acetate as the metabolites
that most varied between the groups (VIP scores), may be indicating a possible
metabolism modulation, mainly pyruvate metabolism and glycolysis or gluconeogenesis.
It is concluded that these results showed that quercetin promoted improvements in
physical capacity parameters, inferring its potential as a possible tool to increase
performance.

Key words: Quercetin, physical performance, metabolic profile, NMR
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1. INTRODUCAO

Os flavonoides sdo compostos fenolicos que estdo presentes em alimentos de
origem vegetal e tém sido relacionados a prevencao e/ou tratamento de doencas (DIXON
e PASINETTI, 2010; DI CARLO etal., 1999). Dentre os flavonoides, a quercetina € a
mais comumente encontrada na natureza, tendo como principais fontes alimentares a
cebola e a macd. Ela vem sendo muito estudada quanto as suas fungdes bioldgicas, que
estdo relacionadas, principalmente, com a sua capacidade antioxidante e anti-
inflamatoria, tendo sido observadas, também, acfes anticancerigenas, anti-obesidade,
antidiabéticas, cardioprotetoras, dentre diversas outras (WANG et al., 2016; HUBER e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Estudos recentes tém avaliado o efeito da quercetina sobre 0 desempenho fisico.
Sua ingestéo parece ter efeitos positivos sobre a biogénese mitocondrial, principalmente
devido ao aumento de PGC-1a (do inglés peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR)-gamma coactivator 1 alfa), proteina que regula a expressdo de genes
mitocondriais e nucleares, o que estaria proporcionando aumento da capacidade fisica
(HENAGAN et al., 2015; HENAGAN et al., 2014; DAVIS et al., 2009). Esses resultados
ainda séo controversos, devido a diferencas no tipo de amostra, treinamento, duracao e
suplemento utilizados. Os periodos de duracdo da suplementacao variam muito e poucos
estudos avaliaram os efeitos a curto prazo (aproximadamente uma semana). Com isso, 0
tema deve continuar sendo estudado para conclusdes mais consistentes sobre os efeitos
da quercetina sobre o desempenho fisico (NIEMAN et al., 2010; DAVIS et al., 2009).

Para o estudo das funcdes bioldgicas de substancias bioativas, a abordagem
metabolémica tem recebido destaque recentemente. Ela possibilita detectar todos os
metabdlitos sintetizados por um organismo e presentes em fluidos bioldgicos, fornecendo
informagdes essenciais sobre os efeitos de nutrientes ou compostos bioativos, tornando
possivel a identificacdo de vias metabdlicas alteradas devido a intervenc6es na dieta, por
exemplo. A técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) é bastante usada em
andlises de biofluidos e € a Unica que permite determinar as dindmicas temporais dos
perfis metabdlicos (ZHANG et al., 2012; NICHOLSON e LINDON, 2008). Entretanto,
foi identificado apenas um estudo que verificou os efeitos do tratamento com quercetina

junto com exercicio fisico sobre o perfil metabo6lico em modelo animal (WU et al., 2012).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Quercetina: um flavondide

Os flavonoides (Figura 1) sdo um grupo de metabolitos secundérios, pertencentes
a classe dos compostos fendlicos, que ocorrem naturalmente e sdo comuns em todas as
plantas vascularizadas. S&o compostos que apresentam um nucleo fundamental com 15
atomos de carbono, formando dois anéis aromaticos (A e B) ligados por um
anel pirano (C) (DI CARLO et al., 1999).

Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: KUMAR e PANDEY (2013)

A biossintese dos flavonoides (Figura 2) ocorre a partir dos metabélitos derivados
do &cido chiquimico e acetil-coA. O acido chiquimico é o precursor da fenilalanina, um
aminoéacido aromatico e composto inicial da sintese dos flavonoides. Ele é desaminado
pela enzima fenilalanina-aménia-liase, produzindo o acido cindmico, que por agdo da
enzima cinamato 4-hidroxilase é convertido em &cido p-cumarico. Posteriormente, ocorre
a adicdo da CoA, catalisada pela p-cumarato-CoA liase, originando a p-cumaroil-CoA,
que ao reagir com trés moléculas de malonil-CoA forma a chalcona, por acdo da chalcona
sintetase. Por fim, ocorre a ciclizacdo do anel C, catalisada pela chalcona isomerase, para
formar a flavanona, que possui o ntcleo basico de todos os flavonoides. Desta forma, nos

flavonoides, o anel A é formado via acetato, o B via acido chiquimico e o anel C deriva



do fosfoenolpiruvato (KARAM et al., 2013; DIXON e PASINETTI, 2010; MARQUES,
2008).
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Figura 2. Biossintese dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de KARAM et al (2013).

De acordo com a posi¢do da ligacdo do anel B ao anel C, os flavonoides séo
distribuidos em trés classes: flavonoides, isoflavonoides e neoflavonoides. Além disso,
dentro da classe dos flavonoides, esses compostos diferenciam-se pelo nimero e posi¢édo
dos grupamentos substituintes nos anéis A, B e C, podendo ser classificados em: flavonas,
flavonois, isoflavonas, flavanol, flavanonas e chalconas (DIXON e PASINETTI, 2010;
ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).



Os flavonoides estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, tendo sido
identificados mais de dez mil derivados (DIXON e PASINETT]I, 2010). Das trés classes,
os neoflavonoides tém distribuicdo bastante restrita, os isoflavonoides moderada e os
flavonoides tém ampla distribuicdo na natureza. Ja entre os flavonoides, a subclasse dos
flavonois é a mais predominante e pode ser encontrada na maioria dos vegetais (ARON
et al., 2008; MANACH et al., 2004).

A partir da biossintese dos flavonoides, pode-se explicar a sintese da quercetina.
A chalcona isomerase catalisa o fechamento do anel C, gerando a flavanona e encerrando
a sintese dos flavonoides, conforme ja descrito. O anel C é hidroxilado pela enzima
flavanona-3-hidroxilase gerando o di-hidrocaempferol. Posteriormente, o anel B é
hidroxilado pela flavonoide-3’-hidroxilase obtendo-se a di-hidroquercetina, a qual é
desidrogenada pela enzima flavonol sintase dando origem a quercetina. Além disso,
subsequentes conjugacbes de acUcares sdo realizadas pelas enzimas flavonoides
glicotransferases, gerando as formas glicosiladas (DIXON e PASINETTI, 2010).

A quercetina (3,5,7,3’,4’-pentahidroxi-flavona) é o flavonoide mais abundante
e pertence a subclasse dos flavonois. Sua estrutura quimica € uma aglicona (Figura 3),
porém, nas plantas e alimentos esta, principalmente, glicosilada, ou seja, ligada a
moléculas de aclcares. Os agucares mais comuns sdo D-glicose e L-ramnose, entretanto,
diversos sacarideos ou combinagdes destes podem se ligar aos grupos hidroxila da
quercetina. As moléculas desprovidas destas ligacdes sdo denominadas agliconas. Sdo
exemplos das formas glicosiladas a isoquercitrina (quercetina-3-O-glucosideo),
quercitrina (quercetina-3-O--L-rhamnosideo) e rutina (quercetina-3-O-rutinosideo)
(Figura 4) (WANG et al., 2016; HUBER e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).
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Figura 3. Estrutura da quercetina aglicona.

Fonte: WANG et al (2016).
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Figura 4. Estruturas da isoquercitrina, quercitrina e rutina: exemplos de formas
glicosiladas da quercetina.

Fonte: Adaptado de WANG et al (2016).

A quercetina isolada é um p6 amarelo-alaranjado que possui formula molecular
C1sH1007, peso molecular de 302,24 g/mol, baixa solubilidade em &gua e alta solubilidade

em dimetilsulféxido (DMSO). Além disso, apresenta sensibilidade a luz, podendo sofrer



oxidacé&o, caracteristica comum a todos os flavonoides. Sua oxidacgéo € dependente do pH
do meio e da presenca de oxidantes e se relaciona com a dissocia¢ao dos grupos hidroxila
(OH), que ocorre com o0 aumento do pH (FINOT et al., 2015; GAO et al., 2011; MOMIC
etal., 2007).

Comumente, a técnica analitica mais utilizada para a determinacdo do teor de
quercetina em alimentos € a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a qual envolve uma
etapa de hidrélise no preparo das amostras, com enzimas ou &cidos, em que as formas
glicosiladas séo entdo convertidas na forma aglicona. Por isso, normalmente os dados de
concentracdo deste flavonol disponiveis na literatura sdo relativos a quercetina aglicona.
A anélise do perfil de flavonoides em alimentos é um tanto mais complexa, necessitando
técnicas mais elaboradas, como cromatografia liquida acoplada a espectrdmetro de
massas (HUBER e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

A quercetina € encontrada em uma extensa variedade de alimentos (Tabela 1),
como cebolas, macds, brocolis, chés, vinho tinto, couve e berries. Entretanto, a
biossintese de flavonoides nas plantas em geral é influenciada por diversos fatores, dentre
0s quais, exposicdo a luz solar, condi¢cbes ambientais, grau de maturacdo da planta e
variabilidade de espécies genéticas. Com isso, ha grande variacdo da concentracdo e do
perfil de flavonoides entre os diferentes tipos de alimentos e para 0 mesmo em diferentes
locais de producéo e época do ano. Isso dificulta o estabelecimento de padrdo quantitativo
e qualitativo desses compostos nos alimentos (HUBER e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

No Brasil, estudo realizado com hortalicas comumente utilizadas, apontou que
houve alteragdo sazonal na concentragdo de flavonois e flavonas, com tendéncia de
aumento dessas concentracdes no verdo, sendo a diferenca significativa apenas
para quercetina em couve (256 vs 399 pg/g) e alface crespa (7,18 vs 30,8 pug/g) (HUBER
et al., 2009). Além disso, a temperatura afeta a estabilidade da quercetina. O tratamento
de pasteurizacdo (80 °C, 91 s) reduziu aproximadamente 17% desse composto no suco de
toranja (IGUAL et al., 2011). Com isso, € dificil estimar a presenca desse composto na
dieta humana, porém ja foi descrito consumo médio de 16 - 17 mg por dia (SESSO et al.,
2003; HERTOG et al., 1993).



Tabela 1. Contetido de quercetina em alguns alimentos.

) Conteudo de quercetina (mg/100 g de
Fonte alimentar N )
porcédo comestivel)

Alcaparras, crua 233,84
Cebola vermelha, crua 39,21
Aspargos, cozido 15,16
Cranberry, crua 14,84
Lingonberry, crua 13,30
Mirtilo, cru 7,67
Alface, folha vermelha, crua 7,61
Cebola, branca, crua 6,17
Tomate, em conserva 4,12
Maca, Red Delicious, com casca 3,86
Maca, Gala, com casca 3,80
Maca, Golden Delicious, com casca 3,69
Brocolis, cru 3,26
Ché verde, preparado 2,49
Cereja, crua 2,29
Ché preto, preparado 2,19
Uva, preta 2,08
Uva, branca 1,12
Vinho, vermelho, mesa 1,04
Vinho, branco, mesa 0,04

FONTE: Adaptado de USDA Database (2014)

2.2. Absorc¢éo, metabolismo e biodisponibilidade da quercetina

Apesar dos diversos beneficios a salde que tém sido atribuidos a quercetina, a sua
atividade é comprometida devido a sua baixa biodisponibilidade. A eficiéncia de absorcéao
da quercetina é diretamente influenciada pela glicosilacdo, que confere variacbes em sua
estrutura quimica, determinando a hidrofilia ou hidrofobia da molécula. A forma aglicona
possui baixa solubilidade em agua (hidrofébica), enquanto as formas glicosiladas,

predominante nos alimentos, sdo mais hidrofilicas (MANACH et al., 2004). A quercetina-



3-rutinosideo, apesar de ser uma das formas mais encontradas nos alimentos, apresenta
apenas 20% de absorc¢édo (OLTHOF et al., 2000).

A quercetina glicosilada comeca a ser hidrolisada na cavidade oral por bactérias
e/ou enzimas encontradas nas células epiteliais, liberando a forma aglicona. No estdmago,
parece ndo ser absorvida, ja no intestino delgado, sua caracteristica hidrofilica dificulta a
difusdo passiva pelos enterdcitos. Entdo, as [-glicosidases, enzimas presentes no
intestino, que possuem alta afinidade por glicosideos de flavonoides, clivam a ligacéo
glicosidica, liberando a aglicona, que possui a capacidade de atravessar a membrana do
enterdcito por difusdo passiva (DAY et al., 1998). Além disso, diversas bactérias da
microbiota intestinal tém a capacidade de clivar a quercetina em moléculas, como 0s
acidos fendlicos (KIM et al., 1998). No colon, os glicosideos nao absorvidos no intestino
delgado sofrem hidrélise por enzimas expressas pela microbiota colnica e tanto a forma
aglicona quanto os produtos de degradacdo da quercetina podem ser absorvidos ou
excretados nas fezes (AURA et al., 2002).

Ap0s absorvida, a quercetina chega a circulacao sistémica e alcanga o figado, onde
é metabolizada a conjugados glicuronizados, metilados e sulfatados. Essas moléculas
retornam para a circulacédo sistémica e se ligam as proteinas plasmaticas, principalmente
a albumina ou sdo excretados na bile e podem retornar ao limen intestinal e serem
novamente hidrolisados e reabsorvidos ou excretados nas fezes. As proteinas ligadas aos
conjugados de quercetina chegam aos tecidos e por meio da acdo da enzima [3-
glicuronidase, sao deglicuronizadas, liberando a forma aglicona, a qual desempenha sua
acdo como composto bioativo (O’LEARY et al., 2003; PISKULA e¢ TERAO, 1998;
BOULTON, WALLE e WALLE, 1998).

Walle e colaboradores (2001) encontraram, ap0s ingestdo oral de 100 mg de
quercetina aglicona, concentracdes plasmaticas de 890 nmol/L, apds 30 minutos, e 1160
nmol/L, ap6s 8 horas. Informacgbes acerca da forma melhor absorvida e mais
biodisponivel permanecem controversas. Estudo de Hollman e colaboradores (1995)
mostrou, em pacientes ileostomizados, que a quercetina presente em cebolas, na forma
glicosilada, foi mais absorvida quando comparada a forma aglicona. Em contrapartida,
estudo que utilizou células de carcinoma de colon (Caco-2), identificou que a quercetina
aglicona foi transportada mais facilmente pela membrana do que a forma glicosilada
(WALGREN et al., 1998).



2.3. AcOes bioldgicas da quercetina

Diversas a¢des bioldgicas tém sido atribuidas a ingestdo de quercetina, tais como
antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena, cardioprotetora, dentre outras, como

representado na Figura 5.

) Antioxidante
Angioprotetora Anti-obesidade

Anti-alérgica \ ] / Antidiabética

Antidepressiva

— Anti-inflamatéria

Neuroprotetora

Cardioprotetora +——

Mudangas " T~ Antiviral
comportamentais / \
Gastroprotetora / l \ Antimicrobiana
Hepatoprotetora Antienvelhecimento

Anti-cancerigena

Figura 5. Ac¢des bioldgicas atribuidas a quercetina.

2.3.1. Acao antioxidante

As atividades farmacoldgicas da quercetina estdo relacionadas, principalmente, ao
seu potente efeito antioxidante. Sua estrutura quimica confere esse efeito, pois torna
possivel o deslocamento de elétrons, doacdo de prétons e quelacdo de metais. A
quercetina é capaz de inibir o processo de estresse oxidativo das seguintes maneiras: por
quelar ions metalicos, afetando o transporte, a reatividade, a biodisponibilidade e a
toxicidade desses elementos e por interagir estabilizando ions superéxido e radicais

formados na peroxidacédo de lipidios (KIM et al., 2013).
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Essa atividade antioxidante, realizada por flavonoides como a quercetina, tem sido
muitas vezes associada a redugdo do risco de doengas crbnicas ndo transmissiveis
relacionadas com estresse oxidativo, como cancer, diabetes melittus tipo 2, doenca
cardiaca coronaria e acidente vascular cerebral (MAURYA e VINAYAK, 2015; JEONG
etal., 2012; PEREZ-VIZCAINO e DUARTE, 2010).

2.3.2. Acdo anti-inflamatdria

A quercetina tem demonstrado possuir acdo anti-inflamatéria, por reduzir
processos inflamatorios agudos, cronicos e subclinicos, associada a sua capacidade de
induzir a producdo de mediadores responsaveis pela reducdo de interleucinas (IL)
envolvidas nos processos inflamatorios. E capaz de causar supressdo da producéo de
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e 6xido nitrico (ON) em macrofagos e mastdcitos
e inibir as enzimas COX2 (ciclo-oxigenase — tipo 2) e NOS (6xido nitrico sintase). Além
disso, inibe a formac&o de agentes pré-inflamatorios e regula a via do NF-kp, o que reduz
a ativacdo e o recrutamento de células inflamatorias (RUBIO et al., 2013; ROGERIO et
al., 2010; ROGERIO et al., 2007).

Na inflamacdo, o0 ON atua como um mediador pré-inflamatério e é sintetizado
pela enzima iNOS (6xido nitrico sintase induzivel) em resposta a compostos pro-
inflamatorios, como os lipopolissacarideos (LPS). O pré-tratamento de cardiomioblastos
H9c2 com quercetina, foi capaz de inibir a expressdo da enzima iNOS induzida por LPS.
Comi isso, foi possivel reduzir a producdo de 6xido nitrico e do estresse oxidativo induzido
pela producéo desregulada de ON, que contribui para a formagéo de peroxinitrito e outras
espécies reativas (ANGELONI e HRELIA, 2012).

2.3.3. Acao neuroprotetora

As evidéncias sugerem que a quercetina tem efeitos protetores nas doencas
neurodegenerativas. Estudo realizado com ratos jovens e idosos intoxicados com etanol,
demonstrou efeitos sobre a cognicdo, onde a quercetina pareceu proteger as células do
cérebro contra o estresse oxidativo, prevenindo as doencas neurodegenerativas (HEO e
LEE, 2004). Patil e colaboradores (2003) em estudo com camundongos, demonstraram

que a quercetina foi capaz de inibir o efeito de amnésia provocado pelo LPS. Os autores
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sugeriram que esse efeito é devido a modulacdo da COX2 e da ONS, enzimas envolvidas

no processo de desenvolvimento da doenga de Alzheimer.

Em estudo de Naidu e colaboradores (2003), foi induzido o estresse oxidativo no
cérebro de ratos com tratamento continuo do neuroléptico haloperidol. O uso constante
desse farmaco induz a peroxidacdo lipidica e reduz enzimas antioxidantes no cérebro,
causando desordens neurologicas, como a discinesia orofacial, caracterizada por
movimentos repetitivos involuntarios. Posteriormente foi administrada a quercetina, que
foi capaz de reverter a discinesia orofacial, por reduzir da peroxidacao lipidica e aumentar

algumas enzimas antioxidantes.

2.3.4. Acéo anticancerigena

Existem muitos estudos mostrando o efeito protetor da quercetina em diversos
tipos de cancer. Um dos mecanismos esta relacionado com a capacidade da quercetina de
estabilizar espécies reativas de oxigénio (ERO), que danificam proteinas, DNA, RNA e
membranas celulares, podendo levar as mutagdes. Ela atua eliminando os radicais livres,
inibindo as enzimas envolvidas na carcinogénese, controlando a proliferacéo e induzindo
a morte celular. E capaz de regular o ciclo celular, inibir atividade de proteinas e
expressao de genes relacionados as vias de sinalizagdo do cancer e, além disso, pode
diminuir a caquexia e a resisténcia as drogas (MAURYA E VINAYAK, 2015; RUSSO
et al, 2014; VELAZQUEZ et al., 2014; GARELNABI e MAHINI, 2014; GIBELLINI et
al., 2011; CHEN et al., 2010).

Tan e colaboradores (2003) observaram, que a quercetina diminuiu a expressao e
a atividade da enzima matriz-metaloproteinase-2, que esta relacionada aos processos de
migracao, invasao e formacao de tubos nas células endoteliais. Além disso, outro estudo
mostrou que a quercetina pode exercer o seu efeito anticancerigeno por inibir a atividade
da mTOR (proteina alvo de rapamicina em mamiferos) por vias multiplas (BRUNING,
2013).

As agBes mais eficazes da quercetina sobre o cancer sdo no sangue, cérebro,
pulmdo, utero e glandulas salivares. Ela possui uma atividade citotoxica muito mais
elevada nas células mais agressivas do que nas células de crescimento lento, sugerindo

que as células mais prejudiciais sdo os alvos principais (SAK, 2014).
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2.3.5. Acdao cardio e angioprotetora

Em estudo com ratos hipertensos, a quercetina foi capaz de reduzir a presséo
arterial, a hipertrofia cardiaca e renal e as alteragdes vasculares. Os autores relacionaram
esses beneficios a reducdo do estado oxidante, devido as propriedades antioxidantes da
quercetina (DUARTE et al., 2001). Esse flavonoide evita a oxidacao das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), que estdo relacionadas ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (TAPAS et al., 2008).

Ha evidéncias de que a quercetina, assim como outros flavondis, exercem efeitos
protetores in vitro sobre o ON e a funcdo endotelial em situacdo de estresse oxidativo,
além dos efeitos de vasodilatacdo, anti-agregacdo de plaquetas, inibicdo da oxidacdo das
LDL, reducdo de moléculas de adesao e marcadores inflamatérios, prevencéo da oxidagdo
neuronal e lesdo inflamatdria. Assim, a quercetina produz efeitos anti-hipertensivos e
anti-aterogénicos, evitando a disfuncdo endotelial e protegendo o miocéardio do dano
isquémico (PEREZ-VIZCAINO e DUARTE, 2010). Revisdo englobando estudos com
animais e seres humanos hipertensos (> 140 mmHg sistélica e > 90 mmHg diastolica)
indicou reducdo na pressao arterial sistémica ap0s a suplementacdo com quercetina
(LARSON et al., 2012).

Estudo recente, demonstrou evidéncias que corroboram o ponto de vista de que a
quercetina pode ser considerada um agente contra doencas cardiovasculares. Os
resultados forneceram uma nova visdo sobre os possiveis mecanismos moleculares, de
modo que a quercetina parece suprimir lesées oxidativas endoteliais induzidas pela LDL

oxidada e pela modulagéo de vias de sinalizacdo (HUNG et al., 2015).

2.3.6. Acao anti-obesidade

Revisbes foram publicadas sobre o papel dos polifendis dietéticos na obesidade,
incluindo a quercetina (KOBORI, 2014; SIRIWARDHANA et al., 2013). Neste cenario,
um estudo investigou os mecanismos moleculares pelos quais ela poderia influenciar na
adipogénese e apoptose de células adiposas. Foi realizada exposic¢do de pré-adipécitos
3T3-L1 a quercetina, que resultou em diminuigdo da expressdo de fatores e enzimas
relacionados com a adipogénese. Além disso, o contetdo de AMPK (proteina quinase
ativada por AMP - adenosina monofosfato) e de seus substratos foram regulados na
presenca desse composto. A atividade anti-adipogénese se da por ativacdo da via de
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sinalizacdo da AMPK, e a apoptose de adipocitos maduros parece ser mediada por um
ajuste das enzimas ERK e JNK, que desempenham papéis importantes durante a apoptose
(AHN et al., 2008).

Quanto aos mecanismos moleculares influenciados pela quercetina nos efeitos
fisioldgicos da hiperlipidemia, Jung e colaboradores (2013) observaram que ela regula a
expressao de genes hepéticos relacionados com o metabolismo lipidico. A suplementagéo
em camundongos foi capaz de diminuir significativamente a obesidade induzida por uma
dieta rica em gordura e reduzir o peso corporal, o figado e o tecido adiposo branco em
comparagdo com os que receberam apenas a dieta. Além disso, o acumulo de lipidios no

figado e o tamanho das particulas lipidicas também foram reduzidos.

Para investigar mais profundamente como pode reduzir a obesidade, os autores
examinaram os genes relacionados com o metabolismo lipidico no figado. Foi observado
modificacdo dos perfis de diversos genes envolvidos na lipogénese, incluindo Fnta,
PON1, PPARg, Aldhlbl, Apoa4, ABCG5, GPAM, CD36, Fdftl e FASN.
Conjuntamente, esses resultados indicam que a quercetina previne, em camundongos, a
obesidade induzida por uma dieta rica em gordura, e esse efeito pode estar ligado com a

regulacdo da lipogénese por transcricdo de genes (JUNG et al., 2013).

2.3.7. Acéo antidiabética

Quanto aos seus efeitos antidiabéticos, a quercetina foi capaz de restaurar as
células B-pancreaticas, prevenir os danos oxidativos e aumentar a liberacdo de insulina
em ratos e ratas diabéticos (BRAGA, 2011; KIM et al., 2011).

Em estudo com camundongos com diabetes mellitus tipo 2, os teores de glicose
circulante foram significativamente menores quando tratados com quercetina. Além
disso, mostrou aumento da adiponectina, reducédo do colesterol total, aumento do HDL-
colesterol, diminuicdo dos triglicerideos e aumento da atividade de enzimas especificas
do figado envolvidas em processos de descontaminacdo de espécies reativas de oxigénio
(superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase). Os resultados indicam que a
quercetina pode ser eficiente na melhoria da hiperglicemia, dislipidemia e do status
antioxidante no diabetes melittus tipo 2 (JEONG et al., 2012).

Do ponto de vista molecular, relata-se que a agdo antidiabética da quercetina é

cumprida estimulando a absorcao de glicose por meio de um mecanismo independente de
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insulina, envolvendo AMPK. A ativacdo da AMPK no musculo esquelético leva a
translocacéo do transportador de glicose GLUT4 para a membrana plasmatica e no figado
diminui a producéo de glicose, principalmente pela regulacéo negativa de enzimas chaves
da gliconeogénese, como fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glicose-6-fosfatase (EID et
al., 2015).

2.3.8. Acao hepatoprotetora

Estudos mostraram que a quercetina tem potencial terapéutico contra a fibrose
hepatica, com reducédo da producdo de NF-kB e TGF-p (WAN et al., 2014). Estudo com
administracdo de tetracloreto de carbono para induzir dano no tecido hepético de ratos,
demonstrou que apds o tratamento com quercetina houve diminuigdo considerdvel dos
danos oxidativos, aumento de enzimas antioxidantes e melhora na integridade hepatica
(BONA, 2010).

A quercetina também diminuiu as enzimas sinalizadoras de danos hepéticos,
lipoperoxidacdo, dano do DNA e um menor grau de processo inflamatério em
camundongos com esteatose hepética ndo-alcodlica (MARCOLIN et al., 2013). Ja em
camundongos com hepatite aguda, reduziu significativamente as concentracdes de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), atenuando as
alteracOes patoldgicas no figado (WAN et al., 2014).

2.3.9. Acdao gastroprotetora

Alguns estudos relataram, in vivo, efeito protetor da quercetina contra a ulceragéo
gastrica induzida pelo etanol, bem como contra a esofagite de refluxo (WU et al., 2015;
RAO e VIJAYAKUMAR, 2008). Também, cobaias infectadas com H. pylori tratadas
durante 15 dias com quercetina, apresentaram diminuicdo da infec¢do bacteriana na
mucosa gastrica e resposta inflamatoria reduzida (GONZALEZ-SEGOVIA et al., 2008).

A quercetina pode proteger as células epiteliais gastricas dos danos oxidativos e
reduzir a producdo de ERO durante a lesdo aguda da mucosa gastrica. Em células
epiteliais gastricas de humanos, pré-tratadas com esse flavonoide e, posteriormente,
induzidas com H>O. (peroxido de hidrogénio), foi observada reducdo da perda de

viabilidade celular, reducdo de espécies reativas de oxigénio intracelulares e influxo de
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calcio, regulacgéo positiva da expressao de PGC-1a sob o estado de estresse oxidativo e

um declinio significativo da apoptose celular (HU et al., 2015).

2.3.10. Ac¢ao antienvelhecimento

Quanto as propriedades antioxidantes da quercetina e a associacdo entre
envelhecimento e estresse oxidativo, Belinha e colaboradores (2007) observaram, em
células submetidas ao estresse oxidativo, que esse composto aumentou a resisténcia ao
peréxido de hidrogénio e ao estresse oxidativo, que € um fator limitante para a
longevidade. Além disso, o flavonoide aumentou em 60% o tempo de vida das células. A
quercetina foi capaz de proteger queratindcitos de agentes oxidantes exdgenos, evitar 0s
danos causados por radicais livres e a deplecdo de antioxidantes enddgenos e inibir a

peroxidacdo lipidica apos exposicdo a raios ultravioleta (HATAHET et al., 2016).

Chondrogianni e colaboradores (2010) observaram influéncia positiva sobre a
sobrevivéncia, a viabilidade e o tempo de vida de fibroblastos priméarios de humanos. Ao
mesmo tempo, quando os fibroblastos senescentes foram cultivados na presenga da

quercetina, observou-se um efeito de rejuvenescimento.

2.3.11. Acdo antimicrobiana e antiviral

Como j& mencionado anteriormente, a quercetina mostrou atividade contra a
bactéria H. pylori (GONZALEZ-SEGOVIA et al., 2008). Além disso, 0s compostos
naturais epigalocatequina galato e quercetina, sozinhos e em combinacao, foram testados
como potenciais terapias clinicas antimicrobianas. Betts e colaboradores (2015) relataram
uma forte atividade destes compostos isoladamente, contra Staphylococcus aureus,
enquanto a atividade foi significativamente aumentada na presenca concomitante dos

dois, tendo um efeito bactericida acima de vinte e quatro horas.

Quanto a atividade antiviral, foi observado que a quercetina permitiu a interrupgéo
do ciclo de vida do virus da hepatite C e da replicacdo do genoma do virus da hepatite B
(CHENG et al., 2015; GONZALEZ et al., 2009). Em estudo com diversas cepas de virus
da gripe, foi encontrado que esse flavonoide tem agéo antigripal, pois mostrou efeito
inibitorio na fase inicial da infeccdo, durante a entrada do virus, inibindo a fusdo da célula
viral (WU et al., 2015).
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2.3.12. Acdo anti-alérgica

Foi observado que a quercetina € capaz de bloguear substancias envolvidas em
processos alérgicos e que pode atuar como inibidor da secrecdo de mastocitos, por meio
da inibicdo do influxo de calcio, liberacdo de histamina, leucotrienos e prostaglandinas,
acarretando em reducdo na liberagdo da triptase, MCP-1 (proteina quimiotatica de
mondcitos) e IL-6 (interleucina 6) e regulagdo negativa do RNA mensageiro para
histidina descarboxilase. Com isso, o flavonoide mostrou efeitos atenuantes nos sintomas
de alergias nasais induzidos por inflamagdo neurogénica, por meio da supressdo da
producdo de neuropeptidios (MLCEK et al., 2016; KASHIWABARA et al., 2016).

2.3.13. Ac¢do antidepressiva e sobre mudangas comportamentais

Sugere-se que o efeito antidepressivo da quercetina seja dependente da inibicéo
dos receptores de N-metil D-aspartato e/ou da sintese de ON, que estdo envolvidos na
fisiopatologia da depressdo (HOLZMANN et al., 2015). Foi observado que o flavonoide
aumenta o tempo de interacdo social e minimiza mudancas no comportamento animal
(BHUTADA et al., 2010; PRIPREM et al., 2008).

Evidéncias in vitro e in vivo indicam que a quercetina pode inibir a monoamina
oxidase A (CLARKE e RAMSAY, 2011), enquanto experimentos in vivo mostram que
esse flavonoide pode diminuir os teores cerebrais de fator de liberacdo de corticotrofina
induzido por estresse, que esta associado a ansiedade e depressdo (BHUTADA et al.,
2010). Além disso, o composto também é capaz de reduzir, no plasma, 0 aumento dos
horménios corticosterona e adenocorticotropico, induzidos por estresse (KAWABATA
etal., 2010).

2.4.Quercetina e desempenho fisico

Em um estudo com ratos, treinados e sedentérios, foi observada tendéncia ao
aumento da distancia percorrida e do tempo até chegar a fadiga, ap6s suplementagdo com
quercetina (25 mg/Kg) em dias alternados por oito semanas, porém, nao foi verificado

aumento no volume méaximo de oxigénio absorvido (VO2 max) (CASUSO et al., 2013).
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Estes mesmos autores também mostraram que o0 grupo treinado e suplementado obteve o
menor ganho de peso e maior eficiéncia alimentar, que é a capacidade do animal em

transformar o alimento ingerido em ganho ponderal (CASUSO et al., 2014).

A ingestdo durante 2 semanas de uma dieta contendo 0,1% de quercetina foi capaz
de aumentar a lipolise em camundongos em uma sessdo de natacdo de 60 minutos e
diminuir a concentracdo de lactato no sangue. Estes resultados indicam que a quercetina
pode ser benéfica para melhorar a resisténcia fisica e atuar como agente antifadiga no
exercicio prolongado (WU et al., 2012). Davis e colaboradores (2009) mostraram
aumento da capacidade fisica aerébia (maior resisténcia maxima e de tempo de atividade
voluntaria em esteira) de camundongos suplementados, durante sete dias, com diferentes
doses de quercetina (12,5 ou 25 mg/kg), que foi associado ao aumento na expresséo de

MRNA do gene PGC-1a e de DNA mitocondrial no musculo esquelético.

Cureton e colaboradores (2009) mostraram que a suplementacdo de 1g de
quercetina por dia, durante 7 a 16 dias, ndo foi capaz de melhorar a capacidade oxidativa
do masculo nem o desempenho fisico em individuos ndo treinados. Nieman e
colaboradores (2010), também em individuos ndo treinados, apds duas semanas de
suplementacdo com 1g de quercetina (associada as vitaminas C e B3) por dia, verificaram
aumento significativo no VO, méax e no tempo de fadiga. Contudo, ndo foram observados
aumentos na expressao de DNA e mRNA de genes relacionados a biogénese mitocondrial
(PGCl1l-a, Sirtuina 1 (SIRT1), citrato sintase, citocromo C oxidase).

Estudo com ciclistas treinados, que receberam 1000 mg de quercetina por dia
durante trés semanas, ndo demonstrou diferenca significativa no desempenho fisico,
assim como na expressao de mRNA para os genes PGC-1a e SIRT1 (DUMKE et al.,
2009). Corroborando com esses resultados, pesquisa que avaliou o0s efeitos da
suplementacdo de 1000 mg de quercetina por dia no desempenho fisico e no status
antioxidante de corredores de longa distancia, mostrou que, apdés 6 semanas de
suplementacdo, ocorreu uma reducdo significante nos teores de malondialdeido, um
indicador de peroxidacdo lipidica. Essa evidéncia sugere que a quercetina é capaz de
reduzir o estresse oxidativo. Porém, os resultados de melhora no desempenho fisico ndo
foram significativos, como o VO2 max, economia de corrida, frequéncia cardiaca e
percepcao subjetiva de esforco (SCHOLTEN e SERGEEV, 2013).

McAnulty e colaboradores (2011) investigaram os efeitos da administracdo desse

flavonoide em atletas de ciclismo. Os individuos receberam, diariamente, 1000 mg de
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quercetina ou placebo, durante seis semanas e, posteriormente, foram analisadas as
concentracdes plasmaticas de nitrito, ferro, enzimas antioxidantes e proteina C-reativa.
Os autores concluiram que o ciclismo induz aumento de estresse oxidativo e inflamagéo
e a suplementacédo de quercetina em longo prazo nao foi capaz de exercer qualquer efeito
preventivo. Além disso, outro estudo com ciclistas treinados, suplementados por duas
semanas com quercetina combinada com EGCG (epigalocatequina-galato) ou placebo,
ndo mostrou diferenca na expressdo de mMRNA para os genes relacionados a biogénese
mitocondrial (NIEMAN et al., 2009).

Estudo com ratos suplementados com 50 ou 600 pg de quercetina por dia durante
3 ou 8 semanas, concluiu que a suplementacdo em baixa dose aumentou a expressao de
PGC1l-a (HENAGAN et al., 2014). Foi demonstrado também que a menor dose de
quercetina aumenta o gasto de energia e resulta em melhora na composicdo corporal,
beneficios esses que foram associados ao maior do nimero de mitocondrias no musculo
esquelético, que levaram a melhoria no metabolismo de lipidios (HENAGAN et al.,
2015).

Estudo conduzido em nosso grupo de pesquisa, também em modelo animal,
concluiu que a administracao oral de 25 mg/kg de quercetina (padrdo analitico) reduziu a
gordura retroperitoneal, aumentou o desempenho fisico, a producao de forga muscular e
a area de seccdo transversa do musculo séleo, além de promover aumento da expressao
do gene PGC1-a, relacionado a biogénese mitocondrial e TGF-B, a redugdo da atrofia
muscular, com apenas 9 dias de tratamento (BOUVIERE, 2015).

Existem evidéncias que sustentam a hipotese de que a quercetina seja capaz de
aumentar o desempenho em exercicios de endurance. Isso se deve a estudos que
mostraram uma variedade de propriedades bioldgicas, conhecidas por afetar o
desempenho fisico e mental e aumentar a biogénese mitocondrial. Um estudo de meta-
analise mostrou que a quercetina aumenta em 3% o desempenho e 0 VO, max em relacao
ao grupo placebo em humanos (KRESSLER et al., 2011).

Esses efeitos ergogénicos ainda ndo estdo bem elucidados e os resultados
necessitam ser avaliados cuidadosamente, ja que podem ser influenciados pelo tipo de
sujeito e seu grau de treinamento, além do tipo de suplemento utilizado. Assim, mais
estudos s@o necessarios para determinar os efeitos da quercetina sobre o desempenho

fisico, e se eles estariam relacionados a modula¢es no metabolismo.
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2.5. Dosagem, toxicidade e tempo de suplementacéo da quercetina

A toxicidade dos flavonoides é bastante reduzida em animais (HAVSTEEN,
1983). A quercetina é reconhecida como segura de acordo com o FDA (Food and Drug
Administration) (DAVIS et al., 2009). Estudos utilizam diferentes dosagens de quercetina
que varia de 10 a 500 mg/kg, sem relatos de efeitos tdxicos ou adversos. Em contrapartida,
pesquisas com ratos mostraram que dosagens de quercetina acima de 500 mg/kg foram
capazes de gerar compostos mutagénicos (detectados na urina e fezes) e que, por longos
periodos, levaram ao aparecimento de lesdes neoplésicas nos rins (CREBELLI et al.,
1987; DUNNICK e HAILEY, 1992).

Estudos mostraram que o periodo de duracdo de suplementacdo da quercetina
varia muito e existem poucos que avaliaram efeitos de curto prazo. A suplementacédo de
sete dias € considerada curta (DAVIS et al., 2009). A quercetina quando suplementada
no periodo de duas a seis semanas, tanto em individuos treinados quanto em néo
treinados, esta relacionada com resultados inconsistentes sobre o desempenho (NIEMAN
etal., 2010).

2.6.Metabolomica

A metaboldmica representa um método abrangente para a avaliacdo global dos
metabdlitos presentes em amostras bioldgicas, incluindo soro, plasma, sangue total, urina,
saliva, tecidos, liquido sinovial, etc. Esses compostos, resultantes da atividade
metabolica, apresentam baixo peso molecular (< 2.000 Da), dentre os quais incluem-se
lipidios, carboidratos, aminoacidos, peptideos, acidos nucleicos, acidos organicos e
vitaminas. A metabolémica fornece uma abordagem sistematica para compreender as
regulacGes metabdlicas globais dos organismos. Com isso, 0 método pode ser usado para
identificar vias metabdlicas alteradas devido a, por exemplo, intervengdes farmacéuticas,
no estilo de vida e na dieta (ZHANG et al., 2012; KIRWAN et al., 2009; NICHOLSON
e LINDON, 2008).



20

Essa abordagem se mostra importante na investigacdo do estado fisiologico de
organismos, no diagnostico e identificacdo de biomarcadores para determinadas doengas.
Pode ser aplicada, ainda, em estudos nutricionais, na identificacdo de biomarcadores de
ingestdo de nutrientes e compostos alimentares especificos. Com isso, estudos com
intervencdes dietéticas, podem fornecer informacGes essenciais sobre os efeitos benéficos
e/ou deletérios de nutrientes ou compostos bioativos (ZHANG et al., 2012; GIBNEY et
al., 2005).

Essa metodologia faz parte das ciéncias “Omicas”, que também incluem a
gendmica, transcriptbmica e protedmica. Enquanto essas trés sdo consideradas fluxo da
expressao génica, avaliando caracteristicas estruturais, a metabolémica reflete alteragdes

fenotipicas e funcionais de um sistema bioldgico (PUTRI et al., 2013).

A determinacdo dos metabdlitos faz-se, principalmente, por meio de duas técnicas
analiticas: a ressonancia magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de massas (EM)
associada a cromatografia (BHARTI et al., 2013; FITZPATRICK e YOUNG, 2013). A
RMN é muito utilizada para analise em fluidos bioldgicos e extratos celulares e que
permite a determinacdo das dinamicas temporais dos perfis de metabdlitos. Tem como
vantagens a eficiéncia, ser uma técnica ndo destrutiva e promover andlise estrutural,
reduzindo ambiguidades. (ZHANG et al., 2012; XU et al., 2007).

A RMN é uma técnica baseada no conceito de que certos ndcleos atdmicos sdo
intrinsecamente magnéticos, ou seja, pode ser observada em isdtopos que apresentem essa
propriedade, que é chamada de spin, como o hidrogénio (*H), carbono (*3C) e nitrogénio
(**N). A RMN baseia-se na alteragéo do spin dos nicleos quando submetidos a um campo
magnético e isso depende exclusivamente do tipo de nucleo e da intensidade do campo
aplicado (BERG et al., 2002; SANDERS e HUNTER, 1993).

A técnica ndo observa um unico nucleo, mas uma populacéo de nucleos presentes
na amostra examinada. Para que isso seja possivel é necessario desestabilizar o sistema
com a aplicacdo de um pulso de radiacdo eletromagnética (radiofrequéncia). Quando o
nacleo absorve essa energia de radiofrequéncia, o vetor de magnetizacdo é excitado,
rotacionando longe do seu estado de equilibrio, obtendo assim, a ressonancia. Apos essa
perturbacdo, o sistema retorna ao seu estado inicial de menor energia, por meio de
processos denominados relaxacao. Nesse intervalo de tempo é emitido um sinal chamado
FID, que representa o decaimento da energia absorvida pelos ndcleos durante o processo
de restauracao do estado de equilibrio (BERG et al., 2002; SANDERS e HUNTER, 1993).
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Os nacleos processam a radiacdo eletromagnética em determinada frequéncia (em
Hertz) denominada deslocamento quimico (8), que ¢ normalmente expresso em partes por
milhdo (ppm). O deslocamento quimico depende do ambiente quimico em volta do
nucleo, que é influenciado pela presenca de grupos eletronegativos vizinhos, anéis
aromaticos, etc. Uma alta densidade eletrénica atua como blindagem magnética, quanto
mais proximos desses grupos mais desblindado é o nucleo, o que resulta em sinais em
diferentes regides do espectro de RMN. Isso implica que os nucleos mais blindados
apresentam deslocamentos menores do que aqueles menos blindados, entdo, quanto mais
para esquerda o sinal, menor é a blindagem do ndcleo e menor é 0 campo magnético sobre
ele. O hidrogénio é abundante em amostras bioldgicas, muito sensivel 8 RMN e é o que
mais sofre perturbagdo do campo magnético, sendo o elemento mais comumente
avaliado. Além disso, os sinais podem resultar em picos unicos, chamados de singletos,
ou também em dupletos, tripletos, quadripletos e etc. Isso acontece pelo fenémeno
denominado acoplamento spin-spin, que ocorre quando os prétons estdo préximos entre
si (PAVIA et al., 2010; BERG et al., 2002; SANDERS e HUNTER, 1993).

E importante ressaltar que sdo escassos 0s estudos com suplementacdo de
quercetina que tenham aplicado a metabolémica para avaliacdo do perfil metabdlico do
sangue de animais. Foi encontrado apenas um estudo, de Wu e colaboradores (2012).
Entretanto, a investigacdo foi realizada com modelo animal, protocolo de exercicio e
avaliacdes diferentes daqueles utilizados na presente dissertacdo. Por esse motivo, é de
grande relevancia determinar possiveis alteraces no perfil de metabdlitos no sangue apés

a suplementacgé@o com esse flavonoide.
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OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo geral

Investigar os efeitos da suplementacdo de quercetina sobre o desempenho fisico e

o perfil metabdlico de ratos wistar.

3.2.0Dbjetivos especificos

Investigar dois tipos de quercetina: padrdo analitico e grau alimentar;

Avaliar o ganho ponderal e o consumo alimentar dos animais durante o periodo
de suplementacdo, bem como o peso de musculos e compartimentos de gordura
apos nove dias de intervencao;

Determinar a capacidade fisica maxima dos animais antes e ap6s sete dias de
suplementacao;

Analisar a funcdo contratil in vitro e a area de seccdo transversa do musculo séleo
apos o periodo experimental;

Investigar os intermediarios metabolicos presentes no sangue dos animais ao final

do periodo de suplementacao.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Anélise do perfil das quercetinas
Foram utilizados dois tipos de quercetina, uma designada padrdo analitico

(Quercetina aglicona, Sigma Aldrich®), empregada apenas em estudos experimentais e
outra denominada grau alimentar (Quercegen Pharmaceuticals©), podendo ser usada
também em investigagdes com humanos. A comparacao das quercetinas foi realizada por
meio de anélise metabolémica por RMN. Dez mg de quercetina padrdo analitico e 10 mg
de quercetina grau alimentar foram diluidas em 600 uL de DMSO deuterado e
imediatamente transferidas para tubos de RMN de 5 mm e analisadas em espectrdmetro
de 500 MHz (Ascend™, Bruker) a 25 °C. Para os espectros unidimensionais (1D) de 'H
foram utilizados 32 scans, tempo de repeticdo de 2,278 s, poténcia de pulso de 25 kHz e
tempo de 84,73 ms. Os experimentos de espectroscopia de correlagdo total de *H-'3C
(HSQC) foram realizados utilizando 16 scans e parametros de aquisicao de 300 x 1.024
pontos, largura spectral de 6.493 Hz em cada dimensdo e tempo de bloqueio de rotacao
de 60 ms.

Os espectros uni e bidimensionais obtidos foram processados por meio do
software Topspin 3.2. A correcdo da fase foi realizada manualmente de forma que os
picos ficassem em fase e a linha de base também foi corrigida para ficar em zero. A analise
e 0 assinalamento foram feitos a partir da comparagdo dos espectros obtidos com o0s
disponiveis no banco de dados do metaboloma humano (Human Metabolome Database -
http://www.hmdb.ca/).

4.2. Animais e condicOes experimentais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, machos, com 8 a
10 semanas de idade, pesando entre 300 e 350 gramas, provenientes do biotério de
roedores do Instituto Vital Brazil, localizado na cidade de Niterdi, Rio de Janeiro. Os
animais foram mantidos no BIONUT, Biotério do Instituto de Nutricdo Josué de Castro
(INJC/UFRJ), sob condicdes controladas de temperatura (23+£2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de doze horas invertido, permanecendo as luzes acesas entre 19:00 e 7:00).
A inversdo do ciclo claro/escuro tem objetivo de viabilizar a realizagdo dos

procedimentos durante o periodo de vigilia dos animais. Os ratos receberam agua e racdo
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(Nuvilab®) ad libitum, durante todo o periodo experimental e foram mantidos em gaiolas

coletivas (maximo de 5 animais por gaiola).

O estudo foi planejado respeitando-se as normas relativas a utilizacdo humanitéria
de animais com finalidade de pesquisa cientifica e foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (CEUA-CCS/UFRJ) sob o nimero de inscricdo 123/15 (Anexo A).

4.3. Protocolo experimental

Foi estabelecido protocolo de suplementacéo de 9 dias, representado na Figura 6.
Foram utilizados 30 animais, divididos em trés grupos: Controle/DMSO (C; n = 10),
Quercetina Padrdo Analitico (QPA; n = 10) e Quercetina Grau Alimentar (QGA,; = 10).

Periodo de suplementacio Eutanasia
Adaptacio as
condicdes

experlmentals | f |

| 'I_ o
-5d 0d 1d 8d 9d 10d
Teste de esforco Teste de esforco

maximo maximo

Figura 6. Esquema representativo do protocolo experimental. d = dias do protocolo.

Os animais passaram por cinco dias de adaptacdo as condigcdes experimentais
(gavagem e esteira) e, entdo, foi iniciado o periodo de suplementacdo com DMSO (C),
Quercetina Padrdo Analitico (QPA) ou Quercetina Grau Alimentar (QGA). No primeiro
dia, primeiramente, foi realizado um teste de esforco maximo e ap6s 4h foi iniciada a
suplementacdo que perdurou por nove dias (1 vez ao dia, no mesmo horéario). Durante
esse periodo, os ratos foram submetidos a mais um teste de esforgo maximo no oitavo

dia. Terminado o periodo de suplementacéo, no décimo dia, foi realizada a eutanasia dos
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animais, com coleta de amostras biologicas e realizacdo do teste de contratilidade do

musculo.

4.4. Administracdo de quercetina e veiculo

Quercetina padréo analitico e quercetina grau alimentar foram diluidas em DMSO
(Sigma Aldrich®) na concentragdo de 25 mg/mL. Ambas as quercetinas foram
administradas aos animais na dose de 25 mg/kg de massa corporal, enquanto o veiculo
(DMSO) foi administrado na dose de 1 mL/kg de massa corporal (DAVIS et al., 2009).

As solugbes de quercetina foram preparadas imediatamente antes da
administragdo. A suplementacdo dos animais foi realizada por meio de gavagem,
utilizando-se seringa com capacidade para 1 mL acoplada a agulha de gavagem. Todos
os animais foram submetidos a cinco dias de adaptacdo aos procedimentos, quando
receberam &gua (LmL/kg de massa corporal), por gavagem, antes do periodo de

suplementacéo.

4.5. Teste de esforgco maximo

Para determinacdo da capacidade fisica maxima, todos 0s animais passaram por
um periodo de adaptacéo, de cinco dias, em esteira rolante especifica para roedores (AVS,
Brasil), a velocidade de 17 cm/s e inclinagcdo de 10° por cinco minutos. Nos dias dos
testes, cada rato foi submetido a testes individuais, com velocidade inicial de 17 cm/s e
inclinacdo de 10° (mantida durante todo teste). A cada 2 minutos a velocidade era
aumentada em 2 cm/s até a exaustdo, caracterizada pela incapacidade do animal de sair
das grades localizadas ao final da esteira, apesar do choque elétrico maximo (2 mA) e por
alteracdes no padrdo da marcha (NETO et al., 2013).

Além disso, antes do inicio e apds o término (em 4 tempos: 0, 5, 10 e 30 minutos)
do teste foram obtidas aliquotas de sangue da cauda (25 pL), colocadas em tubos
contendo 50 pL de solucdo de fluoreto de sodio 1 % e congeladas a -20°C ate as anélises
das concentracbes de glicose (mg/dL) e lactato (mmol/L), realizadas em

glicosimetro/lactimetro (Yellow Spring, 150° Sport, USA).
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4.6. Avaliacao do ganho ponderal

A massa corporal dos animais foi medida em balanca digital de alta preciséo
(Digimed®) antes e apds o periodo de suplementagdo com quercetina. A diferenca entre
os valores (final e inicial) foi considerada o ganho ponderal no periodo. Além disso, era
realizada pesagem com intervalos de um dia para adequacdo da dose de quercetina a ser

suplementada.

4.7. Avaliacdo da ingestdo alimentar

A ingestdo alimentar foi controlada pesando-se uma quantidade de racdo em
balanca digital de alta precisdo (Digimed®) antes de ser oferecida aos animais e o que
sobrou ao final do periodo experimental. A diferenca entre os valores (inicial e final) eram
divididos pelo numero de animais presentes nas gaiolas e, entdo, considerada a ingestdo

alimentar no periodo.

4.8. Eutanésia e obtenc¢do de amostras bioldgicas

Finalizado o periodo de suplementacdo, os animais foram eutanasiados por meio
de decapitacdo em guilhotina (Insight®), apds jejum de 3 horas, para obtencdo de

amostras bioldgicas.

O sangue total foi coletado em tubos individuais e mantido a temperatura ambiente
até coagulacao plena. Em seguida, foi submetido a centrifugacao (Sorvall®), a 3.000 rpm
por 20 minutos e 4 °C. O soro obtido foi aliquotado, adicionado de 0,5 mM de azida

soédica e estocado a -80 °C até a ocasido das analises.

Foi realizada a excisdo dos musculos s6leo, que compreendeu na ressec¢do dos
musculos posteriores da coxa (gastrocnémio), para acesso ao soleo, destinado as analises
histoldgicas e da funcdo contratil. Apds incisdo longitudinal da parede abdominal e
afastamento das visceras, a cavidade retroperitonial foi acessada, tendo sido extraida a
massa de tecido adiposo visceral e subcutaneo. Todos os tecidos, apos remocéo, foram
imediatamente pesados em balanca digital de alta precisio (Digimed®) e os valores
obtidos foram normalizados pelo peso do animal, de modo que os resultados foram

expressos como g/kg de massa corporal.
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4.9. Funcdo contratil do musculo soleo in vitro

O mdasculo soleo foi dissecado, com os tendBes preservados e imediatamente
imerso em uma cuba contendo solugdo Ringer-Krebs (NaCl 116,8 mM, KCI 5,9 mM,
MgSO4 1,2 mM, NaHCO3 25 mM, CaCl2 1,25 mM e glicose 5 mM). O tecido foi fixado
pelas extremidades a haste fixa do eletrodo de estimulagéo e a haste mdvel conectada ao
transdutor de forca (Ad Instruments MLT1030/D), para registro de abalos musculares. O
tecido também foi ajustado de modo a se manter alinhado as hastes e foi alongado no seu
comprimento maximo. A solucdo da cuba foi constantemente borbulhada com mistura
carbogénica (95 % O2 e 5 % CO2) e mantida a 37 °C.

O musculo foi estimulado eletricamente e repetidamente por meio do estimulador
(Grass S88X) na frequéncia de 0,2 Hz. Apds a estabilizacdo dos abalos musculares (+-
20 minutos), a frequéncia de estimulacdo foi aumentada para 50 Hz para avaliacdo da
forca tetanica (maxima) em g. As analises ocorreram com duracao de pulso de 0,00010
segundos e delay 0 segundos. Foi medida a variacdo entre a base e o pico de tensdo
desenvolvida, representando o méaximo de forca desenvolvida pelo mdsculo. A
visualizagdo e as andlises foram realizadas com auxilio do software LabChart 7.1.

4.10. Histomorfologia e quantificacdo da area de seccdo transversa do

musculo soleo

Apos dissecacao, os musculos foram mantidos em solucdo de formaldeido 10%
durante 72 horas, depois foram lavados e desidratados em concentracBes crescentes de
etanol (70, 80, 90 e 100%) por 30 minutos em cada. Logo apds, os tecidos foram mantidos
em xilol 100% por 30 minutos 3 vezes. Para impregnacéo, os tecidos foram submergidos
em parafina a 58°C por 30 minutos 2 vezes. Apos inclusdo dos tecidos em parafina, 0s

blocos foram aparados e armazenados em geladeira.

Foram obtidos cortes transversais com 5 micrOmetros de espessura, seccionados
em micrétomo. Os cortes foram colocados durante 1 minuto em alcool 50% e 1 minuto
em banho-maria a 60°C. Posteriormente, foram colocados em laminas histologicas e

permaneceram em estufa a 58°C por 24 horas.
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Para a coloracgéo das laminas foi utilizada a técnica hematoxilina-eosina (HE). As
laminas contendo os cortes foram imersas em xilol 100% 1 vez por 20 minutos e 2 vezes
por 5 minutos e em alcool 100% por 1 minuto. Em seguida, foram imersas em solucdes
com concentracdes decrescentes de alcool (100, 95, 90 e 70%) por 1 minuto cada e em
agua destilada por 10 minutos. As laminas foram colocadas em hematoxilina por 10
minutos, depois foram lavadas em &gua corrente por 1 minuto, eosina por 10 minutos,
agua corrente por 1 minuto e, por fim, foram desidratadas em &lcool 95% por 1 minuto,

alcool 100% por 1 minuto e clarificadas em xilol 100% por 5 minutos 2 vezes.

As laminas foram montadas em Entellan e analisadas em microscopio (Leica
Microsystems®), sendo obtidas imagens com aumento de 200 vezes e escala de 25 um.
Para quantificagdo da area de sec¢do transversa, essas imagens foram analisadas com
auxilio do programa Image J versédo 1.4, aonde foi medida a area (um) de 250 fibras por

musculo.

4.11. Anélise metabolomica

O perfil metabdlico do sangue dos animais, apos 9 dias de suplementacéo, foi
estudado por abordagem metabol6mica, realizada por meio de analises de RMN. As
amostras foram preparadas misturando-se 300 pL de soro a 300 pL de tampéo fosfato
(pH 7,4 com 10% de D20 (4gua deuterada) e azida sodica 0,5 mM). Os espectros uni e
bidimensionais foram obtidos em espectrometro de 500 MHz (Ascend™, Bruker) a 25 °C.
Para os espectros de 1D-'H, foi utilizada a sequéncia de pulso CPMG (Carr-Purcell-
Meiboom-Gill) a fim de suprimir sinais de proteinas e outras macromoléculas, usando
1.024 scans, tempo de repeticdo de 2,278 segundos, poténcia de pulso de 25 kHz e tempo
de CPMG de 84,73 ms. Os experimentos de espectroscopia de *H-'H (TOCSY) foram
realizados utilizando 64 scans e parametros de aquisi¢do de 320 x 4.096 pontos, largura
espectral de 6.493 Hz em cada dimens&o e tempo de bloqueio de rotacdo de 60 ms. Para
os espectros de *H-*C (HSQC) utilizou-se 156 scans e parametros de aquisicio de 256 x
1.024 pontos, largura spectral de 6493 Hz em cada dimensdo e tempo de bloqueio de

rotacdo de 60 ms.

Os espectros dos intermediarios metabdlicos obtidos foram processados por meio
do software Topspin 3.2. A corre¢édo da fase foi realizada manualmente de forma que os
picos ficassem em fase. A linha de base também foi corrigida para ficar em zero e todos
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os espectros foram alinhados e referenciados pela posi¢éo do pico da alfa-glicose em 5.23
ppm. Foi gerada a tabela de intensidade de cada pico dos espectros 1D-'H (bucket table)
por meio do programa AMIX® (Bruker Biospin), para realizagio das analises estatisticas.
Para isso, foi utilizada a regido dos espectros de 9.0 a 0 ppm, excluindo a regido da agua
(5.0 — 4.6 ppm), regides sem alinhamento entre todos os espectros (8.0 — 7.6, 7.45 — 7.28,
7.08 - 6.92, 6.5 4.8, 3.76 — 3.75, 2.69 — 2.64 e 1.3 — 1.15 ppm) e o pico referente a
dimetilsulfona (DMSO2) em 3.14 ppm (3.15 — 3.13 ppm).

A andlise e o0 assinalamento dos picos foram realizados a partir da comparagédo
dos espectros obtidos com os disponiveis no banco de dados do metaboloma humano
(Human Metabolome Database - http://www.hmdb.ca/), na literatura (SHEN et al., 2016;
WU et al., 2012) e confirmados usando o TOCSY e HSQC.

4.12. Anadlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. A
normalidade dos dados foi testada pelo método de Shapiro-Wilk. A comparacdo dos
resultados entre todos os grupos em um mesmo tempo foi realizada por analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA) seguido de teste de Tukey e para tempos
diferentes realizou-se anéalise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) seguido de
teste de Bonfferoni. Valor de p < 0,05 foi estabelecido para significancia estatistica.
Todos os testes foram realizados por meio do programa GraphPad Prism, versdo 5.01

(Graphpad Software Inc.©).

Para analise dos dados de metaboldmica, a bucket table gerada a partir dos
espectros de RMN adquiridos das amostras de soro sanguineo foi submetida as analises
estatisticas multivariadas, como analise por componentes principais (PCA, do inglés
principal componente analysis) e analise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA, do inglés partial least square discriminant analysis). Acuracia, RZ e Q2 foram
os indices de desempenho utilizados para avaliagdo dos modelos PLS-DA e foram
realizadas analise de VIP scores e de via metabolica. Todas as analises foram obtidas com

auxilio do programa MetaboAnalyst 3.0 (www.metaboanalyst.ca).



30

5. RESULTADOS

5.1. Perfil das quercetinas

Ao comparar 0s espectros das quercetinas, tanto de *H (Figura 7) quanto de *H-
13C (Figura 8), foi possivel observar que as formulages ndo apresentaram diferencas
significativas em sua composicao, apenas um pico minoritario em 3.85 ppm que esta mais
intenso na QPA comparado a QGA. Os assinalamentos foram realizados com base nos
espectros da quercetina disponiveis no banco de dados Human Metabolome Database.
Portanto, admite-se que ambas tém a mesma formula quimica, compativel com a

quercetina aglicona.

DMSO-d6
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Figura 7. Espectros de *H das quercetinas e assinalamentos dos picos. (A) Quercetina

padréo analitico. (B) Quercetina grau alimentar.
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Figura 8. Espectros de *H-3C HSQC das quercetinas e assinalamento. (A) Quercetina

padrao analitico. (B) Quercetina grau alimentar.
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5.2. Ganho ponderal e ingestdo alimentar

O ganho de peso dos animais suplementados com quercetina foi menor (QPA
13,10 + 1,88 g e QGA 11,78 £ 1,40 g) quando comparados aos que receberam DMSO
(19,78 + 2,17 g) como mostra a Figura 9.

Ganho ponderal

T T
C QPA QGA

Figura 9. Ganho ponderal em g, em 9 dias de suplementacdo com DMSO (C, n = 10),

quercetina padrdo analitico (QPA, n = 10) ou quercetina grau alimentar (QGA, n = 10).

Valores expressos como média + erro padrdo da média. * Indica diferenca estatistica em

relacdo ao controle (p < 0,05) de acordo com o teste One-way ANOVA seguido de teste

de Tukey.

Entretanto, a ingestdo alimentar ndo diferiu entre os grupos C (215,9 + 4,3 g),
QPA (211,5+ 4,1 g) e QGA (204,0 £ 3,3 g) durante os 9 dias de suplementacdo (Figura
10).
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Ingestao alimentar

C QPA QGA
Figura 10. Ingestdo alimentar em g de racédo, em 9 dias de suplementa¢cdo com DMSO
(C, n = 10), quercetina padrdo analitico (QPA, n = 10) ou quercetina grau alimentar
(QGA, n = 10). Valores expressos como média + erro padrdo da média. Ndo houve

diferenca estatistica de acordo com o teste One-way ANOVA seguido de teste de Tukey.

5.3. Capacidade fisica maxima, lactacidemia e glicemia

Ao comparar o primeiro teste fisico maximo com o segundo, apds 7 dias de
suplementacdo (Figura 11), foi possivel observar que ambos os grupos suplementados
com quercetina aumentaram o tempo de exercicio em esteira no segundo teste (QPA
11,46 + 4,94 % e QGA 30,40 + 8,18 %), porém, apenas QGA apresentou diferenca

significativa quando comparado ao C, que apresentou reducdo de 1,41 + 3,04 % no tempo.
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Figura 11. Percentual de aumento do tempo maximo de exercicio obtido no segundo teste
de esforco comparado ao primeiro, apos 7 dias de suplementacdo com DMSO (C, n = 10),
quercetina padrdo analitico (QPA, n = 10) ou quercetina grau alimentar (QGA, n = 10).
Valores expressos como média £ erro padrdo da média. ** Indica diferenca estatistica em

relacdo ao controle (p < 0,005) de acordo com o teste One-way ANOVA seguido de teste
de Tukey.

As concentracgdes de lactato (Figura 12) e glicose (Figura 13) antes e ap6s ambos
os testes fisicos ndo diferiram entre os grupos, apenas entre os tempos. O lactato esta
elevado logo apds o exercicio, mostrando que os animais praticaram exercicio extenuante
e, apbes 30 minutos, eles ja retornaram aos teores basais. Com a glicose ocorreu 0 mesmo,
concentracdes mais elevadas logo ap6s o término do teste e iguais a basal apos 30

minutos.
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Figura 12. Concentracdes sanguineas de lactato antes (basal) e 0, 5, 10 e 30 minutos ap6s
os testes analisadas em glicosimetro lactimetro. (A) primeiro teste fisico e (B) segundo
teste fisico. Valores expressos como média + erro padrdo da média. Nao houve diferenca

entre 0s grupos de acordo com teste Two-way ANOVA seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 13. ConcentracGes sanguineas de glicose antes (basal) e 0, 5, 10 e 30 minutos ap0s
os testes analisadas em glicosimetro/lactimetro. (A) primeiro teste fisico e (B) segundo
teste fisico. Valores expressos como média + erro padrdo da média. Nao houve diferenca

entre 0s grupos de acordo com teste Two-way ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

5.4. Pesos dos tecidos

Os pesos relativos dos tecidos (g/kg de peso corporal) estdo apresentados na
Tabela 2. Os resultados foram analisados usando o teste One-way ANOVA, seguido de
teste de Tukey. O peso do musculo soleo foi maior nos grupos QPA e QGA quando

comparados ao grupo C. Em contrapartida, os pesos relativos do musculo gastrocnémio
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e dos compartimentos de gordura visceral e subcutdnea ndo apresentaram diferenca

estatistica entre os grupos C, QPA e QGA.

Tabela 2. Pesos relativos dos tecidos apds 9 dias de suplementacéo.

Grupos Séleo Gastrocnémio Gordura Gordura
(a/kg) (o/kg) visceral (g/kg)  subcuténea (g/kg)
C 0,34 +0,01 6,38+ 0,09 5,19 +0,52 8,95+ 0,36
QPA 0,39+0,012 6,37 £ 0,12 3,92 +0,29 8,17+ 0,66
QGA 0,37+0,01° 6,39 + 0,08 5,04 + 0,36 8,30 £ 0,61

C = controle (n = 10); QPA = quercetina padrdo analitico (n = 10); QGA = quercetina
grau alimentar (n = 10); ® e ® = diferenca significativa em relacéo ao controle (p < 0,005

e p < 0,05, respectivamente).

5.5. Fung&o contratil do musculo séleo in vitro
A funcdo contratil do mdsculo séleo in vitro esta representada na Figura 14. Apos
9 dias de suplementacdo, a forca tetanica desenvolvida foi maior nos grupos QPA (70,58

+7,34 g) e QGA (78,83 = 5,64 g) quando comparados ao grupo C (47,03 £ 4,46 g).
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Figura 14. Forca tetanica em g desenvolvida pelo musculo séleo in vitro, apds 9 dias de
suplementacdo com DMSO (C, n = 10), quercetina padrdo analitico (QPA, n = 10) ou
quercetina grau alimentar (QGA, n = 10). Valores expressos como média + erro padréo
da média. * e ** Indicam diferenca estatistica em relacdo ao controle (p < 0,05 e p <0,005,

respectivamente) de acordo com o teste One-way ANOVA seguido de teste de Tukey.

5.6. Histomorfologia e &rea de seccéo transversa do muasculo séleo

Por meio das imagens histoldgicas (Figura 15 B) e da quantificacdo da éarea de
seccao transversa (Figura 15 A) do musculo s6leo, ap6s 9 dias de suplementacdo, €
possivel observar que ndo houve diferenca entre os grupos C (502,78 + 22,84 um), QPA
(528,26 £ 24,00 um) e QPA (513,27 £ 23,45 um), mostrando que ndo houve aumento no

didmetro das fibras musculares.
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A) Seccao transversa
600+

Figura 15. (A) Area de seccdo transversa em um do musculo séleo, ap6s 9 dias de

suplementacdo com DMSO (C, n = 5), quercetina padrdo analitico (QPA, n = 5) ou
quercetina grau alimentar (QGA, n = 5). Valores expressos como média + erro padrdo da
média. Nao houve diferenca estatistica de acordo com o teste One-way ANOVA seguido
de teste de Tukey. (B) Imagens histologicas representativas da secgdo transversa do

musculo séleo obtidas em escala de 25 um e aumento de 200 vezes.

5.7. Perfil metabdlico do sangue

Primeiramente, ao analisar os espectros de 1D, representados na Figura 16, é
possivel verificar um pico bastante intenso em 3.14 ppm, identificado como dimetil
sulfona (DMSO,), produto do metabolismo do DMSO, que foi usado como veiculo. Além
disso, foi identificada a alfa-glicose em 5.23 ppm, utilizada para referenciar todos 0s
espectros.
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Figura 16. Espectros de *H CPMG representativos dos soros dos animais apds 9 dias de
suplementacédo. (A) Controle (DMSO), (B) Quercetina padrdo analitico (C) Quercetina

grau alimentar.



i ppm
A 3 m<l;‘n:lulo -
: ° = 2 F 20
Glutamina - Alaniney &=
ig - G E=—2
‘%, ®c Acetato Qé? £ 30
% 2 2 <
S - .
z Creatina
o :lanina L 50
i =S -
“reating Dimetil sulfona
b G (Ihllllld‘ "(‘I‘)‘l\‘/l;(")z]" 60
% Lactato ©
i e = ®
ot _V |, R [ 70
Ry -]
g TS @
§ =
%‘: Alfa-glicose - 80
Alfa-glicose 90
o A
100
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 ppm
ppm
8 -
B g» ow
° & Q?o - 20
3 = [ =D
- T = ®
=
% o e - a0
6
$ "
=
=8 ° o Ly
[ @ . <z 60
q .o @
3 e = . o
| ° G\i@ 70
b
- 80
E § 3 90
2 -
% 100
o
T T T T T T
55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 ppm
ppm
® L
C 4 -, =
Y ° =2 20
ﬁ, ® = &b
% @ E@o o=
® i . = - 30
p1 =— <
%
s =g,===> = E 40
8 g
b
&o @ 0 - 50
i .o 4
by @ 60
g ==,
b” - o
s, e o £,
? %é‘b 70
4 . ®
&
‘ 2 E
& 20
& g o
'? 100
[
* T T T T T
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

41

Figura 17. Esbectros de 'H-13C HSQC representativos dos soros dos animais apds 9 dias

de suplementacdo. (A) Controle (DMSO), (B) Quercetina padrao analitico (C) Quercetina

grau alimentar.
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A analise de PCA € um método ndo supervisionado, no qual nenhuma informacéo

a respeito das amostras é levada em consideragdo. A PCA dos metabolitos presentes no

soro dos animais (Figura 18) mostrou que ndo houve separagéo tanto quando comparados

0s trés grupos (A), quanto quando comparados dois grupos separadamente (B, C e D).
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Figura 18. Analise por componentes principais (PCA) dos metabolitos do soro dos
grupos controle (C; n = 10), quercetina padrdo analitico (QPA; n = 10) e quercetina grau
alimentar (QGA; n = 10). (A) N&o houve diferenga entre os 3 grupos experimentais. (B),
(C) e (D) Néo houve diferenca entre os grupos C e QPA, C e QGA e QPA e QGA,

respectivamente.

A PLS-DA é um método supervisionado, que classifica as amostras em grupos e
busca aperfeicoar a separacdo entre elas. Quando realizada a analise de PLS-DA (Figura

19), também néo foi possivel observar diferenca nos metabdlitos do soro dos trés grupos
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(A). lgualmente, ndo foi observada diferenca quando comparados 0s pares de grupos

separadamente (B, C e D), porém ha uma tendéncia de separagdo nas figuras B e C.
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Figura 19. Andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) dos

metabdlitos do soro dos grupos controle (C; n = 10), quercetina padrédo analitico (QPA; n

= 10) e quercetina grau alimentar (QGA; n = 10). (A) Nao houve diferenca entre os 3

grupos experimentais. (B), (C) e (D) Ndo houve diferenca entre os grupos C e QPA, C e
QGA e QPA e QGA, respectivamente.

Além disso, ao analisar os indices de desempenho dos modelos PLS-DA (Tabela

3), observamos que a acuracia, que mede a precisao em todos os modelos, foi baixa. Nesse

indice, é desejavel que o valor esteja proximo de 1,0. Isso confirma o que foi mostrado

nos graficos, que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
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Tabela 3. indices de desempenho para avaliagio dos modelos PLS-DA para metabolitos

sanguineos dos ratos apos 9 dias de suplementacao.

Modelos C x QPA X QGA C x QPA CxQGA QPA x QGA
Acuracia 0,40 0,65 0,65 0,55

R2 0,87 0,95 0,96 0,84

Q2 -0,30 -0,49 - 0,47 -1,73

C = controle; QPA = quercetina padrdo analitico; QGA = quercetina grau alimentar.

A partir do PLS-DA também foi possivel verificar quais deslocamentos quimicos
influenciaram na diferenca das amostras (VIP scores). Os metabolitos identificados a
partir dos deslocamentos quimicos foram: lactato (4.11 e 1.32 ppm), creatina (3.93 e 3.03
ppm), alanina (3.78 e 1.47 ppm), alfa-glicose (3.54, 3.42 e 3.24 ppm), glutamina (2.43
ppm), lipidio (2.01 e 0.93 ppm), acetato (1.92 ppm) e lipoproteina VLDL (1.29 e 0.87
ppm). A Figura 20 mostra a analise de cada um desses metabolitos/deslocamentos, onde

ndo houveram diferencas significativas entre os grupos para nenhum dos metabolitos.

Apos a identificagdo dos metabdlitos do VIP score, foi realizada a andlise de via
metabolica (Figura 21) por meio do MetaboAnalyst 3.0. O resultado mostrou esses
metabolitos estdo relacionados ao metabolismo do piruvato e a glicolise ou

gliconeogénese.
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Figura 20. Box plots representativos dos metabdlitos, presentes nos soros dos animais
apos 9 dias de suplementacdo, responsaveis por diferencas entres as amostras, nos grupos
controle (C; n = 10), quercetina padrdo analitico (QPA; n = 10) e quercetina grau
alimentar (QGA; n = 10). Nao houveram diferencas estatisticas de acordo com o teste
One-way ANOVA seguido de teste de Tukey.
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6. DISCUSSAO

Compostos bioativos presentes nos alimentos, como os flavonoides, estéo entre os
fatores nutricionais que tém capacidade de promover efeitos benéficos a salde
(JAISANKAR et al., 2014). A quercetina ja foi descrita como benéfica em diversas
enfermidades e também como agente ergogénico, por alterar a expressdo de genes,
melhorar o desempenho fisico e a composi¢do corporal (HENAGAN et al., 2015;
HENAGAN et al., 2014; CASUSO et al., 2014; CASUSO et al., 2013, DAVIS et al.,
2009).

No presente estudo, comparamos dois tipos de quercetina: uma padréo analitico
puro (aglicona; > 95%), utilizada exclusivamente para estudos experimentais e outra grau
alimentar, que pode ser usada inclusive para estudos com humanos, porém sua
composicao ndo era conhecida. A analise por RMN mostrou que ambas tém os espectros
referentes a forma aglicona, com uma sutil diferenca em um Unico pico de baixa
intensidade, assumindo-se, assim, que essas quercetinas sao iguais. Com isso, espera-se
que essas duas suplementacfes promovam efeitos semelhantes ao serem comparadas

entre si.

A fim de analisar possiveis mudancas na composicdo corporal, foram avaliados o
ganho ponderal, a ingestdo alimentar e o peso de musculos e de compartimentos de
gordura. Com a suplementacdo de 25 mg/ kg de ambas as quercetinas por 9 dias foi
observado reduc¢do do ganho de massa corporal, mesmo sem alterar o consumo alimentar.
Kobori e colaboradores (2015) verificaram que camundongos suplementados durante 20
semanas tanto com 0,05 % quanto em 1 % de quercetina ndo tiveram 0 peso e a ingestdo
caldrica alterados. De outro modo, Casuso e colaboradores (2014) mostraram que a
administracdo desse composto, na mesma concentracdo deste estudo, em dias alternados,
por seis semanas ndo foi capaz de modificar o peso de ratos, porém o grupo que fez
exercicio e foi suplementado, obteve o menor ganho de peso e melhor eficiéncia

alimentar.

Corroborando com nossos achados, Henagan e colaboradores (2014), utilizando
camundongos com resisténcia a insulina, viram que com 50 pg de quercetina por dia
durante oito semanas, houve reducdo da massa corporal dos animais. Porém, quando a
dose foi aumentada para 600 g ou o tempo reduzido para 3 semanas, essa alteracao néo
foi observada, sugerindo que a dose e o tempo de suplementagdo utilizados, podem

justificar os diferentes efeitos do flavonoide sobre as variaveis estudadas.
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Quanto a composicdo corporal, observamos aumento do peso do musculo séleo
nos grupos suplementados com as quercetinas, entretanto ndo houve alteragdo nos pesos
do gastrocnémio, e dos compartimentos de gordura visceral e subcutdnea. Em
contrapartida a esses achados, em estudos ja& mencionados anteriormente, ndo foram
encontradas diferencas significativas no peso de musculos (CASUSO et al., 2014) e
houve diminuicdo do tecido adiposo branco (HENAGAN et al., 2014).

Jung e colaboradores (2013) ao suplementar 0,025 % de quercetina junto a uma
dieta rica em gordura por nove semanas, constataram que a suplementacdo diminuiu
significativamente os efeitos da dieta, reduzindo a massa corporal e o tecido adiposo
branco, que foi relacionado a modificagcfes em genes envolvidos na lipogénese. Esses
resultados reforcam que os achados séo inconsistentes, assim como dose e tempo

dependentes.

A capacidade fisica dos animais foi avaliada por meio de teste fisico maximo de
corrida em esteira rolante. Verificou-se que o tempo de exercicio aumentou no segundo
teste, quando comparado ao primeiro, nos grupos suplementados com quercetina, porém
com diferenca significativa apenas para QGA, quando comparada ao controle.
Reforcando este resultado, Davis e colaboradores (2009) com administracdo de 12,5 e 25
mg/ kg de quercetina por 7 dias, observaram aumento no tempo de permanéncia no teste
fisico de camundongos suplementados. Este resultado foi associado positivamente a
maior expressdo dos genes PGC1l-a e SIRTI, envolvidos na biogénese mitocondrial,
indicando que a quercetina gera beneficios sobre a capacidade fisica mesmo na auséncia
de treinamento, sendo possivel atribuir o envolvimento do PGC1-a neste processo. De
outro modo, ratos treinados e sedentarios que receberam doses de 25 mg/kg de quercetina
em dias alternados por 6 semanas, ndo obtiveram alteracdo no tempo do teste fisico,
sugerindo que o efeito antioxidante do flavonoide, poderia comprometer as adaptacdes
induzidas pelo treinamento, que s&o, em parte, mediadas por estresse oxidativo (CASUSO
et al., 2014; CASUSO et al., 2013). Supde-se, também, que esses achados contraditorios
se devam aos diferentes protocolos experimentais, uma vez gque no presente estudo, bem
como no de Davis e colaboradores (2009) foi realizada suplementacdo diéria, enquanto
nos trabalhos de Casuso e colaboradores a suplementacdo era administrada em dias

alternados, podendo comprometer a eficiéncia do composto.

PGCl-a é uma proteina co-ativadora que participa de diversos processos

relacionados a biogénese mitocondrial. Ela é capaz de se ligar a diferentes fatores de
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transcricdo que regulam a expressdo de genes nucleares que, por sua vez, codificam
proteinas mitocondriais. O PGC1-a também induz a expressdo do fator de transcri¢do
mitocondrial que tem as fungdes de regular a replicacdo, transcricdo e organizagdo do
DNA mitocondrial (PEJZNOCHOVA et al., 2010). Ja foi visto que uma maior expressao
de PGC1-o no musculo de camundongos aumentou a capacidade fisica dos animais
(CALVO etal., 2008).

A biogénese mitocondrial pode ser induzida por sessdes de exercicio fisico, que
promovem elevacdo da capilaridade, da producéo de antioxidantes e do consumo de
oxigénio, além de outras adaptacbes como aumento da densidade mitocondrial e de
enzimas relacionadas ao metabolismo dessa organela. Assim, o treinamento, em longo
prazo, gera melhoria na capacidade de endurance, por aumentar o numero de
mitocondrias além de aumentar a oxidacdo de lipidios e carboidratos (LITTLE E
COCHRAN, 2011; PERRY et al., 2010). No entanto, estratégias nutricionais, como a
suplementacdo com compostos fendlicos, incluindo a quercetina, também tém mostrado
capacidade de aumentar a biogénese mitocondrial (DAVINELLI et al., 2013; NIEMAN
et al., 2009).

Conforme esperado, as concentracdes séricas de lactato aumentaram ao final do
teste de esforco maximo quando comparadas aos valores antes do exercicio. Estes
resultados demonstram que os animais foram submetidos a um protocolo de alta
intensidade e correram até a exaustdo. Também esperado, 0s teores voltaram aos valores
basais em pouco tempo, uma vez que o lactato ndo permanece na corrente sanguinea,
retornando para a célula, onde é convertido a piruvato. Nao observamos diferenca
significativa entre 0s grupos em nenhum dos tempos, nem quando comparados 0s testes
1 e 2. Divergindo destes achados, Casuso e colaboradores (2013) encontraram
concentracdes de lactato maiores no grupo suplementado com quercetina que no controle

apos o teste fisico.

De forma semelhante, e compativel com as expectativas, as concentracdes de
glicose no sangue também estavam aumentadas ao final do teste, em razdo da demanda
energetica do exercicio, e reduziram até alcancgar valores semelhantes & condigéo basal
em pouco tempo. Ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos tanto quando
comparados 0s tempos quanto os testes. Em concordancia com esse resultado, Henagan

e colaboradores (2014) também n&o observaram diferenca na glicemia de jejum entre 0s
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grupos tratados com quercetina ou placebo, bem como quando submetidos ao teste de

tolerancia oral a glicose.

A suplementagdo de quercetina no desempenho fisico ja foi estudada também em
humanos. A suplementacdo de 1 g em homens néo treinados durante duas semanas, gerou
aumento discreto na distancia percorrida no teste fisico. Askari e colaboradores (2012)
mostraram que a ingestdo desse flavonoide associado a vitamina C (500 mg + 200 mg por
dia) por 8 semanas ndo melhorou o desempenho do exercicio, mas reduziu o dano
muscular e o percentual de gordura corporal em homens atletas. Gongalves (2014) nao
observou alteracdo no desempenho fisico em teste de esteira em jogadoras de futebol
suplementados com 1 g de quercetina ou placebo por dia, porém as atletas menos
condicionadas, melhoraram o tempo de esteira. JA Davis e colaboradores (2010)
encontraram aumento no VO, max e do tempo até chegar a fadiga em teste de esforgo
maximo em esteira, apds tratamento de homens com duas doses de 0,5 g por dia durante

sete dias.

A andlise conjunta destes achados sugere que permanecem controversos 0s
possiveis efeitos desse flavonoide sobre o desempenho fisico e permite supor que as
diferencas observadas se devam ao fato da dose ideal de quercetina, capaz de promover
efeitos benéficos, ainda ndo ter sido estabelecida. Ao mesmo tempo, ha divergéncia
quanto ao suplemento e o veiculo utilizados, como associa¢do com outros flavonoides e
vitaminas, uso de bebida hidratante, suco e barra comestivel, o que pode interferir na

absorcédo da quercetina.

Né&o foram encontrados na literatura trabalhos que tivessem associado a quercetina
com analises funcionais do musculo esquelético, como a producdo de forca e a
histomorfologia com quantificacdo da area de seccao transversa em ratos saudaveis como
no presente estudo. Contudo, Goldfarb e colaboradores (2011) mostraram que um
concentrado de frutas e vegetais, rico em flavonoides, ndo promoveu impacto na forca
muscular ap6s ser administrado por 28 dias. Além disso, foi descrito que o resveratrol,
composto fenolico que apresenta propriedades semelhante a quercetina, levou a ativagédo
de vias envolvidas na miogénese, resultando reducdo da atrofia e em hipertrofia das
células musculares C2C12 (MONTESANO et al., 2013; WANG et al., 2014).

Os resultados do presente trabalho mostraram que a suplementacdo de ambas
quercetinas, durante nove dias, foi capaz de proporcionar aumento da fungédo contratil

muscular, por aumentar o desenvolvimento de forga pelo musculo séleo, por meio da



51

analise da forca tetdnica. Esse resultado foi surpreendente, considerando que ao
quantificar, a partir de andlises histoldgicas, a area de sec¢do transversa desse muasculo,
ndo foram encontradas diferencas entre 0os grupos. Assim, € possivel supor que a ingestao
de quercetina provoca aumento da forca provavelmente por mecanismos independentes
das vias de hipertrofia/atrofia muscular e sugerir que possam estar ocorrendo modulagdes

no metabolismo energético.

No entanto, corroborando com esses achados, Spaulding e colaboradores (2016)
ao avaliarem a associacao desses parametros com a ingestdo de quercetina em ratos com
distrofia muscular, observaram que o enriquecimento da dieta com 0,2 % de quercetina
por 12 meses foi capaz de preservar modestamente a forga tetanica e a resisténcia a fadiga
do musculo s6leo, porém, nos resultados histoldgicos relativos a este masculo ndo houve
melhoria da distrofia com suplementacdo. Com isso, ainda sdo necessarios mais estudos,

a fim de esclarecer como esse flavonoide exerce seus efeitos sobre a forca muscular.

Trabalhos que elucidem o perfil de metabdlitos presente no sangue de animais
suplementados com a quercetina ainda sdo escassos. Nessa temética, Wu e colaboradores
(2012) avaliaram a ingestdo de 0,1 % desse composto na dieta (equivalente a 5 mg/ dia)
durante duas semanas em camundongos, que foram submetidos a um teste fisico de
natacdo no Ultimo dia de experimento e, em seguida, tiveram o sangue coletado para as
andlises. Os autores verificaram, apds analise quimiométrica dos espectros de RMN de
'H, que a suplementagdo diminuiu os teores das lipoproteinas LDL e VLDL, dos &cidos
graxos insaturados, de lactato e de alanina e aumentou os de glicose apds a natacao,
quando comparados com o grupo que nadou e ndo foi suplementado. Geralmente,
contetdo elevado de lactato apds exercicio reflete glicolise também aumentada, para
compensar a falta de energia durante a atividade. Foi visto no estudo que o tratamento
com o flavonoide diminuiu o lactato sérico e aumentou os acidos graxos insaturados, o
que sugere que houve mudanca na producdo de energia, que estaria vindo ndo mais da
glicdlise e sim da lipolise, havendo, assim, aumento do metabolismo lipidico. A redugéo
nas concentracfes de LDL e VLDL indica que a quercetina pode aumentar a depuracao
dessas lipoproteinas por induzir maior expressao dos genes que codificam as lipases de
lipoproteinas (WU et al., 2011; DIHAL et al., 2008).

A RMN, técnica empregada no presente estudo bem como no de Wu e
colaboradores (2012), é eficiente em fornecer informacdes acerca de perturbacdes

metabolicas induzidas por diversos estimulos. Recebe destaque por ser uma técnica ndo
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invasiva que permite 0 monitoramento simultaneo de varios pequenos metabolitos em
biofluidos, como o soro. Além disso, os métodos de analise multivariada como PCA e
PLS-DA séo os mais comumente usados, simplificando a anélise de dados (ZHANG et
al., 2012).

Na presente investigacdo, ao avaliarmos o perfil dos metabdlitos sanguineos apos
nove dias de suplementacdo com as quercetinas e com o veiculo (DMSO), ndo foram
observadas diferencas quando os dados foram submetidos a anélise quimiométrica tanto
pelo método de PCA quando de PLS-DA. Em ambos os métodos nao foi possivel verificar
separacao entre 0s grupos, tanto quando comparados 0s trés grupos conjuntamente quanto
separados em pares. Entretanto, por meio dessas analises multivariadas é possivel
identificar os metabdlitos que mais variaram entre as amostras a partir dos deslocamentos
quimicos. Neste trabalho foram identificados lactato, creatina, alanina, glicose,
glutamina, lipidio, acetato e lipoproteina (VLDL). Esses compostos, quando submetidos
a analise estatistica, ndo apresentaram diferencas entre 0os grupos, porem podem estar
indicando uma tendéncia a modulacdo metabdlica, ja que sdo metabdlitos relacionados
com vias do metabolismo energético como lipolise, glicolise, gliconeogénese, creatina-
fosfato, entre outras. Entdo, com a analise de via metabdlica, observamos que o0s
metabdlitos identificados no nosso estudo estéo relacionados ao metabolismo do piruvato
e a glicolise ou gliconeogénese, 0 que abre uma excelente oportunidade para

investigacGes em novos estudos.

Sugere-se que, pelo curto tempo de suplementacdo (nove dias), 0 metabolismo
ainda ndo teria sofrido alteracdes a ponto de serem identificadas diferencas entre os
grupos. Também, pode-se assumir que as mudancgas sejam locais, apenas dentro dos
tecidos, ndo sendo extrapoladas para a corrente sanguinea, como modulacdo da expressao

de genes e armazenamento de substratos energéticos

Como limitacdo do presente trabalho, apresentamos o uso do DMSO como
veiculo. Apesar de ser o solvente com maior capacidade de solubilizar a quercetina,
poderia estar influenciando e mascarando certos efeitos deste composto, ja tendo sido
demonstrado promover ag¢Bes antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas, tais
quais o flavonoide utilizado neste estudo (FINOT et al., 2015; KISHIOKA et al., 2007,
ALLI, 2001; BRAYTON, 1986).
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7. CONCLUSAO
Por meio dos resultados obtidos na presente dissertacdo, é possivel concluir que:

e As quercetinas utilizadas sdo iguais quanto a sua composicao, sendo referentes a
forma aglicona;

e A suplementacdo das quercetinas por nove dias foi capaz de promover menor
ganho de peso corporal, mesmo sem alterar a ingestdo alimentar, e aumentar o
peso do musculo s6leo, mas ndo do gastrocnémio e dos compartimentos de
gordura;

e Houve aumento e tendéncia de aumento do desempenho fisico dos animais que
consumiram QGA e QPA, respectivamente;

e Ambas as quercetinas levaram ao aumento da forca tetdnica do musculo soleo
apos nove dias de suplementacdo, sem gerar hipertrofia muscular;

e O perfil de metabolitos presente no soro dos animais apds o periodo experimental
foi similar;

e Mais estudos necessitam ser realizados a fim de verificar por meio de quais

mecanismos a quercetina é capaz de promover seus efeitos benéficos.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para tentar responder o que ficou em aberto com o presente estudo, temos como

perspectivas futuras:

e Testar novas possibilidades de diluicdo da quercetina ou aplicacdo de processos,
como 0 micro e nanoencapsulamento, para tornar possivel sua diluicdo em agua;

e Anadlise da expressdo de genes que possam estar envolvidos com o aumento de
forca muscular e capacidade fisica;

e Anélise metabolémica do musculo;

e Realizacédo protocolo de suplementacéo longa (> 8 semanas).
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