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RESUMO

Introducao: A maioria das complica¢des na cicatrizacio € devida a inflama¢do. Comprovou-
se que flavondides interagem com ampla variedade de sistemas enziméticos e bioquimicos,
exercendo atividade antioxidante, antiinflamatéria e antibacteriana. Ndo hd relatos sobre
cicatrizagdo cutdnea em ratos com administragdo intraperitonial do flavondide quercetina
associado a procedimento cirtdrgico contaminado.

Objetivo: Avaliar os efeitos da administracdo intraperitonial de quercetina no processo
cicatricial da pele em ratos Wistar associados a incisdo cirdrgica contaminada com in6culo
bacteriano padrio.

Métodos: Utilizou-se 30 ratos: Grupo 1 (controle): procedimento cirirgico contaminado, sem
quercetina. Grupo 2: quercetina 24 horas antes do procedimento cirdrgico contaminado.
Grupo 3: quercetina 24 horas antes e 24 e 48 horas ap6s o procedimento cirdrgico
contaminado. Grupo 4: quercetina 24 horas antes e 24, 48 e 72 horas ap6s o procedimento
cirirgico contaminado. Grupo 5 (sham): procedimento ciriirgico sem contaminacio e sem
quercetina. Macroscopicamente, analisou-se deiscéncia de sutura, necrose de borda e
piodermite, mensurando-se a drea do abscesso. Microscopicamente analisou-se:
reepitelizacdo, intensidade do infiltrado inflamatério e avaliacdo qualitativa da distancia entre
as fibras musculares subcutineas.

Resultados: Os grupos com quercetina apresentaram menor drea de abscesso (p<0,05) em
relacdo ao controle. Deiscéncia e necrose nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05)
entre os grupos. Os grupos com quercetina apresentaram melhor reepitelizagdo, celularidade
compativel com fase mais avangada do processo cicatricial e menor quantidade de abscesso
formado.

Conclusoes: A administragdo de quercetina intraperitonealmente mostrou-se eficaz sobre o
processo cicatricial cutdneo em ratos Wistar associado a incisdo cirdrgica contaminada com
indculo bacteriano padrio.

Descritores: Quercetina, cicatrizagdo, infec¢do, ratos Wistar.
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ABSTRACT

Background: In most of the cases, complications in wound healing are due to inflammation.
Flavonoids interact with a wide variety of biochemical and enzymatic systems, exerting
antioxidant, antiinflamatory and anti-bacterial activity. There are no reports about cutaneous
wound healing process in rats with intraperitoneal administration of quercetin associated with
contaminated surgical procedure.

Objective: To evaluate the effects of the intraperitoneal administration of quercetin over
cutaneous wound healing process in Wistar rats associated with contaminated surgical
procedure with a standard bacterial inoculum.

Methods: Thirty rats: Group 1 (control): contaminated surgical procedure, without quercetin.
Group 2: quercetin 24 hours before the contaminated surgical procedure. Group 3: quercetin
24 hours before and 24 and 48 hours after the contaminated surgical procedure. Group 4:
quercetin 24 hours before and 24, 48 and 72 hours after the contaminated surgical procedure.
Group 5 (sham): surgical procedure without contamination neither quercetin.
Macroscopically, the suture dehiscence, wound edge necrosis and pyodermitis were analyzed.
Microscopically: reepithelization, cellularity and qualitative evaluation of the distance
between the subcutaneous muscular fibers.

Results: The groups treated with quercetin showed smaller area of abscess (p<0,05)
compared with Control. Dehiscence and necrosis did not showed significative difference
(p>0,05) among the groups. The ones with quercetin showed better reepithelization,
cellularity compatible with a more advanced stage of wound healing and lesser quantity of
formed abscess.

Conclusions: Intraperitoneal administration of quercetin improved the cutaneous wound
healing process in Wistar rats associated with surgical procedure contaminated with a
standard bacterial inoculum.

Keywords: Quercetin, wound healing, infection, Wistar rats.
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1 INTRODUCAO

Ha apenas um século, a ocorréncia da cicatrizacdo complicada e incompleta apds um
ferimento era mais uma regra que a excegdo. Os cirurgides tinham pouca escolha, tendo que
conviver com feridas purulentas e infec¢des invasivas. A evolug@o dos cuidados com feridas
nos séculos 18 e 19 e a antissepsia mudaram a cirurgia tdo dramaticamente quanto a
descoberta da anestesia. Ainda assim, ma cicatrizagdo, infeccdo e cicatrizacdo excessiva
continuam sendo causas importantes de mortalidade e morbidade L

O processo de cicatrizacdo divide-se em trés fases distintas: inflamacao, proliferacdo e
remodelamento. A fase inflamatéria presente do quarto ao sexto dia é caracterizada pela
hemostasia e inflamacdo. A exposi¢do do coldgeno subendotelial ativa a cascata de
coagulacdo e a liberacdo de vasocontrictores potentes como o tromboxano A2 e a
prostaglandina 2-alfa. O codgulo de fibrina formado funciona como um andaime para
neutr6filos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais que migram para a regido lesada.

Segue-se entdo a fase proliferativa, do quarto ao décimo quarto dia, caracterizada por
epitelizacdo, angiogénese, formacao de tecido de granulacio e deposi¢do de coldgeno. Caso a
membrana basal permaneca intacta, células epiteliais presentes nos anexos cutdneos migram e
as camadas normais da epiderme restituem-se rapidamente. J4, se a membrana basal foi
destruida, as células epiteliais presentes nas bordas da ferida comecam a proliferar enviando
projecdes para restabelecer a barreira protetora. A parte final da fase proliferativa é a
formacdo do tecido de granulacdo. Fibroblastos migram para a ferida a partir dos tecidos
circunjacentes, sdo ativados, e comecam a produzir coldgeno e proliferar. Por dltimo, vem a
fase de maturagdo, e remodelamento, ocorrendo em média a partir do oitavo dia até um ano,
considerada importante clinicamente. A principal caracteristica desta fase é a deposi¢do de
coldgeno em uma rede ordenada. Se o paciente tem deficiéncia (dietética ou patoldgica) na
deposicdo de matriz, a for¢ca da ferida ficard comprometida. Pelo contririo, se houver
deposicao excessiva de coldgeno, entdo uma cicatriz hipertréfica ou um queléide sobrevirdao 2,

Na maioria dos casos, a complicacdo no processo cicatricial € devida a inflamagdo. A
inflamacdo resulta na formacgao continua de metabdlitos reativos, como o radical superdxido e
o ndo-radial peroxido de hidrogénio. Um desequilibrio entre as formas de oxigénio e os
mecanismos antioxidante de defesa da célula, levando a uma excessiva produgio de

metabdlitos de oxigénio, leva a uma condicao de estresse oxidativo. Este desequilibrio resulta
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em peroxidacdo de lipideos, quebra de DNA, e inativacdo enzimadtica, incluindo de enzimas
que eliminam de radicais livres. Evidéncias do potencial dos oxidantes em muitas doengas
sugerem que os antioxidantes podem ter um uso terapéutico nessas condi¢cdes. A quercetina
impede a injdria oxidativa e morte celular eliminando radicais de oxigénio, protegendo contra
a peroxidacdo lipidica interrompendo, assim, a reacdo em cadeia de formacdo de radicais
livres, quelando fons metdlicos para formar complexos inertes que ndo conseguem tomar parte
na conversao de radicais superdxido e perdxido de hidrogénio em radicais hidroxila 343

A quercetina pertence a um grupo de substancias conhecidas como flavondides, que se
constituem de polifendis (formados de mais de um anel aromdtico contento substituintes
hidroxilados e/ou seus derivados funcionais, como ésteres, metoxilas), presentes em relativa
abundéncia entre os metabdlitos secundarios de vegetais, principalmente em se tratando de
angiospermas 6,

O mais abundante dos flavondides encontrados na natureza € a quercetina. Os
flavondides foram considerados por longo tempo como inertes e ndo-essenciais a sadde
humana, entretanto, nos ultimos anos, tem se comprovado que estes compostos interagem
com ampla variedade de sistemas biologicos em mamiferos, apresentando atividade
antioxidante, antiinflamatéria, antibacteriana, antiviral, antimitética e com efeitos
anticarcinogenénicos e antiproliferativos . Sua acdo é atribuida 2 interacio com diversos
sistemas enzimadticos. A quercetina € abundante em cebolas (280 — 490 mg/kg), repolho
crespo (110 mg/kg), brécolis (30 mg/kg) e feijao (45 — 60 mg/kg). Em frutas, € comum em
macas (20 — 70 mg/kg), damasco (25 mg/kg). No vinho tinto, sua concentracio variade 5 a 15
mg/L, em chds escuros, 10 — 25 mg/L "',

Virios possiveis antioxidantes s@o efetivos in vitro, mas ndo in vivo, em virtude de sua
meia-vida reduzida. Entretanto, a quercetina demonstrou possuir meia-vida prolongada, de
forma a acumular-se no plasma humano durante o dia, mediante a ingesta, tendo meia-vida de
24 horas %",

Estudos com a aplicacdo tdpica de componentes com propriedades de limpeza de
radicais livres tém mostrado que estes melhoram significativamente o processo cicatricial e
protegem o tecido do dano oxidativo®. Outros estudos indicam que a quercetina inibiu
fortemente a proliferacido de fibroblastos derivados de queldides e cicatrizes hipertroficas,
contracdo e produgdo de colageno 151617

Assim sendo, o modo de aplicacdo de quercetina também é matéria de interesse, pois

~ . : o .18
altas concentracdes podem inclusive resultar em resposta toxica na ferida .
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O flavondide quercetina além de atividade antioxidante comprovada, demonstrou
também efeito pré-oxidante reduzindo o catabolismo de bradicinina (a partir da alquilagdo da
hidroxila na posi¢do 7), potencializando sua ag¢do. A maior disponibilidade de bradicinina
significa a potencializac@o dos seus efeitos pro-inflamatdrios. De fato, a quercetina favorece o
extravasamento de plasma no cerebelo, cértex e bulbo olfatdrio, a partir da inibi¢do da enzima
conversora de angiotensina (ECA) e endopeptidase neutra '°.

As acdes antiinflamatérias da quercetina foram estudadas através de modelos
experimentais em camundongos, ratos e cobaias. A quercetina (50, 100 e 200 mg/Kg, p.o.)
inibiu o edema de pata traseira induzido por diversos agentes flogisticos (carragenina,
dextran, histamina, serotonina e bradcinina) de uma maneira dose dependente; e, 200 mg/Kg
desta substincia também inibiram o edema induzida por dgua quente (54 °C). A quercetina
ndo mostrou nenhuma inibi¢do significativa do eritema induzido por luz ultravioleta em
cobaias nem aumento de permeabilidade vascular induzida por &cido acético em
camundongos. Também ndo afetou a formagdo do granuloma em torno de um chumaco de
algoddo e o desenvolvimento de artrite secundaria em ratos. Estes resultados indicam que a
quercetina pode ter um efeito inibitério na inflamagdo aguda .

Os efeitos antiinflamatérios dos flavondides isolados: 3-o-metil éter quercetina (1),
quempferol (2) e quercetina (3) da Rhamnus nakarai; assim como antraquinona e frangulina B
(4) da Rhamnus formosana; foram estimados in vitro determinando seus efeitos inibitérios em
mediadores quimicos liberados de mastdcitos, neutréfilos, macréfagos e células microgliais.
Os compostos 1 a 3 inibiram fortemente a liberacdo de beta-glicuronidase e lisozima de
neutrdfilos de ratos estimulados com citocalasina B (CB). O composto 1 inibiu fortemente a
formacdo do anion superdxido em neutréfilos de ratos estimulados com CB ou acetato de
tetradecanoilforbol. O composto 1 exibiu potente efeito inibitério sobre a producdo de fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) em células RAW 264.7 estimuladas por lipopolissacarideo
(LPS) enquanto 1 e 4 mostraram potente efeito inibitdrio sobre a formacdo de TNF-a em
células microgliais murinas da linhagem N9 estimuladas por LPS e interferon-gama. Também
foi demonstrado que a quercetina é capaz de inibir a liberacdo de histamina, triptase e
interleucinas 6 e 8 2",

Justifica-se este experimento pela dicotomia nos relatos da literatura entre os efeitos
anti, pré-inflamatdrios e antibacterianos da quercetina. A revisdo realizada ndo apresentou
nenhum trabalho que aborde esta questdo baseando-se num método que utilize administragao
parenteral de quercetina, por via intraperitoneal, avaliando os efeitos desta substincia sobre o

processo cicatricial cutaneo ap6s incisdo cirdrgica contaminada com indculo bacteriano.
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos in vivo da utilizacdo de quercetina sobre o processo cicatricial
cutaneo em regido dorsal de ratos Wistar, associado a incisdo cirdrgica contaminada com

in6culo bacteriano padrio.
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3 METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso dos Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, cadastrado sob os niimeros 346/CEUA e
23080.011227/2005-56/UFSC.

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Nutricdo Experimental
em conjunto com o Laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental e o

Laboratdrio de Histologia da Universidade Federal de Santa Catarina em Floriandpolis, SC.

3.1 Amostra

Foram utilizados 30 ratos da espécie Rattus novergicus da linhagem Wistar, machos,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, com idade de 60
dias e peso médio de 275 gramas. Os animais receberam alimentagcdo ad libitum, de ragdo
prépria para a espécie e dgua durante todo o periodo experimental, mantidos em gaiolas
plasticas individuais sob condi¢des padronizadas de luminosidade, com ciclo dia-noite de 12
horas; com temperatura controlada de 24° Celsius e umidade relativa do ar de 65%.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais, com
seis animais por grupo (n=6), sendo que cada grupo foi submetido aos seguintes tratamentos:

Grupo 1 (controle): os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico
contaminado com indculo padrdo, sem administracido de quercetina.

Grupo 2: os animais foram submetidos a um injecdo intraperitonial de quercetina na
dose de 50 mg/Kg, 24 horas antes de serem submetidos ao procedimento cirtdrgico
contaminado com inéculo padrio.

Grupo 3: os animais foram submetidos a trés injecdes intraperitoniais de quercetina na
dose de 50 mg/Kg cada uma. A primeira 24 horas antes e duas injecdes consecutivas, 24 e 48
horas apds serem submetidos ao procedimento cirtirgico contaminado com o indculo padrao.

Grupo 4: os animais foram submetidos a quatro injecdes intraperitoniais de quercetina,
na dose de 50 mg/Kg cada uma. A primeira 24 horas antes e trés injecdes consecutivas, 24, 48
e 72 horas apds serem submetidos ao procedimento cirtirgico contaminado com o inéculo
padréo.

Grupo 5 (grupo sham): os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico sem

contaminagfo e sem administragdo de quercetina.
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3.2 Procedimentos Experimentais
Preparacao do in6culo

O indculo foi obtido do laboratério de andlises clinicas Laboratério Médico Santa
Luzia (Florian6polis/SC), a partir de coldnias de Staphylococus aureus e Streptococcus
pyogenes, oriundas de exames microbioldgicos realizados por aquele laboratério.

Estas culturas foram transferidas para meio de cultivo Miller-Hinton, depositado em
placas de Petry e mantidas no laboratério por repiques sucessivos para a suspensao em
solugdo aquosa de cloreto de sédio a 0,9%, na quantidade de 10° bactérias/mL de suspensdo.
Os in6culos foram obtidos em frascos individualizados com um mililitro de suspensao cada,
congelados a - 70°C (Figura 1). Foram descongelados a temperatura ambiente no pré-

operatério imediato.

Figura 1 — Fotografia mostrando os frascos com as cepas bacterianas para utiliza¢do individualizada.
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Preparacio da solucao de quercetina

Para a preparacdo da solugdo de quercetina foi utilizado dihidrato de quercetina
(C15H1007.2H,0), procedente da Sigma-Aldrich do Brasil Ltda., diluida em temperatura
ambiente com solvente dimetilsulféxido P.A. procedente da Vetec Ltda., sendo acrescentada
solugdo fisiolégica em quantidade suficiente para perfazer o volume total para injecdo

intraperitonial de 0,5 mL correspondendo a 50mg/Kg. (Figuras 2A, 2B e 2C).

Figura 2 — Fotografias demonstrando o processo de preparagdo e administracao da solugdo de quercetina.
(A) Fotografia demonstrando o processo de pesagem da quercetina em balanga de precisao.
(B) Adicao de soro fisioldgico através de micropipeta automatica.
(C) Administragdo intraperitoneal da solugdo de quercetina.
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Anestesia

Foi realizada anestesia geral mediante o uso de cloridrato de ketamina (Ketalar®),
quimicamente designado como 2-(o-clorofenil) - 2-(metil-amina) ciclo hexanona e cloridrato
de 2-(2,6-xilidino) - 5,6 Dimidro - 4H - 1,3 Tiazina (Rompun®), nas doses de 100mg/kg e
10mg/kg, respectivamente, administrando-se 0,5 mL da solucdo anestésica por via
intramuscular na face interna do membro posterior. Os animais foram considerados
anestesiados apds a percepcio da auséncia de reflexo cérneo-palpebral e auséncia de reacio
motora a preensao do coxim adiposo de qualquer um dos membros 3,

Os animais foram pesados em balanca digital tendo o peso corporal registrado.

Ap6s a anestesia, os animais foram colocados em uma prancha de madeira de 30x35
cm e fixados pelos membros através de eldsticos na posicdo de decubito ventral horizontal.

Foi realizada epilagdo na regido dorsal do animal, numa drea aproximada de 12 cm? (Figura 3)

Figura 3 — Fotografia mostrando o aspecto do animal apés o procedimento de anestesia, fixa¢ao e epilagdo
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Diérese e contaminacao

Cada animal foi submetido a uma incisdo mediana dorsal de 3 cm de comprimento,
seccionando a pele e tecido celular subcutineo, sendo a ferida cirdrgica contaminada com 1
mL de cada indculo: inicialmente Staphylococus aureus e em seguida Streptococcus pyogenes
(Figura 4). As mesmas cepas bacterianas foram utilizadas para todos os animais do presente
experimento, sendo que estudos comprovaram que estes indculos foram infectantes em 100%

. ~ P 242
das feridas ndo tratadas ap6s cinco dias = ’,

Figura 4 — Fotografia mostrando incisdo de 3 cm no dorso do animal com as bordas suspensas formando
cavidade onde o inéculo foi depositado.
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Sintese

Descorridos 15 minutos da contaminagdo do ferimento, foi realizada sintese cirtrgica
da ferida, utilizando-se fio Mononylon® 4-0 (monofilamento de nylon, com agulha cortante
atraumdtica) com cinco pontos simples separados, em plano tnico abrangendo tecido celular
subcutaneo e pele (Figuras 5A, 5B).

Nao foram realizados curativos oclusivos e tampouco analgesia pds-operatdria.

Figura 5 — Fotografias ilustrando o procedimento de sintese.
(A) Agulha transpassando a borda direita da pele apds a incisdo cirdrgica.
(B) Aspecto final apds a realizacéo de cinco pontos simples.
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3.3 Analise Macroscopica

Nos sete dias subseqiientes ao procedimento cirtirgico, foi realizado acompanhamento
didrio, a olho desarmado, com objetivo de registrar a evolugdo pds-operatdria da incisdo
cirurgica e superficie cutdnea adjacente, buscando analisar a presenca e a magnitude dos
seguintes paraimetros:

a) Deiscéncia na sutura da ferida operatoria;

b) Necrose das bordas da ferida operatdria;

c) Alteracdo visivel na superficie da pele adjacente a ferida operatdria, compativel
com piodermite.

A magnitude de cada um destes pardmetros recebeu uma graduacgéo variando de zero a
trés, de acordo com a porcentagem (0, 30, 60 e 90%, respectivamente) de comprometimento
da ferida operatdria e adjacéncias.

Ao final do sétimo dia os animais foram submetidos a eutandsia e novamente
posicionados em decubito ventral horizontal, em prancha de madeira, sendo excisada amostra
de 2x4 cm da pele e tecido celular subcutineo abrangendo a regido onde foi realizada a

incisdo, através de divulsdo com tesoura (Figuras 6A e 6B)

Figura 6 — Fotografias mostrando a excisdo da amostra de pele do dorso dos animais.
(A) Fase inicial da retirada da amostra de pele, através de sec¢@o e divulsdo com tesoura.
(B) Amostra de pele ja totalmente divulsionada.
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As amostras de pele foram dispostas com suas faces internas, expondo a regido do
tecido subcutineo. Em cada amostra de pele, a mensuragdo da drea do abscesso, quando
presente, foi efetuada multiplicando-se a maior largura, pelo maior comprimento do abscesso

visualizado (Figuras 7A e 7B).

Figura 7 — Fotografias mostrando o tecido subcutidneo de amostras de pele com suas faces internas expostas
(A) Presenca de abscesso visivel, com tecido de aspecto escurecido e abaulado.

(B) Nota-se, por transparéncia vasos presentes no subcutineo e auséncia de alteragdo na coloracio
ou abaulamento.

Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutandsia por inalacdo de dose letal de éter etilico,

sendo as carcagas descartadas como lixo bioldgico.
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3.4 Avaliacao Microscopica

Da amostra de pele de cada animal, foram obtidos dois fragmentos, por seccdo
transversal a incisdo cirdrgica, com o cuidado de preservar margem de 1 cm de cada lado da
incisdo (Figura 8). Estes fragmentos foram imersos em solucao aquosa de formaldeido a 10%,
por um periodo de 48 horas, e enviados ao Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia da Universidade Federal de Santa Catarina.

Ap6s a fixacdo em formaldeido, os fragmentos foram submetidos 4 técnica de rotina,
de inclusdo em parafina, com tempos de desidratacio e diafanizacdo padronizados
previamente, sendo os mesmos para todos 0s grupos experimentais.

Feita a inclusdo em parafina, os blocos seguiram para sec¢cdo em micrétomo rotativo
manual, para cinco cortes semi-seriados de 3 pm de espessura, segundo um mesmo plano de
corte para todos os fragmentos. Os tempos de pescagem dos cortes foram padronizados para
todos os grupos experimentais, a fim de se evitar alteracdes provocadas pelos procedimentos
técnicos empregados na técnica histoldgica.

Os cortes foram entdo colocados em ldminas e corados pela técnica histologica da
hematoxilina e eosina, sendo em seguida submetidos a andlise microscopica, empregando-se

microscopio 6ptico, acoplado a sistema digital de fotografia.

Figura 8 — Fotografia mostrando a direita da figura, o fragmento de pele com sua face de inclusdo em parafina
para realiza¢ao dos cortes histolégicos.
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Os pardmetros utilizados para a avaliagdo microscépica foram os seguintes:

a) Presenca ou ndo de reepitelizagao.

b) Verificacdo da presenca ou auséncia de infiltrado inflamatério e o tipo de
celularidade.

c) Avaliacdo qualitativa da distancia entre as fibras musculares do tecido subcutaneo
provocado pelo procedimento, ou seja, o tamanho do abscesso formado.

Ap6s a andlise das laminas foram obtidas fotomicrografias digitais representativas das

alteracdes histoldgicas provocadas pelos procedimentos experimentais.

3.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas utilizando o programa Microsoft Excel
2003® e submetidos a andlise estatistica com o programa SAS System®, versdo 8.0.

As diferengas entre as medidas da intensidade da deiscéncia, da necrose de borda da
ferida e da piodermite, assim como a drea ocupada pelo abscesso formado foram comparadas

através do método do t de Student com nivel de significincia estabelecido em p<0,05.
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4 RESULTADOS

Dos 30 animais utilizados no experimento, nenhum evoluiu para o 6bito dentro dos
sete dias apds os procedimentos. As médias da area do abscesso observado a andlise

macroscopica (Figura 7A), sdo apresentadas na Figura 9.
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0,00~
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Grupos experimentais
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Figura 9 — Médias da drea do abscesso em cm”, a andlise macroscépica.

Os valores médios da magnitude dos pardmetros de deiscéncia de sutura (Figura
10A), piodermite (Figura 10B) e necrose de borda da ferida (Figura 10C) sdo mostrados na

Figura 11.
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Figura 10 - Fotografias do dorso dos animais ap6s 7 dias do procedimento experimental.
(A) Presenca de deiscéncia parcialmente cicatrizada no grupo 4.
(B) Hiperemia compativel com piodermite no grupo 2.
(C) Necrose da borda da ferida com escara no grupo 3.

@ Deiscéncia

Magnitude

W Piodermite

O Necrose de
borda

G1 G2 G3 G4 G5

Grupos experimentais

Figura 11 — Médias da magnitude da deiscéncia, piodermite e necrose de
borda a andlise macroscdpica.
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Na Tabela 1 s@o apresentadas as médias dos pardmetros de deiscéncia, piodermite,

necrose de borda e drea de abscesso em fungdo dos tratamentos com quercetina.

TABELA 1 - Médias dos parametros observados: deiscéncia, piodermite, necrose de borda
e drea de abscesso (cm”) em fungdo dos grupos experimentais

Tratamentos>
Parametros'

G1 G2 G3 G4 G5
Deiscéncia 1,17 1,33% 1,00% 1,00? 1,00%
. R b a b b b

Piodermite 1,17 2,17 1,00 0,67 1,00
Necrose de borda 1,00" 2,00° 1,00" 0,50" 0,00°
Abscesso (cm?) 3.16° 2950 248®  091°  0,00°

'Letras diferentes na linha indicam significAncia estatistica. (p<0,05).
*Tratamentos: GI —auséncia de Q com procedimento cirtirgico e contaminagio (grupo Controle).
G2 - Q 24h, com procedimento cirdrgico e contaminagao.
G3 — Q 24h, antes e durante 48h, com procedimento cirtirgico e contaminacao
G4 — Q 24h antes e durante 72h, com procedimento cirdrgico e contaminag¢do
G5 — auséncia de Q, com procedimento cirdrgico sem contaminagao (grupo sham)
Q — quercetina

As laminas mais representativas de cada grupo foram analisadas buscando a presenca
ou ndo de reepitelizacdo, o tipo de infiltrado inflamatério assim como avaliacio qualitativa da
distdncia entre as fibras musculares subcutaneas de forma a complementar as diferencas
observadas macroscopicamente entre os grupos experimentais (Figuras 12, 13, 14, 15, 16 e

17).
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Figura 12 — Fotomicrografia de corte histolgico sobre a incisdo na pele de animal do grupo 5, onde nota-se

reepitelizacdo (R) completa e auséncia de infiltrado inflamatério na derme subjacente, onde é
possivel visualizar a regido onde a incisdo (I) foi realizada. (F): foliculo piloso (40xHE).

i e

Figura 13 — Fotomicrografia de corte histoldgico da regido sob a incisdo do animal do grupo 1, onde nota-se a
presenca de intenso infiltrado inflamatério intradérmico (I) devido ao abscesso formado. (D):
derme. (E):epitélio (40xHE).
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Figura 14 — Fotomicrografia de corte histolégico da regifo sob a incisdo do animal do grupo 1, onde nota-se a
presenca de intenso infiltrado inflamatério com separacdo da camada muscular subcutinea (M), ndo
sendo possivel visualizar a outra extremidade do feixe muscular pela presenca de infiltrado
inflamatério (I) presente no abscesso formado. (S): tecido celular subcutineo (40XHE).

Figura 15 — Fotomicrografia de corte histoldgico da regido sob a incisdo do animal do grupo 4, onde nota-se a
presenca do infiltrado inflamatério na derme e a separacdo do feixe muscular subcutineo (M).
Verifica-se um menor afastamento entre fibras musculares subcutaneas pelo infiltrado inflamatério
(I) (40xHE).
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Figura 16 — Fotomicrografia de corte histoldgico de animal do grupo 4, observa-se infiltrado inflamatério na
derme com presenga de celularidade contendo linfécitos (L) e fibroblastos (F) com deposicdo de
fibras coldgenas (C) (100xHE).

Figura 17 — Fotomicrografia de corte histologico de animal do grupo 1, com presenca de infiltrado inflamatério
contendo pidcitos (P) e auséncia de deposicdo de fibras coldgenas (100xHE).




30

5 DISCUSSAO

A partir da hipdtese de que a quercetina poderia, através de seu potencial
antiinflamatdrio, antioxidante e bactericida, auxiliar no processo de cicatrizacdo diminuindo a
intensidade do processo inflamatério, a formacgao de radicais livres e destruindo bactérias, foi
proposto o desenho da pesquisa.

Evidentemente, no patamar atual em que se encontra o conhecimento cientifico sobre
essas substincias, a avaliacdo dos efeitos deste flavondide diretamente em seres humanos
seria ainda eticamente inaceitdvel.

Ainda assim, para que os resultados obtidos na pesquisa experimental com ratos,
tenham aplicabilidade clinica para pesquisa em seres humanos, muitos outros degraus devem
ser calcados, posto que existem marcantes diferencas entre esses dois sistemas bioldgicos.

Para validacdo cientifica de um estudo experimental devem ser seguidos alguns
requisitos bdsicos. Os animais utilizados devem ser homogéneos, quanto a sua estrutura
bioldgica (grau de parentesco, peso, sexo), condi¢des de criacio e de estresse antes durante e
depois dos procedimentos. A opcdo pela utilizacdo de ratos Wistar, neste experimento, deve-
se aos fatores: disponibilidade, padronizacio, facilidade de manuseio e acondicionamento,
ciclo de vida e reprodugdo em alta escala 2

Utilizou-se neste experimento um modelo de administragdo intraperitoneal de
quercetina para padronizar a biodisponibilidade, pois sua absor¢do enteral ocorre em
quantidades varidveis de 20 a 50% 13- Além disto, este flavonéide sofre degradacdo oxidativa
nas células intestinais e metabolismo de primeira passagem hepdtica *’. Adotou-se um modelo
in vivo, pois assim a substancia tem de interagir com os diversos sistemas orginicos do
animal, em condi¢des semelhantes as que seriam apresentadas em um contexto de uso clinico
em seres humanos. A literatura apresenta uma série de estudos analisando o efeito da
quercetina in vitro em culturas de fibroblastos ou com aplicacdo topica de matrizes de
coldgeno incorporadas a quercetina, analisando paradmetros como produ¢do de RNAm,
formacdo e qualidade de deposi¢do de coldgeno, producdo de interleucinas, inibicdo de
metaloproteinases e efeitos bioquimicos antioxidantes 381415 Nio se constatou relatos na
literatura de metodologia de administragdo intraperitoneal deste flavondide, apds

contaminagdo bacteriana cutinea, associado a andlise macroscépica.
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Virios fatores podem interferir no processo de cicatrizagdo normal, como a édrea de
tecido perdido ou inviabilizado, a quantidade de material estranho, a quantidade do in6culo
bacteriano e o tempo de exposi¢do a fatores toxicos. Quanto maior o dano tecidual, maior o
tempo do processo reparativo e maior quantidade de cicatrizagdo residual. Fatores intrinsecos
como agentes quimioterdpicos, aterosclerose, faléncia renal ou cardiaca e a localizacdo da
injuria na superficie corporal, afetam a cicatrizacdo. O suprimento sangiiineo nas
extremidades inferiores € o pior em todo o organismo; na face e mados € o melhor. Quanto
mais idoso o paciente, mais lenta € a cicatrizagao )

Provavelmente a causa mais comum de atraso no processo cicatricial € a infeccdo da
ferida. Se a contagem bacteriana na ferida excede 10° bactérias por grama de tecido, ou se
algum estreptococo B-hemolitico estiver presente, a ferida nfo ird cicatrizar adequadamente »

A presenca de bactérias prolonga a fase inflamatéria e interferem com a epitelizagao,
contracdo e deposicdo de coldgeno. As endotoxinas por si s6 estimulam a fagocitose e a
liberagdo de colagenase que contribuem para a degradacdo do coldgeno e a destrui¢do do
tecido vizinho previamente saudavel.

Flavondides sdo compostos polifendlicos que ocorrem ubiquamente em alimentos de
origem vegetal. Experimentos biolégicos usando estes componentes isolados revelam que os
flavondides exibem uma vasta gama de efeitos em sistemas bioldgicos. Tém sido a eles
imputados efeitos antimicrobianos, antivirais, antiulcerog€nicos, hepatoprotetores,
hipolipémicos, antialérgicos e antiinflamatérios *°.

Investigacdes bioquimicas do mecanismo de ag¢do dos flavonéides t&€m mostrado que
eles inibem uma grande variedade de sistemas enzimaticos. Entre eles, diversas oxigenases,
como a prostaglandina-sintetase, enzima chave na biossintese de eicosandides, que tem papel
fundamental, na inflamagdo, sensacdo dolorosa e reparo tissular. Atuam também inibindo a
enzima hialuronidase, de forma a preservar os proteoglicanos do tecido conjuntivo prevenindo
a disseminacdo bacteriana ou de metdstases tumorais 7 As reacdes de oxidacdo, onde os
flavondides sdo preferencialmente oxidados, preservam antioxidantes naturais do organismo
como o 4cido ascérbico °'. A estes fatores somam-se suas propriedades antioxidantes
incluindo eliminacdo de radicais livres e prevengdo de peroxidagdo lipidica 32

Morikawa et al. ** estudaram os efeitos da quercetina em modelo de inflamacdo
utilizando carragenina (substincia composta de polissacarideos sulfatados derivados de algas
Rhodophycae, utilizada como modelo cldssico de inflamacdo granulomatosa 34), através

injecdo de ar no subcutaneo do dorso de ratos Wistar, formando bolsa onde foi injetada a
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quercetina, e posteriormente a carragenina. A andlise histologica da espessura da parede da
bolsa evidenciou diminui¢éo significativa nos animais tratados com quercetina.

Rotelli et al. *° estudando o efeito de alguns flavonoéides, incluindo a quercetina, em
modelos experimentais de inflamacdo em ratos, demonstrou haver inibicdo significativa da
formagdo de granuloma em chumaco de algoddo introduzido na pele e do edema articular
induzido pela carragenina com a injecdo intraperitoneal prévia de quercetina em doses de
50mg/Kg e 75mg/Kg, respectivamente.

No presente experimento, os grupos que receberam inje¢Oes intraperitoneais de
quercetina, com doses de 50mg/Kg, o foram submetidos 24 horas antes do procedimento
ciriirgico, de forma que no momento da diérese e contaminagdo, j4 houvesse niveis
plasmaticos satisfatorios dessa substincia. Para avaliar mais amplamente seus possiveis
efeitos durante as diferentes fases do processo cicatricial, as inje¢des variaram desde uma
injecdo 24 horas ap6s o procedimento cirtdrgico contaminado no grupo 2, duas novas injecdes
pos-operatorias 24 e 48 horas, no grupo 3 e trés injecdes 24, 48 e 72 horas de pds-operatdrio
no grupo 4.

Houve formacgdo de abscesso em todos os animais dos grupos 1, 2, 3 e 4, sendo a
diferenca na area dos abscessos estatisticamente significativa (p<0,05), com médias inferiores
no grupo 4 em relagdo aos grupos 3, 2 e 1. Assim como entre os animais do grupo 3 em
relagdo aos grupos 2e 1.

O exame a olho desarmado das feridas cirdrgicas também demonstrou a ocorréncia de
deiscéncia completa da sutura em um animal do grupo 2, um animal do grupo 3 e um animal
do grupo 4. Observou-se deiscéncia parcial da sutura em cinco animais do grupo 1, trés
animais do grupo 2, dois animais do grupo 3, dois animais do grupo 4 e um animal do grupo
5. Para este pardmetro ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os
diferentes tratamentos.

Foi observada piodermite em todos os animais do grupo 1 e do grupo 2, em cinco
animais do grupo 3, em quatro animais do grupo 4 e em trés animais do grupo 5. Resultado
este que apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo 2 em
relacdo aos outros grupos.

Necrose da borda da ferida foi observada em cinco animais do grupo 1, em seis
animais do grupo 2, em cinco animais do grupo 3, em um animal do grupo 4 e nenhum animal
do grupo 5, resultado onde nao houve diferenga estatisticamente significativa (p>0,05).

Os resultados observados indicam discrepancia entre as observacdes macroscopicas

externas relativas a ferida (deiscéncia, necrose e piodermite), onde nao houve efeito
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significativo (p>0,05) da quercetina. havendo inclusive deiscéncia parcial da ferida e
piodermite em animais do grupo 5 (grupo sham) que nao foram submetidos a inoculagio
bacteriana e mesmo assim apresentaram estas alteracoes.

Por outro lado, a quercetina foi eficaz em reduzir a magnitude do processo
inflamatoério na derme e tecido subcutineo, diminuindo o abscesso formado de forma dose-
dependente, variando com ndmero de injecdes pds-operatdrias crescentes provocando
diminui¢do mais significativa em relagdo as anteriores.

Nitz et al. ¥

estudando o efeito de extratos aquosos de Coronopus didymus e
Calendula officinalis (que apresentam flavondides em sua composi¢do) sobre o processo
cicatricial de feridas cutdneas em ratos Wistar, concluiu haver a microscopia aumento
significativo do niimero de fibroblastos e fibras coldgenas nos grupos tratados com o extrato
destas plantas.

Silva *” estudou a cicatrizagdo de feridas contaminadas com inéculo padrdo em ratos
Wistar, avaliando o efeito da aplicagéo tépica de anti-sépticos (solug@o salina, clorexidina e
polivinil pirrolidona iodo) e também ndo encontrou diferenca marcante nos pardmetros de
deiscéncia, necrose e piodermite entre os diferentes grupos experimentais. No entanto a
microscopia, a intensidade do infiltrado inflamatério sofreu influéncia significativa, com uma
tendéncia a resultados melhores com a clorexidina, denotando que os parimetros externos nao
parecem ser sobremaneira influenciados, tanto quanto a intimidade da ferida cirdrgica onde o
in6culo bacteriano foi de fato depositado.

d’Acampora et al. *® estudando microscopicamente o processo cicatricial de feridas
cutaneas contaminadas em ratos Wistar, avaliando o efeito da aplicacdo tdépica de anti-
sépticos (solucdo salina, clorexidina e polivinil pirrolidona iodo), observou que a celularidade
predominante no grupo experimental sem tratamento era de um infiltrado neutrofilico
discreto, associado a infiltrado macrofagico e linfociticos moderados.

No presente experimento, a microscopia, observou-se melhor reepitelizacdo nos
grupos tratados com quercetina em rela¢do ao controle. As laminas dos grupos tratados com
quercetina demonstravam coaptacdo das margens da incisdo havendo menor separagido entre
as fibras musculares subcutineas, nitidamente superior ao grupo controle, onde observava-se,
em geral, grande drea de abscesso formado. Outros aspectos também diferiram
marcantemente. No que tange a celularidade, esta apresentava-se com melhor estrutura, com
presenca de fibroblastos e deposi¢do de coldgeno, linfécitos entremeados e reconstituicdo
parcial da derme, num estdgio do processo cicatricial mais avancado comparativamente ao

grupo controle, onde havia infiltrado neutrofilico intenso € monétono, compondo quase a
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totalidade do campo, sem identificacdo das estruturas da derme subjacente por intensa
destrui¢do tecidual, inclusive com indmeros pidcitos com inclusdes toéxicas, denotando
processo de fagocitose bacteriana. De forma que havia atraso do processo cicatricial,
perpetuacdo da fase inflamatdria, em relacio aos grupos tratados com quercetina.

Ainda assim, recomenda-se novos estudos do processo cicatricial em animais
submetidos a administracdo de quercetina através de microscopia com analise morfométrica,
que seria mais acurada de maneira a quantificar mais precisamente as alteracdes teciduais

envolvidas no processo cicatricial.
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6 CONCLUSOES

A administracdo de quercetina por via intraperitoneal mostrou-se eficaz na melhoria
do processo cicatricial cutineo em ratos Wistar, apds incisdo cirdrgica contaminada com

in6culo bacteriano padrio.
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Efeitos da quercetina na cicatrizacdo de ferida cirirgica contaminada em ratos Wistar.

Tabela apéndice — Dados observacionais da andlise macroscopica

Abscesso

Tratamento Animal Deiscéncia Piodermite Necrose (sz)

4,266
3,165
3,550
2,138
3,008
2,835
1,980
2,534
1,495
1,708
3,104
6,872
2,622
2,353
2,895
2,730
2,535
1,734
0,897
1,232
0,274
0,231
1,868
0,981
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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