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RESUMO

bY

Introducdo: A rutina € um flavondide glicosilado pertencente a subclasse dos
flavonols, sendo extensamente encontrada na natureza em frutas, vegetais e
bebidas como o vinho. Apresenta grande importancia terapéutica por melhorar a
resisténcia e permeabilidade dos capilares, atividade antioxidante, antiinflamatéria,
antimitética dentre outras. Hidrolizada como quercetina, promove a inibicdo da
motilidade dos espermatozéides, alteracfes na prostata, nos niveis de testosterona
e de dihidrotestosterona, fatores que interferem com a fertilidade. Entretanto néo
foram observados estudos para verificar seu efeito sobre o sistema reprodutor de
ratos. Hipotese: A rutina possui atividade toxica sobre o sistema reprodutor de ratos.
Objetivo: Avaliar a toxicidade da rutina sobre testiculos, préstata, vesicula seminal,
epididimo e na concentracdo dos espermatozéides epididimarios, assim como no
figado, rins e bago. Métodos: Ratos Wistar adultos provenientes da Colonia do
Centro de Biologia da Reproducédo da Universidade Federal de Juiz de Fora, foram
distribuidos, aleatoriamente, em quatro grupos: Controle que recebeu por via
intragastrica 1ml de agua destilada; Tratado I, 1l e Ill onde os animais receberam,
pela mesma via 5, 10 e 20 mg/Kg/dia rutina, diluida em agua, respectivamente,
durante sete dias consecutivos. Apos eutanasia realizada 10, 42 e 60 dias do inicio
do experimento foram retirados: testiculos, prostata, vesicula seminal, epididimo,
figado baco e rins. Obteve-se secrecdo epididimaria para contagem de
espermatozoides. No sangue foram feitas dosagens bioquimicas (ALT e creatinina) e
hematoldgicas (hematimetria,hematocrito, hemoglobina, leucometria, CHGM, HGM e
VGM). Os epididimos foram processados histologicamente e a altura do epitélio foi
medida através de cortes dos epididimos. Em cada corte foram selecionados 10
tubulos circulares ao longo do epididimo nos quais se obtiveram oito medidas ao
longo de sua circunferéncia. A média dos valores foi considerada representativa da
altura do epitélio do tubulo. Os dados coletados foram processados por analise de
variancia — uma via e teste post hoc de Dunnet T3 (0=0.05), e teste de Kruskal-
Walllis (0=0.05). Para analise da altura do epitélio do epididimo, foi ulitizado ANOVA
— uma via, seguido de teste post hoc de Dunnet (a=0.05). Resultados: Animais do
grupo T3 tiveram menor peso e menor consumo de ragdo em relacdo aos controles
(p<0.05). O Grupo T1 eutanasiados trés dias apdés o término do tratamento
apresentaram hepatomegalia e reducdo de HGM, que ndo ocorreu em outras doses
e ndo se manifestou aos 42 e 60 dias. Todos 0s grupos apresentaram reducéo do
peso do epididimo (p<0.05) apds 10 dias do inicio do experimento, porém essa
alteracdo nao persistiu aos 45 e 60 dias. Outras variaveis ndo apresentaram
diferenca significativa. Conclusdo: A rutina ndo causou efeitos toxicos gerais
persistentes nos exames realizados, mas levou a toxicidade no o epididimo,
reduzindo o seu peso entretanto, o0 mecanismo de tal efeito ndo foi identificado
nesse trabalho.

Palavras-chave: rutina, flavondide, sistema reprodutor ratos , toxicidade.



ABSTRACT

Introduction: Rutin is a glycosylated flavonoid belonging to the subclass of flavonols
and widely found in nature in fruits, vegetables, and beverages such as wine. It has
great therapeutic importance since it improves the resistance and permeability of
capillaries, as well as the antioxidant, anti-inflammatory and antimitotic activities,
among others. Hydrolyzed as quercetin, it promotes the inhibition of spermatozoa
motility, changes in the prostate and in the levels of testosterone and
dihydrotestosterone, factors that interfere with fertility. However, no studies were
found regarding its effects on the reproductive system of rats. Hypothesis: Rutin has
toxic activity on the reproductive system of rats. Objective: Evaluate the toxicity of
rutin on testicles, prostate, seminal vesicles, epididymis, and epididymal
spermatozoa concentration, as well as liver, kidneys, and spleen. Methods: Adult
rats, from the vivarium of the Center for Reproductive Biology of the Federal
University of Juiz de Fora, were distributed randomly into four groups: Control, which
received intragastrically 1ml of distilled water; Treated I, Il and Il which received 5,
10 and 20 mg/kg/day of rutin, intragastrically, diluted in water, for seven consecutive
days. Once euthanasia was performed, after 10, 42 and 60 days of the beginning of
the experiment; testicles, prostate, seminal vesicles, epididymis, liver, spleen, and
kidneys were removed. Epididymal secretion was obtained for spermatozoa count.
Biochemical (ALT and creatinine) and hematological (hematimetry, hematocrit,
hemoglobin, leukocyte counts, MGHC, MGH, and MGV) dosages were performed.
The epididymides were processed histologically, and the epithelial height was
measured by cutting the epididymis. In each cut, 10 circular tubules along the
epididymis were selected and eight measurements along its circumference were
obtained. The mean value was considered representative of the epithelial height of
the tubule. The collected data were processed by variance analysis - one way and a
post-hoc Dunnet T3 test (a = 0.05), and Kruskal-Wallis test with significance level a =
0.05. To analyse the epididymal epithelium, we used one way - ANOVA followed by
Dunnet post hoc test (a = 0.05). Results: Animals of the TIII group had lower weight
and lower feed intake compared to the control (p <0.05). The animals of the TI group,
euthanized three days after the end of treatment, showed hepatomegaly and
reduction of MGH, which did not occur in other doses and did not manifest at 42 and
60 days. All groups showed a reduction in the epididymis weight (p <0.05) after 10
days into the experiment, but this change did not endure at 45 and 60 days. Other
variables showed no significant difference. Conclusion: Rutin did not cause
persistent general toxic effects; however, it manifested toxicity to the epididymis,
reducing its weight. Nevertheless, the mechanism of this effect was not identified in
this study.

Keywords: rutin, flavonoid, reproductive system of rats, toxicity.
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Introducéo

A saude reprodutiva masculina tem sido foco dos estudos (PFLIEGER-
BRUSS, 2006) em infertilidade ap6s Carlsen e colaboradores, terem demonstrado
um declinio de 50% na concentracdo dos espermatozoides humanos de 1940 até
1990. Parte dos efeitos que podem levar o individuo a infertilidade se deve a fatores
ambientais como poluentes, pesticidas, disruptores enddécrinos (SKAKKEBAEK et
al., 2006) ou quimicos como a exposi¢cao a drogas (D’'SOUZA, 2003; BERERHI,
2003). Agentes toxicos que alterem a interacdo das células e a producédo hormonal
afetam a integridade do sistema reprodutor podendo levar o individuo a infertilidade
(OISHI, 2002; JEDLINSKA-KRAKOWSKA et al.,, 2006). Alguns fitoterapicos
contendo flavondides tém demonstrado diversas atividades, farmacoldgicas
importantes como antioxidantes, anticarcinogénicas e cardioprotetoras (PATHAK et
al., 1991; HOLLMAN et al., 1996; MATINEZ-FLOREZ et al., 2002).

A rutina € um flavonoide pertencente a subclasse dos flavondis que apresenta
um dissacarideo (raminose + glicose) ligados a posicdo 3 do anel pirano. E
encontrada em varias fontes alimentares como cebola, uva, trigo serraceno, feijao
vermelho, macas, tomates e bebidas como vinho tinto e cha preto (THOMPSON et
al.,1999; HOLLMAN et al.,1996). Tem sido atribuido a rutina: melhora nos sintomas
de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos associados com algumas doencas
hemorragicas ou de hipertenséo, por promover a normalizacdo da resisténcia e da
permeabilidade da parede destes vasos (PATHAK et al.,1991). Outros sintomas de
fragilidade capilar também sdo melhorados, entre eles, a perda da acuidade visual e
alteracbes do campo visual (PATHAK et al.,1991). Age também como inibidor ndo

competitivo da angiotensina Il e prostaglandina E; e relaxante de musculatura lisa
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(YILDZOGLU-ARI et al.,1991). Também se observou sua eficiéncia no tratamento da

artrite por Candida albicans e atividade anti-fangica (HAN, 2009), atividade
antihiperlepidémica (SANTOS, et al., 1999), efeito anticonvulsivante em ratos
(NASSIRI-ASL, SHARIATI-RAD, ZAMANSOLTANI, 2008) , supresséo da imunidade
celular (MIDDLETON et al., 2000), atividade anticarcinogénica (MACHADO, 2005),
efeito antiinflamatério (GUARDIA et al., 2001). Reduziu, significativamente, os niveis
de colesterol e triacilglicerdis, em ratos Wistar, hiperlipidémicos (LIMA et al.,2003),
parecendo ser um modulador do colesterol (PARK et al 2002).

Hasumura et al. (2004) demonstraram que a administracao de rutina incluida
na alimentacdo de ratos, por longo tempo, ndo causou alteracdes hematoldgicas ou

indicios clinicos de toxicidade.

N&do foram encontrados na literatura pesquisada avaliagcdo da toxicidade
reprodutiva da rutina, mas sobre um dos seus metabolitos, a quercetina, séo
conhecidos efeitos no sistema reprodutor masculino. Tais estudos mostram
controvérsias quando analisados “in vitro” e “in vivo’. No primeiro caso foram
demonstrados efeitos inibitérios sobre a motilidade e viabilidade dos
espermatozoides (NASS-ARDEN, BREITBART, 1990; KHANDUJA et al., 2001), mas
estudos “in vivo” indicam efeito protetor da quercetina contra exposi¢cao a pesticidas
(IZAWA et al.,, 2008); efeito estimulador da qualidade dos espermatozéides
(TAEPONGSORAT et al., 2008); auséncia de efeitos sobre a fertilidade
(ARAVINDAKSHAN et al.,1985), alteracdes da préstata aumento dos niveis de
testosterona e reducao dos de dihidrotestosterona em ratos (MA et al., 2004) .

Diante das observacdes anteriores, pareceu importante avaliar a toxicidade
reprodutiva da Rutina sobre o sistema reprodutor de ratos, sendo esse 0 propdsito

dessa dissertacao.
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2 Revisdo da literatura

2.1 Espermatogénese: aspectos gerais

A espermatogénese € 0 processo no qual células germinativas imaturas
passam por sucessivas divisbes mitoticas, meiose e diferenciagdo para formar os
espermatozoides (HESS, 1990; O'DONNEL et al., 2001). Esse processo ocorre na
parede dos tubulos seminiferos nos testiculos, em uma intima associacdo com as
células de Sertoli (HESS, 1990; O’'DONNEL et al., 2001). Quando o desenvolvimento
das células germinativas se completa, os espermatozoéides séo liberados das células
de Sertoli para dentro do lume dos tubulos seminiferos e prosseguem através de um
sistema de ductos, a rede testicular, antes de atingir o epididimo via dutos eferentes
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Durante a passagem pelo epididimo, os
espermatozoides sofrem varias mudancas bioquimicas até se tornarem gametas
moveis capazes de fertilizar o ovocito (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A espermatogénese se inicia com as espermatogobnias, o tipo celular mais
imaturo nos testiculos, e incluem a espermatogbnia tipo A, intermediaria e a
espermatogbnia do tipo B, a Ultima geracdo de espermatogbnias a ser formada
antes do inicio da meiose (HESS, 1990; GUYTON; HALL, 2006; O'DONNEL et al.,
2001). As espermatogbnias B, ap0s a Ultima mitose, geram 0s espermatocitos
primarios (O'DONNEL et al., 2001). Estes replicam o seu DNA e iniciam a meiose,
gue ao final da primeira divisdo, formam os espermatdcitos secundarios, que
passardo rapidamente pela segunda divisdo meidtica formando espermatides
arredondadas hapléides (HESS, 1990; GUYTON; HALL, 2006; O'DONNEL et al.,
2001). A diferenciacdo das espermatides arredondadas em alongadas ocorre sem

gue essas células passem por qualquer divisdo, tratando-se de um processo de
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diferenciacdo estrutural que resulta na formacado dos espermatozoides que sdo,
posteriormente, liberados no lume dos tubulos seminiferos (HESS, 1990; GUYTON,;
HALL, 2006; O'DONNEL et al., 2001).

A espermatogénese acontece ao longo de todo o tubulo seminifero, mas néo
ao mesmo tempo, assim em determinados segmentos encontram-se grupos de
células em uma etapa de diferenciacdo enquanto que em outro encontram-se outros
grupos celulares. Esses grupamentos celulares resultam do processo de
diferenciacao das células germinativas desde a célula tronco e é ciclico, seguindo
passos ordenados de diferenciacao das células (FRANCA et al.,1998).

As associacdes celulares (estadios) sé@o precisas para cada espécie, sendo
esta relagcdo sempre constante (HESS, 1990). Dessa forma, mapas dos estadios
podem ser preparados para cada espécie, a fim de se caracterizar as associacdes
celulares presentes nos cortes histoloégicos dos tubulos seminiferos (Figura 1)
(FRANCA et al., 1998). A duracao do processo espermatogénico é diferente entre as
espécies. Em ratos Sprague — Dawlaey o recrutamento de células comprometidas,
vindas das células tronco, ocorre a cada 12,9 dias (HESS, 1990), que representa o
tempo necessario para uma célula ascender um nivel acima da célula original no
mapa do ciclo espermatogénico, ou seja avancar para o proximo estadio (HESS,

1990; FRANCA et al, 1998).
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FIGURA 1. Estadios do ciclo do epitélio seminifero de ratos adaptada de Franca e colaboradores

1998.

A duracdo total da espermatogénese, baseando-se em 4,5 ciclos
espermatogénicos, € de, aproximadamente, 30 — 75 dias nos mamiferos e esta sob
o0 controle do gendtipo da célula germinativa. Embora possam ser encontradas
diferencas entre as racas de algumas espécies, a duracdo do ciclo espermatogénico
€ geralmente considerada constante para estas espécies. Em ratos, cada ciclo
espermatogénico dura 12,9 dias, enquanto que a duracao total da espermatogénese

€ de 58 dias (FRANCA et al., 1998).

Os espermatozéides liberados nos tubulos seminiferos sdo transportados
para a rede do testiculo através dos ductos eferentes que abandonam o testiculo
formando o epididimo (DACHEUX et al., 2005; O’'DONNEL et al., 2001) que se
continua com o nome de ducto deferente (HERMO; ROBAIRE, 2002). O epididimo &
anatomicamente dividido em trés regibes principais: cabec¢a (com o segmento
inicial), corpo e cauda e cada segmento tem funcdo especifica relacionada a

maturacao funcional do gameta (GATTI et al., 2004, FRANCA et al., 2005).



17

O epididimo consiste em um epitélio pseudo-estratificado com varios tipos
celulares, incluindo as células principais, basais, claras, finas, apicais e em halo
(CORNWALL, 2009). O principal tipo celular encontrado por todo o epitélio, sdo as
células principais, que constituem aproximadamente 80% do epitélio e sao
responsaveis pela maior parte das proteinas que sdo secretadas no lume

(CORNWALL, 2009).

2.2 Transito epididimario

No epididimo, os espermatozoides vindos dos testiculos passam por um
processo de maturacdo, tornando-se capazes de fertilizar o ovécito (GATTI et al.,
2004; FRANCA et al., 2005). Essa maturagéo envolve varias modificagdes funcionais
incluindo o desenvolvimento da potencialidade para manter a motilidade, a migracao
distal e a eventual perda da gota citoplasmatica (DACHEUX et al., 2005; O'DONNEL
et al., 2001). Para adquirirem a habilidade para fertilizar o o6cito, o0s
espermatozoides necessitam ficar na cabeca e corpo do epididimo por um periodo
minimo de tempo, que € espécie-especifico, como mostra a tabela 1 adaptada de
Franca e colaboradores (2005).

Dados da literatura (FRANCA et al., 2005) mostram que a duracdo estimada
do transito dos espermatozdéides através do epididimo, varia de cinco a 16 dias nas
varias espécies de mamiferos ja investigados (Tabela 1 adaptada de Franca e
colaboradores, 2005). Também, em geral, o tempo requerido para a maturacao
espermatica dentro da cabeca e corpo varia de dois a cinco dias. Ja a duracdo do
transito dos espermatozdides pela cauda do epididimo, varia, conforme a espécie,
entre quatro a 14 dias em machos com repouso sexual (FRANCA et al., 2005). Em

ratos o tempo para ocorrer a maturagdo espermatica dentro da cabeca e corpo € de
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trés dias enquanto que na cauda este tempo € de aproximadamente cinco dias.
Assim nos ratos o tempo da passagem dos gametas pelo ducto epididimario é de
cerca de oito dias (AMANN et al., 1976; FRANCA et al., 2005). A Tabela 1,
apresentada no artigo de Franca e colaboradores (2005), mostra os dados que 0s
autores compilaram da literatura. Os autores mencionam que “Em alguns dados,
somente o transito total é citado, enquanto que no restante dos dados, os valores
maximo e minimo encontrados estdo mencionados. Os valores totais ndo
representam necessariamente os valores encontrados para o tempo do transito
através da cabeca, corpo e cauda do epididimo”

TABELA 1. Tempo (dias) do transito dos espermatozdides através do epididimo em diferentes

mamiferos*
Espécie Cabeca e corpo Cauda Total**
Cerdo 54-70 6.4 9.0-118
Touro 2.0-3.0 3.6-52 4.0-15.0
Ham 21-36 8.3-128 10.4-16.4
Bufalo 3.2 6.1 9.3
Cavalo 4.0 9.8 49-138
Coiote - - 14.0
Coelho 3.0 9.7 6.6 —12.7
Rato 3.0 51 8.0-10.0
Camundongo 3.0 2.0 5.0-5.8
Hamster 2.0-50 8.0-13.6 15.0-15.6
Marsupiais
M. eugenii - - 13.0
T. vulpecula - - 11.0
Macaco Rhesus 4.9 5.6 10.5
Humano 1.8 3.4 5.5

(FRANCA et al., 2005)
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2.3 Glandulas acessorias

Além das estruturas descritas, a vesicula seminal e a préstata também sdo
essenciais para os espermatozéides. As vesiculas seminais apresentam o epitélio de
aparéncia variada colunar e pseudoestratificada (TAEPONGSORAT et al., 2008).
Sao responsaveis pela secrecdo de material mucoso contendo frutose, acido citrico
e outras substdncias nutritivas, assim como fibrinogénio e prostaglandinas
(TAEPONGSORAT et al., 2008). Acredita-se que as prostaglandinas auxiliem na
fertilizagdo reagindo com o muco cervical feminino, tornando-o mais receptivo ao
movimento dos espermatozoéides e induzindo contragdes peristalticas reversas no
Utero e nas trompas, movendo 0s espermatozoéides ejaculados em direcdo aos
ovarios (GUYTON; HALL., 2006). Shalev e colaboradores (1997) sugeriram que as
prostaglandinas em bovinos estariam relacionadas com a reagdo acrossomica e
também que elas seriam fundamentais para o processo metabdlico de producao de

energia necessaria a motilidade dos espermatozéides.

A préstata € composta por um complexo sistema de ramificacdo constituido
por estruturas ductais e tubulo-alveolares (ROY-BURMAN et al.,, 2004).
Anatomicamente é dividida em quatro lobos: lobo ventral, dorsal, lateral e anterior

(MARKER et al., 2003).

A porcédo glandular e dos ductos da prostata sdo constituidos por diferentes
tipos celulares: as células epiteliais luminais, geralmente cilindricas altas e
diferenciadas (HUDSON et al.,2001), e outro tipo celular, de localizacdo
intermediéaria, as células neuroenddcrinas (HUDSON et al.,2001).Este epitélio é
sustentado por estroma composto principalmente por células musculares lisas e

fibroblastos, além de mastdcitos, macréfagos, nervos e vasos sanguineos (MARKER
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et al, 2003). Ao redor das células estromais, existe uma complexa matriz
extracelular composta principalmente por fibras coldgenas, fibras reticulares, fibras
do sistema elastico, proteoglicanos e diversas glicoproteinas (VILAMAIOR et al.,
2000). O estroma € bem espesso na préstata humana e mais delgado nos lobos

prostéticos dos roedores (NEMETH ; LEE, 1996; MCNEAL,1988).

A funcdo secretora do epitélio prostatico € regulada por andrégenos, que
participam na diferenciacdo e na manutencao do estado ativo da glandula (CUNHA
et al.,, 1985; DONJACOUR; CUNHA, 1993). A testosterona (T) é o principal
androgeno atuante na prostata, esse androégeno é convertido, pela agdo da enzima 5
a-redutase, em diidrotestosterona (DTH) . Ambos androgenos, T e DHT, interagem
com 0 mesmo receptor androgénico, porém a diidrotestosterona tem de 5-10 vezes

mais afinidade pelos receptores de andrégenos que a testosterona (PRINS, 1991).

A prostata € responsavel por uma secrecédo leitosa que contém calcio, ions
citrato e fosfato,sabe-se que o pH ideal para que o espermatozéide adquira
mobilidade é de aproximadamente 6,0 a 6,5, assim é provavel que o liquido
prostatico, ligeiramente alcalino, ajude a neutralizar a acidez dos outros liquidos
seminais durante a ejaculacdo e assim aumente a mobilidade e fertilidade dos

espermatozoides (GUYTON ; HALL., 2006).

2.4 Regulagao hormonal
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A capacidade funcional de todas as estruturas envolvidas no trato reprodutor
masculino é dependente de horménios esteroidianos sexuais. (HOLDCRAFT,;

BRAUN, 2004).

Speroff (1998) descreve pormenorizadamente a sintese dos hormonios

esteroidianos e o texto que segue representa uma sintese de seu trabalho.

O colesterol é o substrato basico na esteroidogénese. A maior fonte de
colesterol é a sanguinea, através da qual ele entra na via biosintética (Figura 2

adaptada de Speroff 1998).

A entrada de colesterol na célula € mediada por um receptor da membrana

celular para lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Apos uma série de

transformacdes, esquematizadas na Figura 2 abaixo, sdo produzidos os horménios

sexuais (SPEROFF, 1998).
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FIGURA 2. Via biosintética dos hormdnios esteréides conforme Speroff (1998)

A acao principal dos horménios esterdides € a regulacdo da sintese protéica
intracelular. Nas células-alvo o0s hormdnios esterbides sao rapidamente
transportados através da membrana celular por difusdo simples e uma vez no
interior da célula, estes horménios ligam-se a receptores individuais dentro do nucleo
(SPROFF, 1998). O complexo horménio-receptor liga-se a sitios especificos do DNA

acarretando sintese subsequente de proteinas (MENDIS-HANDAGAMA, 1997).
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N&o sé as células espermatogénicas como também as de Leydig, células de
Setoli e células peritubulares midides sdo alvos de um ou mais horménios cuja acao
é de fundamental relevancia para a fertilidade masculina (HOLDCRAFT; BRAUN,
2004).

Os hormbnios gonadotréficos: horménio foliculo estimulante (FSH), e o
horménio luteinizante exercem efeitos sobre os tecidos alvos nos testiculos, o
primeiro tem receptores nas células de Sertoli e o segundo em células de Leydig,
principalmente, embora também haja receptores nas células espermatogénicas (LEI

et al., 2001; EBLEN et al.,2001).

Em roedores a principal funcdo do FSH na espermatogénese seria a
estimulacdo da proliferacdo das células de Sertoli durante o desenvolvimento
prepuberal (HECKERT; GRISWOLD, 2002). Tal proliferacdo é importante ja que o
numero de células de Sertoli determina o niumero de células germinativas (SHARPE,
1994). Mutacdes nos receptores de FSH (FSH-R) e na subunidade B do FSH, em
roedores, levam a reducdo drastica no peso dos testiculos e no numero de

espermatozoides epididimarios (KUMAR et al.,1997; DIERICH et al., 1998).

A regulacéo da sintese de testosterona é feita pelo horménio luteinizante (LH)
via células de Leydig (HOLDCRAFT; BAUN, 2004). Estudos mostraram que
camundongos knockout para o receptor de LH (LH-R), tratados com testosterona
exdgena conseguem recuperar a espermatogénese na auséncia da funcéo do LH-R

(LEI, et al., 2001).

Os estrégenos exercem funcdo chave no desenvolvimento e manutencgéo das
fungdes reprodutivas e na fertilidade de machos (O'DONNEL et al., 2001; HESS;

CARNES, 2004; CARREAU et al., 2008). Eles também exercem importante papel



24

nos processos patoldgicos observados nos tecidos do sistema reprodutor (PRINS;

KORACH, 2008).

Os estrégenos sao sintetizados dos andrégenos pelo complexo aromatase,

gue contem a enzima P450 codificada pelo gene CYP19 (CARREAU et al., 2002).

A expressdo da aromatase foi detectada nas células de Sertoli, células de
Leydig, espermatogonias, espermatocitos, espermatides alongadas,
espermatozoides e epididimo de ratos (CARREAU et al., 2008; CARREAU et al.,
2002). Estudos com animais knockout para os receptores de estroOgenos, para
enzima aromatase e em animais tratados com antiestrogenos (EDDY et al., 1996)
constataram que aqueles animais tiveram a espermatogénese, esteroidogénese e

fertilidade alteradas.

Nos testiculos de ratos adultos sdo encontrados as duas isoformas dos
receptores de estrogenos (ERa e ERP), que parecem ser funcionais, embora sejam
necessarias altas concentracoes de estrogeno para sua atividade (HELDRING et al.,
2007). No epididimo, estudos mostraram que a presen¢a do ERa varia com a idade
dos roedores, em contraste, o ERP estd localizado nas células epiteliais
epididimarias e do estroma deste oOrgdo em todas as idades do animal
(ATANASSOVA et al., 2001). A diminuicdo do estrégeno enddgeno parece afetar a
funcao do epidimo, e a exposicao de ratos machos adultos a fitoestrogenos na dieta

foram responsaveis pela reducéo na fertilidade (GLOVER; ASSINDER, 2006).

Na prostata estudos mostraram que 0s estrogenos exercem importante papel
na sua funcdo (PRINS; KORACH, 2008). Este 6rgdo apresenta os dois tipos de

receptores de estrogeno (ERa e ER), sendo que o ERa se encontra nas células do
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estroma e o ERB nas células epiteliais da prostata de ratos (PRINS; KORACH,

2008).

Os estrogénios tém papel importante na regulacéo da fertilidade masculina.
Agem através de receptores alfa (Er)a e beta (Er)p (HESS et al., 2000).
Camundongos sem o (Er) a na rede testicular e no ducto eferente, apresentam
disfuncdo na espermatogénese devido a falta de reabsorcéo do fluido seminal, que
acarreta aumento da presséao nos tubulos seminiferos e conseqiientemente, reducéo
da fertilidade destes animais (HESS et al., 2000). Mutagbes no (Er)p também
induzem reducédo do numero de espermatozéides epididimarios e diminuicdo da

fertilidade (COUSE, et al.,1999).

Alguns estudos relatam que a exposicdo aos estrogenos do meio ambiente
contribui para a reducdo da espermatogénese humana (O’DONNEL et al., 2001) e a
administracdo de estrogeno a animais experimentais, alterou a producdo e

maturacao espermatica (DASTON et al., 1997; SONNENSCHEIN et al.,1998).

2.5 Flavonodides

Em 1930, uma nova substancia isolada de laranjas, foi classificada a principio
como uma vitamina — vitamina P, porém estudos posteriores demonstraram se tratar
de um flavonoide, a Rutina (NIJVELT et al., 2001). Os flavonoides sao polifendis,
metabolitos secundarios de plantas e definidos quimicamente como substancias
compostas por um nucleo comum de fenilcromanoma (C6-C3-C6) (Figura 3) com
substituicio em uma ou mais hidroxilas, incluindo derivados ligados a agucares

(BIRT, 2001).
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A estrutura dos flavonoides esta baseada no nucleo flavilum o qual consiste
de trés anéis fendlicos, (Figura 3) (YAO et al., 2004). As atividades bioquimicas dos
flavonoides e de seus metabdlitos dependem de sua estrutura quimica, que pode
variar com substituicbes incluindo hidrogenacédo, hidroxilagbes, metilagoes,
malonilacdes, sulfatacdes e glicolisacdes (BIRT, 2001).

Flavondides e isoflavondides ocorrem comumente com ésteres, éteres ou
derivados glicosidicos ou ainda uma mistura deles (MIDDLETON et al., 2000).
Exceto o grupo das leucoantocianinas, os demais flavonoides ocorrem em plantas
sempre acompanhados por glicidios recebendo assim, a denominagcdo de glico-
flavonoide ou flavonoide glicosilado, enquanto os que se apresentam isentos de

glicidios, a estrutura recebe o nome de aglicoma (AHERNE; O’BRIEN, 2002)

FIGURA 3 — Nucleo flavilum
Fonte: Birt, 2001.

Os flavondides estdo entre os mais importantes grupos do reino vegetal
(MIDDLETON et al., 2000). Mais de 7.000 deles ja foram identificados em fontes
vegetais (MIDDLETON et al., 2000), sendo suas maiores classes os flavondis,
flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavona, diidroflavonois, e
chalconas (YAO et al., 2004). As principais classes ja estudadas estdo
representadas na tabela 2. S&o encontrados em frutos, legumes, nozes, sementes,

ervas, especiarias, caules e folhas (ACKER et al., 1996)
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Tabela 2. Principais subclasses dos flavondides

Sub-classes Cor Flavondides Representativos  Fontes Alimentares
Antocianidina Azul, vermelho e Cianidina Frutas e flores
violeta
Flavanol Incolor e amarelo  Catequinas, epicatequinas Macas, cha, cerveja, sucos de
procianidina uva e vinho

Flavanona Incolor e amarelo  Hisperidina, Naringenina Frutas Citricas

Flavona Amarelo claro Apigenina, Luteolina Cereais, futas, flores, vegetais
S . . Cebolas, macés, cha, tomates,

Flavonol Amarelo claro Miricetina, quercetina e rutina

trigo sarraceno

Isoflavona Incolor Genisteina, Daidzeina Legumes (derivados da soja)

FONTE: Acker et al. (1996).

Os flavonoides sdo encontrados em grandes quantidades na dieta humana
(YAO et al., 2004). A estimativa precisa da média de consumo desta substancia é
dificil em funcdo da grande variedade de flavondides disponiveis e da extensa
distribuicdo em varias plantas, além da diversidade do consumo humano (TOMAS-
BARBERAN; CLIFFORD, 2000).

Os niveis de flavondides totais e individuais na alimentacéo séo influenciados
por fatores genéticos das espécies vegetais e condicbes ambientais. Fatores
abioticos naturais como radiacdo solar, raios UV, periodos de seca ou chuva,
nutrientes e estacdo do ano influenciam no metabolismo e na producédo destes
compostos e ainda fatores artificiais, como poluentes podem interferir fazendo com
gue a planta produza maior quantidade de metabdlitos secundarios, incluindo
flavondides, como mecanismo de defesa contra patdgenos como virus, bactérias,
fungos, insetos. Em periodos de chuva, os compostos mais polares sdo eliminados
da planta por lixiviacdo (DEGASPARI, 2004).

A cinética de absorcdo dos flavondides varia consideravelmente entre os

alimentos devido a heterogeneidade de acucares e outros grupos funcionais ligados
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ao nucleo de flavonas (WALLE,2004). Os flavonoides sdo usualmente absorvidos,
passando pelos enterdcitos, apos serem glicosilado e/ou convertidos em agliconas
por glicosidases presentes na mucosa gastrointestinal e microflora do cdélon
(HOLLMAN et al.,1995; MARCHAND, 2002). Apdés sua absorcdo eles séao
conjugados no intestino delgado e no figado pela glicuronidacdo, sulfatacdo ou
metilacdo ou metabolizados a pequenos compostos fenélicos (MARCHAND, 2002;
YANG, 2002). Ao sofrerem estas modificagbes, os flavonoides podem tornar-se
metabdlitos mais ativos ou serem eliminados do organismo mais facilmente por
tornarem-se mais polares, assim, muitos desses produtos metabolicos podem ser
detectados na urina e fezes humanas (WALLE, 2004).

Os flavondides apresentam uma notavel série de acdes bioquimicas e
farmacoldgicas que podem influenciar nas funcdes de varios sistemas celulares dos
mamiferos (MIDDLETON et al.,, 2000). A atividade biolégica dos flavondides foi
observada pela primeira vez em 1936, por Rusznyak e pelo bioquimico hungaro
Albert Szent-Gyorgyi, em uma mistura de duas flavonas as quais diminuiram a
fragilidade e a permeabilidade capilar em humanos (PEDRIALI, 2005).

As suas principais aplicagdes na industria sdo como corantes, aromatizante e
flavorizantes. Além disso, as pesquisas demonstraram o seu envolvimento com
propriedades farmacoldgica importantes como antioxidantes (RICE-EVANS et
al.,1995; PATHAK et al.,1991), vasodilatadoras (DUARTE et al.,1993),
antiinflamatérias (PATHAK et al.,1991), anticarcinogénica, anti-virais (MIDDLETON
et al.,2000), cardioprotetoras (PATHAK et al.,1991; HOLLMAN et al.,1996;

MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).
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2.5.1 Rutina

A rutina (Figura 4 ) é um flavondide pertencente a subclasse dos flavonoéis que
tem sido intensamente pesquisada com resultados considerados interessantes para

as industrias farmacéuticas (PEDRIALI, 2005).
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FIGURA 4 — Estrutura da Rutina

Fonte: Pedriali, 2005.

Este flavonoide é encontrado em varias fontes alimentares como cebola, uva,
trigo serraceno, feijdo vermelho, macas, tomates e bebidas como vinho tinto e cha
preto (THOMPSON et al.,1999; HOLLMAN et al.,1996). Entre os vegetais, as
principais fontes de rutina séo:

e A arvore japonesa pagoda — Sophora japonica L.,fabaceae: uma arvore

encontrada no norte e centro da China e de seus botdes e flores sao extraidos de 15
a 20% de rutina (HARBORNE, 1988)

e Trigo sarraceno — Faopyrum esculentum Moech, F. tataricum (L.) Gaenth.,

Polygonaceae: € um peseudoceral de origem chinesa, cultivado na Europa, suas
folhas contem 2-8% de rutina (COUCH et al.,1946).

e Frutos (favas) do faveiro — Dimophandra mollis Benth, Fabaceae. Contem

rutina na proporcéo de 8g para 100g de pericarpo (CHAVES; 2003). E uma espécie

arborea nativa do Brasil pertencente a familia Caesalpinaceae, encontrada em
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regides de cerrado nos estados do Para, Goids, Mato Grosso , Minas Gerais, S&o
Paulo, Mato Grosso do Sul e na Caatinga Nordestina (CHAVES; 2003).

A rutina € um flavonol que apresenta um dissacarideo (raminose + glicose)
ligados a posicéo 3 do anel pirano como se observa na Figura 6 (PEDRIALI, 2005).

A afinidade dos glicosideos pela membrana das células epiteliais exerce um
importante papel na absorcdo dos compostos lipofilicos. A absorcdo no intestino
delgado é dificultada devido aos acucares ligados a sua molécula (MUROTA, 2003).

Manach e colaboradores (1997), Walle e colaboradores (2004) demonstraram
gue a rutina foi completamente hidrolizada por glicosidases produzidas pelas
enterobactérias dando origem a Quercetina 3-glicosidica e a Quercetina aglicona

como se nota na Figura 5 (BOKKENHEUSER, SHACKLETON, WINTER, 1987).

UDP-L-ramnose l Quercetina 3-glicosidica
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FIGURA 5 — Hidrdlise da Rutina

Fonte: Pedriali, 2005.

ApO6s a hidrolise dos acucares estas moléculas passam a apresentar maior
afinidade pelas membranas das células epiteliais do intestino e, portanto, sdo
melhores absorvidas (BOKKENHEUSER, SHACKLETON, WINTER, 1987).

Entretanto Hollman e colaboradores (1995) descrevem que a quercetina
glicosilada (Q3G) é melhor absorvida que a quercetina na forma aglicona devido a
Q3G ligar-se a transportadores de glicose (SGLT-1) nas células epiteliais intestinais.

Manach e colaboradores (1997) descrevem que Rutina e Quercetina
apresentam metabodlitos similares, como Diosmetina, Isohanmnetina e
Tamariximetina, apos 24 horas do inicio da dieta contendo 0,2% de Quercetina ou
0,4% de Rutina.

A capacidade de biotransformacéo dos flavonadis por varias transferases como
a catecol-O-metiltransferase gera compostos sulfo ou glico-conjugados no figado, os
guais serdo eliminados posteriormente durante os processos excretérios (MANACH
et al., 1997).

Dentre os flavondides estudados a rutina tem se destacado em funcdo das
suas diversas atividades farmacoldgicas (PEDRIALI, 2005). Entre as atividades
terapéuticas da rutina, estd a melhora nos sintomas de insuficiéncia dos vasos
linfaticos e venosos associados com algumas doencas hemorragicas ou de
hipertensdo, por promover a normalizacdo da resisténcia e permeabilidade da

parede destes vasos. Outros sintomas de fragilidade capilar também séo
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melhorados, entre eles, a perda da acuidade visual e alteracdes do campo visual.
Estes efeitos podem ser da rutina isoladamente, ou associada ao &cido ascorbico,
cuja absorcdo melhora quando administrado junto com a rutina (PATHAK et
al.,1991).

Em estudos realizados em ileos de cobaias a rutina apresentou efeito
hipotensor e antiinflamatério e em colon da mesma espécie foi observado
relaxamento do muasculo liso, podendo ser esta a razdo da melhora da
permeabilidade capilar produzida pela rutina (YILDIZOGLU-ARI et al.,1991).

Rutina e quercetina tém acéo terapéutica em doencas que envolvem radicais
livres, tendo acéo antioxidante e nao sao toxicos, em especial a rutina (AFANAS'EV
et al., 1989).

Outras atividades da rutina abrangem: atividade anti-fungica (HAN, 2009);
antihiperlepdémica (SANTOS, et al., 1999), anticonvulsivante em ratos (NASSIRI-
ASL, SHARIATI-RAD, ZAMANSOLTANI, 2008) , imunossupressora (MIDDLETON et
al., 2000), anticarcinogénica (MACHADO, 2005) e antiinflamatéria (GUARDIA et al.,

2001) .



3 Hipotese

A rutina possui atividade toxica sobre o sistema reprodutor de ratos.
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4 Objetivos

Em ratos Wistar expostos a doses crescentes de rutina:

a) Avaliar alteracBes morfolégicas de 6rgaos do sistema reprodutor
b) Determinar a concentracdo de espermatozdides epididimarios
c) Avaliar alteracdes morfoldgicas dos rins, figado e baco

d) Verificar alteracbes hematologicas e bioquimicas

34
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5 Material e Métodos

5.1 Modelo Bioldgico e acondicionamento dos animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos (n=180), pesando entre 250 e 300
gramas provenientes da col6nia do Biotério do Centro de Biologia da Reproducéo
(CBR) da Universidade de Juiz de Fora (UFJF).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, forrados com
maravalha industrializada, e alimentados com racdo do tipo peletizada
(Nuvilab/Nuvital®) e agua filtrada.

As gaiolas foram mantidas em armarios climatizados (Alesco), localizados em
ambiente com temperatura e ciclo claro/escuro de 12 horas, controlados

automaticamente.

5.2 Flavondide

O flavondide utilizado foi o hidrato de rutina, minimum 95% HPLC proveniente

da empresa Sigma®, lote 085K0196, referéncia R5143-50G.

5.3 Desenho Experimental

A metodologia seguida foi a descrita por D"Souza ( 2003) . Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: controle (C) -

receberam 1ml de agua destilada (n=45); Tratados T1 (n=45), T2 (n=45) e T3 (n=45)
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gque receberam 5mg, 10mg e 20mg de Rutina / kg de peso corporal,
respectivamente, por via intragéstrica, durante sete dias, em dose Unica, sempre
entre as 14 e 15 horas. A DL50 da quercetina para ratos foi calculada em 161mg/kg
de peso corporal (SULLIVAN et al., 1951), mas nédo foi usada para o calculo das
doses a serem administradas, preferindo-se utilizar a correspondente a que foi
efetiva em reduzir o nimero de células neoplasicas em modelo experimental de
tumor de Erlich (MACHADO, 2005),seguida da metade e dobro desta dose.

Ap6s 10, 42 e 60 dias do inicio do tratamento, 15 animais de cada grupo
foram eutanasiados. A escolha dos dias deve-se ao fato de lesbes de
espermatozoides e espermatides, espermatécitos ou espermatogobnias,
respectivamente, poderem ser identificadas na contagem de espermatozoides
(D"SOUZA, 2003). Alem disso, poderia se avaliar a reversibilidade dos efeitos.
Todos os animais foram observados por 60minutos apds o tratamento e,
posteriormente, uma vez ao dia para verificar indicios de toxicidade clinica (ZENIK et
al., 1994).

O peso corporal e o consumo de racdo foram aferidos no dia do inicio e no
ultimo dia do tratamento; seguindo-se pesagens a cada sete dias até o dia da
eutanasia, quando foram pesados novamente. Estimou-se o consumo de racdo pela
diferenca do peso entre gramas de racao colocada na gaiola em um dia e o restante

24horas depois. A agua foi fornecida ad libitum.

5.4 Eutanasia

Procedeu-se a eutanasia por asfixia ap6s rotura do diafragma, realizada sob

anestesia profunda com Ketamina (via intraperitoneal) e Xilazina (via
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intramuscular) nas doses de 90 mg/kg e 10mg/kg de peso corporal,
respectivamente. ApOGs a eutanasia foram obtidos por laparotomia os testiculos
direito e esquerdo, epididimo direito, vesicula seminal vazia, prostata, rins direito e
esquerdo, figado e baco.retirar pois esta descrito abaixo, ainda por laparotomia, o
epididimo direito foi exposto e a cauda puncionada para remogao de secrecao e
analise da concentracao dos espermatozoides (MORAES, 1994; DOSTAL et al.,

1996; SEED et al., 1996)

5.5 Contagem dos espermatozoéides

Para contagem dos espermatozoides, apos a eutanasia o epididimo direito foi
exposto e a cauda puncionada para remocdo de secrecdo e analise da
concentragcédo de espermatozoides (MORAES, 1994; DOSTAL et al., 1996; SEED
et al.,, 1996). O material obtido foi imediatamente colocado em uma gota de
solucdo fisiologica (50ul) previamente preparada em placa de Petri apoiada sobre
uma placa aquecida (36°C). Em seguida, com auxilio de pipeta automatica
Ependorf®, foram retirados 20ul da solucdo presente na gota e diluidos em 6ml de
agua destilada. Apos a diluicdo uma amostra foi coletada e colocada em camara
de Neubauer® para contagem dos espermatozéides. O numero total de
espermatozoides foi obtido pela média de duas contagens correspondentes ao

campo superior e inferior da camara de Neubauer.

5.6 Analise Anatomo-patoldgica
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Realizou-se laparotomia em busca de lesdes macroscopicas de 6rgaos
internos e, posteriormente, remo¢do e pesagem dos testiculos direito e esquerdo,
epididimo esquerdo, préstata, vesicula seminal vazia, rins direito e esquerdo, figado
e baco.

Foram retiradas amostras dos Orgaos, submetidas ao processamento de
rotina do Centro de Biologia da Reproduca da UFJF, para posterior analise
microscépica, caso fossem encontradas alteragbes no peso ou lesbes

macroscopicas.

5.7 Analise Histomorfomeétrica

Para analise histomorfométrica do epitélio tubular do epididimo foram
selecionadas cinco amostras por grupo (n=5). Em cada corte, foram selecionados
aleatoriamente 10 tubulos circulares e efetuadas 8 medidas ao longo de sua
circunferéncia (Figura 6). A média dos valores foi considerada representativa da
altura do tdbulo. As imagens foram capturadas pelo programa AxioVision Release

4.7 (Zeiss®)

Figura 6. Histomorfometria do epitélio de epididimo. Fotomicrografia. Coloracao Histoquimica:

Tricrobmico de Gomori.
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5.8 Processamento Estatistico

Os dados coletados foram processados por andlise de varidncia — uma via e
teste post hoc de Dunnet T3 (a = 0.05), e teste de Kruskal-Wallis, com o nivel de
significancia a = 0.05. Para analise do epitélio do epididimo, foi utilizado ANOVA —

uma via, seguido do teste post hoc de Dunnet (a=0,05).

5.9 Aspéctos Eticos

A metodologia deste trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacéo Animal (Protocolo n °. 003/2007 — CEEA, Universidade Federal de
Juiz de Fora) o qual segue 0s principios éticos internacionais de experimentacao

animal.
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6 Resultados e discussao

Os resultados e discussao serao apresentados sob forma de artigos.

O artigo |, intitulado “Rutina - Estrutura, Metabolismo e Potencial
Farmacolégico”, foi aceito para publicagdo no periddico Revista Interdisciplinar de
Estudos Experimentais.

O artigo |l intitulado “Toxicological Evaluation of the Flavonoid Rutin on the
Reproductive Sistem of Wistar Rats”, foi submetido ao peridédico Reproductive

Toxicology.
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RESUMO

Os Flavondides séo substancias naturais amplamente distribuidas no Reino Vegetal.
Ha um interesse crescente na investigacao dessas substancias, devido ao volume de evidéncia
dos beneficios que eles proporcionam para a saude.

A Rutina é um flavonol glicosidico pertencente a uma importante classe de
Flavondides, sendo extensamente encontrados na natureza, em frutas, vegetais e bebidas
como cha e vinho. Pouco se sabe sobre a farmacocinética e biodisponibilidade da rutina, e
estes mecanismos tem sido foco de muita controveérsia. Apesar disso, a Rutina apresenta
grande importancia terapéutica por melhorar a resisténcia e permeabilidade dos vasos
capilares, atividades antioxidante, antiinflamatdria, anticarcinogénica dentre outras, razdo que

levou a realizacao da presente revisao.
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ABSTRACT

Flavonoids are natural products widely distributed in the vegetable kingdom. There has been
increasing interest in research of flavonoids, due to growing evidence of the health benefits of
them.

Rutin is a glycoside flavonol which belongs to an important class of flavonoids, being
extensively found in the nature in fruit, vegetable and beverages, such as tea and wine. About
the pharmacokinetics and bioavailability of Rutin, little is stil know, and tis mechanisms have
been a matter of much controversy. Dispite it, Rutin presents a therapeutical importance due
to improve resistance and permeability of capillaries vessels, antioxidante, antiinflamatory,
anticarcinogenic and other important activities. Reason that led to the completion of this

review

Key words: Flavonoid, Rutin, Metabolism, therapeutic use
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FLAVONOIDES

Em 1930, uma nova substancia foi isolada de laranjas, foi classificada a principio
como uma vitamina — vitamina P, porém estudos posteriores demonstraram se tratar de um
flavonoide, a Rutina (NIJVELT et al., 2001). Desde entdo hd uma intensa tentativa em isolar e
estudar este e outros flavondides (MACHADO, 2005)

Os flavonodides sdo polifendis, metabdlitos secundarios de plantas e definidos
quimicamente como substancias compostas por um nucleo comum de fenilcromanoma (C6-
C3-C6) (Figura 1) com substituicdo em uma ou mais hidroxilas, incluindo derivados ligados a
acucares (BIRT, 2001).

A estrutura dos flavonoides estd baseada no ndcleo flavilum o qual consiste de trés

aneis fenolicos, (FIGURA 1) (YAO et al., 2004). As atividades bioquimicas dos flavonoides e
de seus metabdlitos dependem de sua estrutura quimica, que pode variar com substituicdes
incluindo hidrogenacéo, hidroxilacfes, metilacdes, malonilacdes, sulfatacbes e glicolisacdes
(MACHADO, 2005).
Flavonoides e isoflavonoides ocorrem comumente com esteres, éteres ou derivados
glicosidicos ou ainda uma mistura deles (MIDDLETON et al., 2000). Exceto o grupo das
leucoantocianinas, os demais flavonoides ocorrem em plantas sempre acompanhados por
glicidios recebendo assim, a denominacdo de glico-flavonoide ou flavonoide glicosilado,
enquanto os que se apresentam isentos de glicidios, a estrutura recebe o nome de aglicoma
(MACHADO, 2005)

FIGURA 1 — Nucleo flavilum
Fonte: Birt, 2001.
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Os flavonoides estdo entre o0s mais importantes grupos do reino vegetal
(MIDDLETON et al., 2000). Mais de 4.000 deles ja foram identificados em fontes vegetais
(MIDDLETON et al., 2000), sendo suas maiores classes os flavondis, flavonas, flavanonas,
catequinas, antocianinas, isoflavona, diidroflavonois, e chalconas (YAO et al.,, 2004). As
principais classes ja estudadas estdo representadas na tabela 1. S&o encontrados em frutos,
legumes, nozes, sementes, ervas, especiarias, caules e folhas (ACKER et al., 1996)

TABELA 1. Principais subclasses dos flavondides

Sub-classes Cor Flavonoides Representativos  Fontes Alimentares
Antocianidina Azul, vermelho e Cianidina Frutas e flores
violeta
Flavanol Incolor e amarelo  Catequinas, epicatequinas Macas, cha, cerveja, sucos deuva
procianidina e vinho

Flavanona Incolor e amarelo  Hisperidina, Naringenina Frutas Citricas

Flavona Amarelo claro Apigenina, Luteolina Cereais, futas, flores, vegetais
L . . Cebolas, macés,cha, tomates,

Flavonol Amarelo claro Miricetina, quercetina e rutina

trigo sarraceno
Isoflavona Incolor Genisteina, Diizeina Legumes (derivados da soja)

FONTE: Acker et al. (1996).

Os flavondides sdo encontrados em grandes quantidades na dieta humana (YAO et al.,
2004). A estimativa precisa da média de consumo desta substancia é dificil em funcdo da
grande variedade de flavonoides disponiveis e da extensa distribuicdo em varias plantas, além
da diversidade do consumo humano (TOMAS-BARBERAN; CLIFFORD, 2000).

Os niveis de flavondides totais e individuais na alimentacdo sdo influenciados por
fatores genéticos das espécies vegetais e condi¢cbes ambientais (MACHADO, 2005).

Fatores abioticos naturais como radiacdo solar, raios UV, periodos de seca ou chuva,
nutrientes e estacdo do ano influenciam no metabolismo e na producdo destes compostos e
ainda fatores artificiais, como poluentes podem interferir fazendo com que a planta produza
maior quantidade de metabdlitos secundérios, incluindo flavondides, como mecanismo de
defesa contra patdgenos como virus, bactérias, fungos, insetos (MACHADO, 2005). Em
periodos de chuva, os compostos mais polares sdo eliminados da planta por lixiviacdo
(MACHADO, 2005).
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A cinética de absor¢do dos flavonoides varia consideravelmente entre os alimentos
devido a heterogeneidade de acglcares e outros grupos funcionais ligados ao nucleo de
flavonas (WALLE,2004). Os flavonoides s&o usualmente absorvidos, passando pelos
enterocitos, apos serem glicosilado e/ou convertidos em agliconas por glicosidases presentes
na mucosa gastrointestinal e microflora do célon (HOLLMAN et al.,1995; MARCHAND,
2002). Apds sua absorcdo eles sdo conjugados no intestino delgado e no figado pela
glicuronidacdo, sulfatacdo ou metilacdo ou metabolizados a pequenos compostos fendlicos
(MACHADO, 2005). Ao sofrerem estas modificagdes, os flavonoides podem tornar-se
metabdlitos mais ativos ou serem eliminados do organismo mais facilmente por tornarem-se
mais polares, assim, muitos desses produtos metabdlicos podem ser detectados na urina e
fezes humanas (WALLE, 2004).

Os flavonoides apresentam uma notavel serie de acbes bioquimicas e farmacoldgicas
que podem influenciar nas fungbes de wvarios sistemas celulares dos mamiferos
(MIDDLETON et al., 2000). A atividade biologica dos flavonoides foi observada pela
primeira vez em 1936 por Rusznyak e pelo bioguimico hungaro Albert Szent-Gyorgyi, em
uma mistura de duas flavonas as quais diminuiram a fragilidade e a permeabilidade capilar em
humanos (PEDRIALLI, 2005)

As suas principais aplicacbes na industria sdo como corantes, aromatizante e
flavolizantes. Além disso, as pesquisas demonstraram o seu envolvimento com propriedades
farmacoldgica importantes como antioxidantes (RICE-EVANS et al.,1995), vasodilatadoras
(DUARTE et al.,1993), antiinflamatorias (PATHAK et al.,1991), anticarcinogénica, anti-
virais (MIDDLETON et al.,2000), cardioprotetoras e antioxidantes (PATHAK et al.,1991;
HOLLMAN et al.,1996; MARTINEZ-FLOREZ et al.,2002).

RUTINA

A rutina (FIGURA 2) é um flavondide pertencente a subclasse dos flavondis que tem sido
intensamente pesquisada e os resultados estdo interessando constantemente as inddstrias
farmacéuticas (PEDRIALLI, 2005).
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FIGURA 2 — Estrutura da Rutina
Fonte: Pedriali, 2005.

Este flavondide é encontrado em vérias fontes alimentares como cebola, uva, trigo
serraceno, feijdo vermelho, magds, tomates e bebidas como vinho tinto e cha preto Thompson
et al.,1999; Hollman et al.,1996). Entre 0s vegetais as principais fontes de rutina séo:

e Aarvore japonesa pagoda — Sophora japonica L.,fabaceae: uma arvore encontrada

no norte e centro da China e de seus bhotdes e flores sdo extraidos de 15 a 20% de rutina
(HARBORNE, 1988)

e Trigo sarraceno — Faopyrum esculentum Moech, F. tataricum (L.) Gaenth.,

Polygonaceae: é um peseudoceral de origem chinesa, cultivado na Europa, suas folhas contem
2-8% de rutina (COUCH et al.,1946).

e  Frutos (favas) do faveiro — Dimophandra mollis Benth, Fabaceae. Contem rutina

na proporcao de 8g para 100g de pericarpo (CHAVES; 2003). E uma espécie arborea nativa
do Brasil pertencente a familia Caesalpinaceae, encontrada em regides de cerrado nos estados
do Para, Goias, Mato Grosso , Minas Gerais, S&do Paulo, Mato Grosso do Sul e na Caatinga
Nordestina (CHAVES; 2003).

Por ser um flavonoide, a biossintese da rutina inicia-se a partir da combinacdo das duas
principais vias dos compostos fendlicos a via do shiquimato e a via do acetato conforme se vé
na figura 3 (PEDRIALLI, 2005)
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A rutina é um flavonol que apresenta um dissacarideo (raminose + glicose) ligados a

posicao 3 do anel pirano como se observa na Figura 4 (PEDRIALLI, 2005).
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A afinidade dos glicosideos pela membrana das células epiteliais exerce um importante
papel na absor¢do dos compostos lipofilicos. A absor¢do no intestino delgado é dificultada
devido aos acgucares ligados a sua molécula (MUROTA, 2003).

Manach e colaboradores (1997), Walle e colaboradores (2004) demonstraram que a rutina
foi completamente hidrolizada por glicosidases produzidas pelas enterobactérias dando
origem a Quercetina 3-glicosidica e a Quercetina aglicona como se nota na Figura 4
(BOKKENHEUSER, SHACKLETON, WINTER, 1987).
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FIGURA 4 — Hidrolise da Rutina
Fonte: Pedriali, 2005

Apo6s a hidrolise dos agucares estas moléculas passam a apresentar maior afinidade
pelas membranas das células epiteliais e, portanto, sdo melhores absorvidas
(BOKKENHEUSER, SHACKLETON, WINTER, 1987).

Entretanto Hollman e colaboradores (1995) descrevem que a quercetina glicosilada
(Q3G) e mais bem absorvida que a quercetina na forma aglicona devido a Q3G ligar-se a
transportadores de glicose (SGLT-1) nas células epiteliais.

Manach e colaboradores (1997) descrevem que Rutina e Quercetina apresentam
metabolitos similares, como Diosmetina, Isohamnetina e Tamariximetina, apos 24 horas do
inicio da dieta contendo 0,2% de Quercetina ou 0,4% de Rutina.

A capacidade de biotransformacdo dos flavonois por vérias transferases como a
catecol-O-metiltransferase gera compostos sulfo ou glico-conjugados no figado, os quais
serdo eliminados posteriormente durante os processos excretorios (MANACH, 1997).

Dentre os flavonoides estudados a rutina tem se destacado em funcéo das suas diversas
atividades farmacoldgicas (PEDRIALI, 2005). Entre as atividades terapéuticas da rutina, esta
a melhora nos sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos associados com
algumas doencas hemorragicas ou de hipertensdo, por promover a normalizacao da resisténcia
e permeabilidade da parede destes vasos (PATHAK et al.,1991). Outros sintomas de
fragilidade capilar também sdo melhorados, entre eles, a perda da acuidade visual e alteracdes
do campo visual (PATHAK et al.,1991).

Estes efeitos podem ser da rutina isoladamente, ou associada ao acido ascorbico, cuja
absorcdo melhora quando administrado junto com a rutina (PATHAK et al.,1991).

Em estudos realizados em ileos de cobaias a rutina atuou como um inibidor ndo

competitivo da angiotensina Il e prostaglandina E, (YILDIZOGLU et al.,1991).
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H& estudos, também, onde foi observada em cdlon de cobaia a atividade de
relaxamento do masculo liso, podendo ser esta a razdo da melhora da permeabilidade capilar
produzida pela rutina (YILDIZOGLU et al.,1991).

Segundo os estudos de Afanas ev e colaboradores (1989) que pesquisaram a atividade
antioxidante da rutina e da quercetina, estes flavondides tém uma acdo terapéutica em
patologias que envolvam radicais livres, e ndo sdo toxicos, em especial a rutina.

Varias outras atividades da rutina vém sendo elucidadas como sua eficiéncia no

tratamento da artrite por Candida albicans e atividade anti-candida (HAN, 2009), atividade
antihiperlepidémica (SANTOS, et al., 1999), efeito anticonvulsivante em ratos (NASSIRI-
ASL, SHARIATI-RAD, ZAMANSOLTANI, 2008) , supressdo da imunidade celular
(MIDDLETON et al.,, 2000), atividade anticarcinogénica (MACHADO, 2005), efeito
antiinflamatorio (GUARDIA et al., 2001) .

Em resumo: Os Flavondides, por apresentarem uma grande diversidade de atividades
biologicas benéficas para o ser humano tém sido extensamente pesquisados. Dentre eles se
destaca a Rutina, um Flavonoide com ampla distribuicdo no reino vegetal que por apresentar
entre outras atividades bioldgicas a anticarcinogénica tem sido objeto de muito estudo em
diversas areas, podendo contribuir para o futuro tratamento de varias enfermidades entre elas

0 cancer.
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6.2 Resumo artigo Il enviado a publicacao

TOXICOLOGICAL EVALUATION OF THE FLAVONOID RUTIN ON THE
REPRODUCTIVE SYSTEM OF WISTAR RATS
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ABSTRACT

Rutin, a flavonoid commonly found in nature, has anti-mitotic, vasoprotective, and
antihyperlipidemic activity. When hydrolyzed as quercetin, it promotes inhibition of
spermatozoa motility, alterations in the prostate, and in the levels of testosterone and
dihydrotestosterone. This study aimed to evaluate the toxicity of rutin in Wistar rats. Animals
were divided into Control (1 ml of distilled water), Treated I, Il and 11, respectively receiving
5, 10 and 20 mg/kg/day of rutin for seven consecutive days. When euthanasia was performed
after 10, 42 and 60 days into the experiment, a laparotomy was performed and the testicles,
prostate, seminal vesicles, epididymis, epididymal spermatozoa to be counted, as well as the
liver, spleen and kidneys were removed. Hematological and biochemical tests were
performed. Hepatomegaly was observed and in the reproductive system, the weight of the
epididymis was reduced, not affecting any other organ examined.

Keywords: Flavonoids, Rutin, Rats, Epididymis, Toxicity
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7 Comentarios finais

No presente estudo avaliamos os efeitos da Rutina em érgdos do sistema
reprodutor masculino, na concentracdo dos espermatozéides epididimarios e érgaos
como figado, baco e rins, assim como parametros hematoldgicos e bioquimicos.
Alteracbes quanto ao peso corporal e consumo de racdo foram pontuais e
desacompanhadas de outros indicios indicativos de toxicidade, o que sugere que 0
tratamento com Rutina ndo deve ter alterado o estado geral do organismo animal.
Notou-se hepatomegalia nos animais do grupo tratado com a menor dose de rutina,
porem esse foi um achado que parece ser desprovido de significado biolégico visto
gue ndo se observaram alteracBes na concentracdo de ALT, além de néo ter se
manifestado em doses, superiores e, tampouco ter se mantido aos 42 e 60 dias. A
avaliacdo de orgaos do sistema reprodutor mostrou que houve reducéo do peso do
epididimo de animais de todos 0s grupos tratados com rutina e eutanasiados aos 10
dias, isto é, trés dias apoés o ultimo dia de tratamento. Entretanto, essa alteracdo nao
parece ser causada por déficit de androgenos ou por alteracdo na producdo de
espermatozoides pois foi reversivel, nos animais eutanasiados aos 42 e 60 dias,
necessitando de mais estudos para ser explicada. Em conclusdo, exceto pela
reducdo do peso do epididimo, reversivel ja aos 42 dias do término do tratamento,
nao foram encontrados dados sugestivos de toxicidade da Rutina sobre o sistema

reprodutor de ratos adultos.
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8 Concluséao

O flavondide Rutina ndo apresentou efeitos toxicos importantes sobre o
organismo, entretanto, reduziu o peso do epididimo, verificado trés dias ap6s o
término do tratamento. O efeito ndo persistiu apos esse periodo e 0 mecanismo de
acdo necessita ser melhor estudado, ndo tendo sido identificado no presente

trabalho.
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ABSTRACT

Rutin, a flavonoid commonly found in nature, has anti-mitotic, vasoprotective, and
antihyperlipidemic activity. When hydrolyzed as quercetin, it promotes inhibition of
spermatozoa motility, alterations in the prostate, and in the levels of testosterone and
dihydrotestosterone. This study aimed to evaluate the toxicity of rutin in Wistar rats. Animals
were divided into Control (1 ml of distilled water), Treated I, Il and 11, respectively receiving
5, 10 and 20 mg/kg/day of rutin for seven consecutive days. When euthanasia was performed
after 10, 42 and 60 days into the experiment, a laparotomy was performed and the testicles,
prostate, seminal vesicles, epididymis, epididymal spermatozoa to be counted, as well as the
liver, spleen and kidneys were removed. Hematological and biochemical tests were
performed. Hepatomegaly was observed and in the reproductive system, the weight of the
epididymis was reduced, not affecting any other organ examined.

Keywords: Flavonoids, Rutin, Rats, Epididymis, Toxicity

1. Introduction

Rutin is a flavonoid belonging to the subclass of flavonols that have a disaccharide
(glucose + rhamnose) linked to position 3 of the pyran ring (Figure 1). It is found in numerous
dietary sources such as onions, grapes, buckwheat, red beans, apples, tomatoes, and beverages

such as red wine and black tea [1,2].
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Figure 1 . Chemical structure of rutin
Source: Pedriali, 2005 [3].

It has been attributed to rutin an improvement in the symptoms of the lymphatic and
venous vessels insufficiency, associated with some bleeding disorders or hypertension by
promoting the standardization of resistance and permeability of the wall of these vessels [4].
Other symptoms of capillary fragility are also improved, including the reduction in the loss of
visual acuity and visual field changes [4]. It also acts as a noncompetitive inhibitor of
angiotensin 11 and prostaglandin E2 and as a smooth muscle relaxant [5]. We also observed its
efficiency in treating arthritis by Candida albicans and anti-Candida activity [6],
antihyperlipidemic  activity [7], anticonvulsant effect in rats [8], cellular
immunity suppression [9], anticarcinogenic activity [10], and anti-inflammatory effect [11]. It
significantly reduced levels of cholesterol and triacylglycerols in hyperlipidemic Wistar rats
and it also appears to be a cholesterol modulator [13].

Rutin needs to be hydrolyzed and converted to quercetin by the enterobacteriaceae of
the intestine, before it can be absorbed, both in humans and mice [14], since the absorption in
the small intestine is hampered due to the sugars attached to its molecule [15].

Manach and colleagues (1997) [16] as well as Walle and colleagues (2004) [14]
showed that rutin is completely hydrolyzed by glycosidases produced by enterobacteriaceae,

resulting in quercetin-3-glucoside and aglycone quercetin as shown in Figure 2 [17].
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Figure 2 . Hydrolysis of rutin
Source: Pedriali, 2005 [3].

After the hydrolysis of sugars, these molecules begin to present greater affinity for
membranes of epithelial cells and, therefore, are better absorbed [17]. However, Hollman et
al. (1995) [18] described that quercetin glycosylated (Q3G) is better absorbed than quercetin
in the aglycone form since Q3G binds to glucose transporters (SGLT-1) in epithelial cells.

Hasumura et al. (2004) [19] demonstrated that a prolonged use of rutin in the diet of

rats did not cause hematological alterations or clinical signs of toxicity.
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Evaluations of reproductive toxicity of rutin were not found in the researched
literature. However, the effects of quercetin, one of its metabolites, on the male reproductive
system are well known. Such studies show controversy when analyzed "in vitro™ and "in
vivo". In the first case, inhibitory effects on spermatozoa motility and viability were
demonstrated [20, 21], but in vivo studies indicate a protective effect of quercetin against
exposure to pesticides [22], and a stimulating effect on spermatozoa quality [23]. At higher
doses (300mg/body weight of quercetin) there was an initial reduction of the fertility rates of
rats during the first two matings with females, which was recovered in subsequent matings
[24], as well as changes in the prostate [25]. Quercetin may increase testosterone and decrease
dihydrotestosterone levels in rats [25].

Given these observations, we decided to conduct this study in order to determine the

reproductive toxicity of rutin administered to adult rats for seven consecutive days.
2. Materials and Methods
2.1. Biological Model

180 adult male Wistar rats, weighing between 250 and 300 grams from the vivarium
of the Center for Reproductive Biology (CBR) of the Federal University of Juiz de Fora
(URJF), were wused. The animals were kept in polypropylene cages, lined
with industrialized wood shavings, and fed with pelletized (Nuvilab/Nuvital®) feed and
filtered water. The cages were kept in climatized cabinets (Alesco), located in an environment
with temperature and 12-hour light/dark cycle automatically controlled.

Flavonoid

The flavonoid used was rutin hydrate, minimum 95% HPLC from the company
Sigma®, lot 085K0196, reference R5143-50G.

2.2. Experimental Design

The methodology used was described by D'Souza (2003) [26]. The animals were

randomly divided into four experimental groups: Control (C) - received 1 ml of distilled water
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(n = 45); Treated T1 (n = 45), T2 (n = 45) and T3 (n = 45) which received 5, 10 and 20mg
rutin/kg of body weight respectively, intragastrically for seven days, in a single dose, always
between 2 and 3 pm. The LD50 of quercetin for rats was calculated in 161mg/kg of body
weight [27]; however, it was not used to calculate the doses to be administered, preferring to
use the corresponding dose which was effective in reducing the number of neoplastic cells in
the experimental model of Ehrlich tumor [10], followed by half and twice this dose.

After 10, 42 and 60 days of the beginning of treatment, 15 animals from each group
were euthanized. The choice of days is due to the fact that lesions in spermatozoa, spermatids,
spermatocytes or spermatogonial can be identified in spermatozoa counts [26]. Moreover, one
could assess the reversibility of effects. All animals were observed for 60 minutes after
treatment and thereafter once a day to check signs of clinical toxicity [28].

Body weight and feed intake were measured in the first and last day of treatment,
followed by weighing every seven days until the day of euthanasia, when they were weighed
again. Feed intake was estimated by the difference in weight between what was provided in

one day and what remained 24 hours later. Water was provided ad libitum.

2.3. Euthanasia

The animals were euthanized by asphyxiation after having their diaphragms ruptured,
which was performed under deep anesthesia with ketamine (intraperitoneal) and xylazine
(intramuscular) at doses of 90mg/kg and 10mg/kg of body weight, respectively. Once
euthanasia was performed, the right epididymal was exposed and the tail punctured for

removal of secretions and analysis of spermatozoa concentration [29,30,31].

2.4. Evaluation of Spermatozoa

To count the spermatozoa, small incisions in the right epididymis tail were made with
the aid of scissors. The material was immediately placed in a drop of saline (50 pl) previously
prepared in a Petri dish placed on a heated plate (36° C). Then, with the aid of an automatic
pipette (Eppendorf®), 20ul of this solution found in this drop were withdrawn and dissolved
in 6ml of distilled water. After dilution, a sample was collected and placed in a

Neubauer® chamber to count the spermatozoa. The total number of spermatozoa is obtained
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by the average of two countings which correspond to the upper and lower field of the
Neubauer® chamber.

Afterwards, a laparotomy was performed in search of macroscopic damage to internal
organs followed by removal and weighing of left testicles, left epididymis, prostate, empty
seminal vesicles, right and left kidney, liver, and spleen.

2.5. Histopathological analysis

The organs were fixed in Baker's calcium formaldehyde, embedded in paraffin, cut in
microtome (S5um) and stained with hematoxylin and eosin; except the epididymis, which was
stained with Gomori trichrome following the procedures of the Center for Biology of
Reproduction of the Federal University of Juiz de Fora, for future analysis under light

microscopy, in case alterations in weight or macroscopic lesions were found.

2.6. Histomorphometric Analysis of the Epididymis

The height of the tubular epithelium of the epididymis was measured through digital
measurements in images captured by the AxioVision Release 4.7 (Zeiss®) program. Five
epididymis per experimental group were used for histomorphometry. In each section, 10
circular tubules along the epididymis were randomly selected in which eight measurements
along its circumference were obtained (Figure 3). The mean value was considered

representative of the height of the tubule.

Figure 3. Epithelium Measurements of epididymis.

2.7. Statistical Processing
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The collected data were processed by variance analysis - one way and a post-hoc
Dunnet T3 test (a = 0.05), and Kruskal-Wallis test with significance level a = 0.05. To
analyse the epididymal epithelium, we used one way- ANOVA followed by Dunnet post hoc
test (a = 0.05).

The methodology used in this study was approved by the Ethics Committee for
Animal Experimentation (Protocol n°® 058/2006 - CEEA, Federal University of Juiz de Fora),

which follows the international ethical principles for animal experimentation.

3. Results

No signs or symptoms of clinical toxicity were found in any animal of any of the
experimental groups.
The animals’ body weight in the beginning and end of treatment as well as in the day

of their euthanasia is shown in Table 1.

Table 1 - Comparison of initial, final and euthanasia weights among animals in the groups
treated with rutin T1 (5 mg/kg/day), TIl (10 mg/kg/day), and TIII (20 mg/kg/day) and control
group (1ml distilled water) that were euthanized at 10, 42 and 60 days after the beginning of

treatment.
Groups Control TI Tl THI

10 days Initial W. 281.33+23.38  286.78+26.64  264.73+30.98  260.81+26.85
Final W. 280.03+26.36  282.81+25.50  262.09+27.22  257.63+21.96
Euthanasia W.  267.07+20.16  274.22+18.72  261.59+15.82  260.53+13.20

42 days Initial W. 274.62426.33  272.26+34.76  261.90+31.24  255.56+27.88
Final W. 262.98+25.39  258.03+27.01  259.47+31.54  252.13+27.88
Euthanasia W.  274.99+13.40  263.05+24.00  256.03+30.82  244.85+29.07*

60 days Initial W. 263.81+24.36  260.05+31.85  267.15+27.82  255.05+21.07
Final W. 255.96+25.90  256.19+32.07  261.10+21.22  249.99+18.12
Euthanasia W.  268.87+28.71  258.13+28.27  261.45+29.20  268.73+35.54

Initial W., Final W., Euthanasia W. = Initial, Final and Euthanasia Wheigth. The results are expressed in mean standard deviation *.

* p<0.05. Dunnett T3 test. A reduction in body weight of Group Tlll rats in the day of euthanasia (42 days) was observed.
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Table 2. Absolute weights of liver, left and right kidney, and spleen of animals in groups
treated with rutin T1 (5 mg/kg/day), T11 (10mg/kg/day), THI (20mg/kg/day) and control group

(Iml distilled water). Euthanasia at 10, 42 and 60 days after the beginning of treatment.

Variables Liver R. Kidney L. Kidney Spleen
Weight Weight Weight Weight
10 Control 8.87+0.57 1.00+0.10 1.00+0.09 0.50+0.07
Days TI 9.51+0.54* 1.04+0.05 1.01+0.06 0.51+0.06
T 8.79+0.53 0.99+0.06 0.94+0.03 0.46+0.04
TII 8.89+0.58 0.96+0.06 0.95+0.06 0.49+0.08
42 days Control 8.94+1.03 0.98+0.11 0.96+0.08 0.46x0.06
TI 8.90+1.38 0.91+0.12 0.88+0.12 0.45%0.07
TH 8.95+1.15 0.91+0.11 0.90+0.12 0.47+0.08
THI 8.32+1.47 0.91+0.09 0.89+0.10 0.45+0.05
60 days Control 8.61+1.51 0.94+0.13 0.93+0.13 0.47+0.08
TI 8.12+1.69 0.99+0.14 0.94+0.14 0.45+0.08
TH 7.55+1.43 0.90+0.13 0.88+0.10 0.44+0.05
TII 8.90+0.96 0.94+0.10 0.92+0.11 0.43+0.05

The results are expressed in mean standard dewviation. * p<0.05. Dunnett T3 test.

Note the increase in liver weight between the animals in group T1 - 10 days, compared to the control.

Table 3. Absolute weights of right and left testicles, epididymis, seminal vesicles, and prostate

of animals in groups treated with rutin Tl (5 mg/kg/day), TII (10mg/kg/day), TIII

(20mg/kg/day) and control group (1ml distilled water). Euthanasia at 10, 42 and 60 days after

the beginning of treatment.

Variables R. Testicle L. Testicle SV Prostate Epididymis
Weight weight. Weight Weight weight

10 Control 1.39+0.13 1.36+0.11 0.54+0.07 0.42+0.12 0.54+0.04
days TI 1.32+0.08 1.33+0.06 0.51+0.11 0.43+0.11 0.49+0.03*
TIIl 1.32+0.07 1.32+0.06 0.47+0.07 0.36+0.06 0.50+0.02*

T 1.36+0.08 1.35+0.07 0.43+0.03  0.35+0.07 0.48+0.03*

42 Control 1.39+0.12 1.36+0.11 0.41+0.05  0.45+0.09 0.50+0.03
days  TI 1.32+0.13 1.34+0.13 0.37+0.08  0.38+0.12 0.47+0.05
TIl 1.39+0.10 1.34+0.13 0.39+0.05  0.44+0.09 0.51+0.04

T 1.31+0.09 1.29+0.08 0.37+0.11 0.39+0.10 0.48+0.03

60 Control 1.42+0.10 1.39+0.11 0.41+0.07 0.45+0.11 0.52+0.04
days TI 1.32+0.30 1.42+0.13 0.39+0.08  0.45+0.11 0.53+0.05
TIl 1.37+0.09 1.35+0.10 0.40+0.11 0.42+0.14 0.51+0.05

T 1.34+0.11 1.31+0.09 0.42+0.08  0.47+0.12 0.51+0.04

RT =right testicle; LT = left testicle, SV = seminal vesicle. The results are expressed in mean standard deviation. * p<0.05.

Dunnett T3 test. It is observed that the weight of the epididymis of animals euthanized at 10 days was lower than in the control group.
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The height of the seminiferous epithelium (um) was 14.42 = 1.83 (Control); 15.01 £
1.84 (TI); 14.84 + 2.07 (TH); and 14.43 + 1.65 (TIII). Each average represents 50 tubules.

Regarding the number of spermatozoa observed in the tail of the epididymis, there was
no significant statistical alteration among the groups compared to control.

Table 4. Biochemical and hematological parameters in animals treated with rutin TI (5
mg/kg/day), TII (10 mg/kg rutin) and TIII (20 mg/kg rutin) and control group (1ml of distilled
water). Euthanasia at 10 after the beginning of treatment.

Variables Control TI T THI
ALT 58+8.28 66.8+8.11 66+5.57 58+8.28
Creatinine 0.57+0.04 0.51+0.04 0.60+0.04 0.57+0.04
MGV 51.9+0.7 50.92+0.8 51.5+1.13 51.9+0.7
MGH 19.38+0.34 18.5+0.46* 18.88+0.39 19.38+0.34
Hemoglobin  16+0.52 15.18+0.82 15.42+0.90 16+0.52
Hematocrit 43.3+1:40 41,78 £2.15 42.04 + 2.56 43.3 £ 1:40
MGHC 36.96+0.46 36.34+0.40 36.68+0.22 36.96+0.46
Leuk.counts 8120+2152.21 6040+1507.65 7640+2306.08 8120+2152.21

Hematimetry  8348000+264140.1 8208000+434073.7 8158000+327826.2 8348000+264140.1

ALT = alanine aminotransterase, MGV = mean globular volume, MGH = mean globular hemoglobin, MGHC= mean globular hemoglobin
concentration, Luek. counts = Leukocyte counts. The results are expressed in mean standard deviation £. * p<0.05. Dunnett T3 test. The

values of MGH were significantly lower among the animals in group T1, compared to control.

4. Discussion

In the experimental model used, the animal was exposed to rutin for seven days,
covering the entire period of epididymal transit. Upon the proceeding of the euthanasia on
subsequent days, it can be assessed, through spermatozoa count in the secretion of the tail of
the epididymis, toxic effects on epididymal spermatozoa (euthanasia at 10 days), primary
spermatocytes (euthanasia at 42 days), secondary spermatocytes and spermatogonia
(euthanasia at 60 days) - considering a cycle of 12.9 days and the total duration of 58 days of
spermatogenesis in mice [32]. The same model was used by D’Souza (2003) [26].
Furthermore, it is possible to observe the possible reversal of acute toxic effects.

Systemic toxicity can be diagnosed by clinical signs of toxicity such as piloerection,
ambulation changes, diarrhea or increased dieresis; data that indicate the general health
condition of animals. Another indication of toxicity is obtained by the increase or decrease of
body mass of the organs of the animals as well as the emergence of behavioral alterations

[33]. The changes observed for body weight and feed intake were specific and not
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accompanied by other indicative signs of toxicity, which suggest that treatment with rutin
may not have changed the general state of the animal’s body, data that concur with the
findings of Hasumura et al. (2004) [19].

Although it is known that rutin metabolizes into quercetin and that the latter causes
prostate changes, increase of testosterone and decrease of dihydrotestosterone levels in rats
[25], in this study no changes in prostate weight were observed and the morphological data do
not suggest hormonal changes.

Hepatomegaly was noted in the group of animals treated with the lowest dose of rutin,
but this was a finding that appears to lack biological significance since there were no changes
in concentrations of ALT, besides it was not manifested in higher doses, as well as it did not
remain at 42 and 60 days.

Assessment of reproductive organs showed that there was a reduction in the weight of
the epididymis of animals in all groups treated with rutin and euthanized at 10 days (three
days after the last day of treatment). Epididymis is an androgen-dependent organ essential for
spermatozoa maturation thus, the reduction of its weight could be attributed to the decrease of
testosterone concentration [34]. However, the seminal vesicles and prostate, which are also
androgen-dependent organs, were not affected. The height of the epithelium of the epididymis
did not change with treatment, which also suggests the absence of reduced levels of
testosterone and, furthermore, spermatozoa concentration did not differ among the groups.
The disruption of spermatogenesis due to the blocking the exit of the testicle or to a decrease
in its production would also be a cause of weight reduction of the epididymis [35]; however,
as aforementioned, the concentration of spermatozoa in the tail of the epididymis showed no
significant difference between the experimental groups together with the fact that testicle
weight was not changed.

In conclusion, except by the reduction of the weight of the epididymis, which is
reversible at 42 days of completion of treatment, no suggestive data of the toxicity of rutin on
the reproductive system of adult rats were found. The change in epididymis weight does not
seem to be caused by lack of androgens or changes in spermatozoa production; therefore,

more studies need to be conducted to explain this change.
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ANEXO

7. DECISAC DA CEEA [ UFJF

. 7 418 . i
Deta da Reunigo: C6 1 U2 12U 7

[l aprovado X! Aprovado com recemendagio || Com pendéncias ' Reprovado

PROTOCOLOG03/2807 - JULLANA RASO MARQUES

Ap6s anaiisar o presente protocoio, o Comité solicita & pesquisadora que explique as datas
diferentes de sacrificio dos animais.
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