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RESUMO - Objetivo: Avaliar o uso alongo prazo do flavondide quercetina em ratos cirréticos por
ligadura de ducto biliar comum (LDB). M étodos: Foram utilizados 32 ratos machos Wistar, sendo
submetidos a LDB ou simulag&o, e distribuidos em 4 grupos: 1) controle, 2) cirréticos, 3) cirréticos
tratados com quercetina 50mg/kg, intraperitonealmente, desde 0 segundo dia apds o procedimento
cirtrgico; e 4) cirréticos tratados ap6s 0 décimo quarto dia do procedimento cirdrgico. Analisou-
se afuncdo hepética por meio de testes bioquimicos (BT e BD) e atividade enzimética (ALT, AST,
FA e GGT). Naanalise anatomopatol égica, utilizou-se acoloragdo de Hematoxilina& Eosina(H& E)
edePicrosirius parafibrose. A andlise estatistica para avaliagdo de sobrevivénciafoi realizada pelo
teste Kaplan-Meier. Resultados.; Os resultados de sobrevivéncia dos oito animais de cada grupo
foram: Grupo 1 = 200 dias de sobrevivéncia; Grupo 2 = 46 dias; Grupo 3 = 71 dias; e o Grupo 4 =
90 dias. Nos animais com ligadura de ducto biliar comum houve aumento das provas de fungéo
hepética e enziméticas que se reduziu hipoteticamente com o tratamento com quercetina. Foram
identificadas cirrose, congestdo vascular porta e centrolobular na andlise histopatol 6gica por H& E
e Picrosirius. Conclusdo: O uso da quercetina diminuiu de maneira significante as alteractes
bioguimicas provocadas pela cirrose, aumentando o tempo de sobrevivéncia dos animais com
cirrose biliar secundéria a LDB, como verificado pelo teste de andlise de sobrevivéncia.

DESCRITORES - Cirrose hepética biliar. Quercetina. Ratos.

Introducéo caracterizada por regeneragdo nodular do parénquima.
Representa as consequéncias de uma resposta

Cirrose € uma doenga cronica que acomete permanente de ferida-cicatrizacdo a agressdo hepética
difusamente o figado sem envolver necessariamente  cronica, induzida por uma ampla gama de processos'?.
todos os I6bulos hepaticos, sendo histologicamente  As consequiéncias clinicas da cirrose variam desde a
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auséncia de sintomas até ainsuficiéncia hepética, e séo
determinadas tanto pelanatureza quanto pelagravidade
da hepatopatia subjacente, assim como pela magnitude
da fibrose estabelecida®.

Diferentes estudos tém demonstrado a participagéo
das espécies ativas de oxigénio na fisiopatologia da
cirrose causada por estase biliar®4. Além disso, é fato
comprovado gque ha diminuicdo nas concentragdes de
glutationa e vitamina E — antioxidantes naturais do
organismo — em pacientes com obstrugdo crénica de
ducto biliar®. Vérios antioxidantes e flavondides tém
sido referidos recentemente como eficazes para
diminuir fibrose em modelos animais de cirrose biliar
secundéria aligadurado ducto biliar, de cirrose por
d8cool ou por administracdo de tetracl oreto de carbono
(CCl,) ®. Os flavonoides sdo compostos que contém
grupos hidroxilafendlicos que Ihes conferem umaagéo
antioxidante com potencial terapéutico’. Estudosinvitro
tém mostrado que a quercetina e outros flavonoides
inibem fortemente a producdo de Oxido Nitrico e do
Fator de Necrose Tumoral pelas células de Kupffer
quando estimuladas pelainjuriaé. A quercetinacombate
com eficiéncia os anions superdxido na isquemia-
reperfusdo®. Os efeitos da quercetina e de outros
flavondides na doenca hepatica ndo estdo bem
elucidados.

Os flavondides, por combaterem diretamente as
espécies ativas de oxigénio ou aumentar a capacidade
de reacdo hepética aos mesmos, poderiam contribuir
para a reducéo do dano oxidativo hepatico e da
formagao de fibrose causada pela obstrugéo biliar.

A quercetina é um destacado integrante do grupo
de flavondides e por sua agdo antioxidante 0 seu
desempenho terapéutico tém sido mencionado por
Véarios autores no combate de estresse oxidativo®1°1t,

A administragdo de quercetina em ratos com
obstrucdo do ducto biliar provoca melhora nos testes
laboratoriais; porém, a rea repercussdo clinica deste
tratamento ainda permanece sem completa elucidaco.

O objetivo deste estudo foi avaliar o uso de
quercetinaalongo prazo em ratoscirréticos por ligadura
de ducto biliar comum.

M étodos

Foram utilizados 32 ratos Wistar, machos, albinos,
com média de peso de 280g e com mais de 180 dias de
vida. A cirrose biliar secundéria foi provocada pela
ligadura de ducto biliar comum (LDB)** e o grupo
controle foi submetido a simulagédo da obstrucéo do
ducto biliar comum. Posteriormente foram divididos
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em 4 grupos. 1) Controle, 2) Cirréticos, 3) Ligados
(LDB) com administraggo diaria da quercetina a partir
do segundo dia do procedimento cirlrgico, 4) Ligados
(LDB) com administraggo diaria da quercetina a partir
do décimo quarto dia do procedimento cirdrgico. A
dose utilizada da quercetina foi de 50mg/Kg (Q50) do
animal diluida em 0,7mL de &gua destilada e a via de
administracéo foi intraperitoneal (i.p.). A preparacéo
da droga foi sempre feita na auséncia de luz direta.
Foram avaliados testes de fungdo hepética tais como
Aspartato aminotransferase (AST), Alanina
aminotransferase (ALT), Gamaglutamil transpeptidase
(GGT), Fosfatase Alcalina e Bilirrubinas (direta e
indireta).

A andlise estatisticadasobrevivénciafoi realizada
pelo teste de Kaplan-Meier. O preparado histopatol 6gico
foi estudado a partir das coloragbes Hematoxilina e
Eosina(H& E) e Picrosirius. Todos estes procedimentos
foram realizados no L aboratério de FisiologiaDigestiva
do Instituto de CiénciaBésicada Salide daUniversidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Laboratério
de Patol ogiada Faculdade Federal CiénciasdeMedicina
de Porto Alegre (FFFCMPA) e Universidade L uterana
doBrasil (ULBRA).

Resultados

Observou-se quanto a sobrevida dos animais
ligados quando tratados com quercetina 14 dias apds a
ligadura (Grupo 1), 90 dias de sobrevivéncia, sendo
significativa a diferenga para p <0.05 quando compa-
rados com os cirréticos (Grupo 2) com sobrevida de
46 dias e com os animaisligados com uso daquercetina
j& as 48 horas ap6s a ligadura (Grupo 3), com 71 dias
de sobrevivéncia (Figuras 1 e 2). Os ratos do grupo 1
foram sacrificados com 200 dias.

N Gruo 2

e Grupo 3

e Grupo 4
I, Grupo 1

o 50 100 150 20 25

FIGURA 1 - Gré&fico demonstrando que o tempo de sobrevivéncia
nos respectivosgruposfoi: 1=200 dias;, 2=46dias; 3= 71 dias;
e4=90dias.
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FIGURA 2 - Gréfico demonstrando a curva de sobrevivéncia,
Teste Kaplan- Meier.

Houve uma diferenca significante (p < 0.05) nos ni-
veis de Fosfatase Alcdina (Figura 3) e Gama Glutamil
Transpeptidase (Figura4) dos animaistratados com quer-
cetina em comparagdo com os cirréticos (285 UI/L).
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FIGURA 3- Gréficoinformando amedidada Fosfatase Alcalina
(FA - U/L), (* =p<0.05).
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FIGURA 4 - Gréfico apresentando os vaores da Gama-
Glutamil Transpeptidase (GGT - U/L).

(* = p < 0.05).
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Osniveis de Bilirrubinatotal e diretanosanimais
cirréticos apresentaram-se significantemente aumen-
tados quando comparados com os demais grupos (p <
0.05) (Figura5). O mesmo ocorrendo com AST (Figura
6) e ALT (Figura 7) quando se comparam cirréticos e
cirréticos com uso de quercetina.
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FIGURA 5- Gréficoinformando osvaloresdaBilirrubinatotal e
bilirrubinadireta (mg/dL), (* = p < 0.05).
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FIGURA 6 - Gréfico demonstrando os valoresda Aspartato
aminotransferase (U/L), (* = p < 0.05).
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FIGURA 7 - Gréfico informando os valores da Alanina
Aminotransferase (U/L). (* = p < 0.05).



No estudo histol 6gico descritivo comparativo entre
0s quatro grupos, avaliados os parémetros em cruzes
(Tabela 1), foram observados por meio da técnica de
Picrosirius e H&E: intensa fibrose periporta e porta
(Figura 9), cirrose, intensa hiperplasia de ducto e
congestéo vascular porta e centrolobular, no grupo 2;
moderada fibrose periporta (Figura 10), hiperplasia de
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ducto, moderada congestdo vascular porta e centro-
lobular, moderado infiltrado inflamatério portaelobular
no grupo 3; e leve fibrose periporta sem fibrose porta,
moderada congestao vascul ar porta, moderado infiltrado
porta no grupo 4 (Figura 11). No grupo 1, ndo foram
encontradas ateragbes como fibrose e congestéo, pois
0s animais faziam parte do grupo controle (Figura 8).

TABELA 1 - Resultados da andlise anatomopatol 6gica dos quatro grupos.

Grupos Cirrose Fibrose Fibrose Hiperplasa | Congestéo Congestéo
periporta porta ducta vascular vascular
centrolobular porta
1 (SO) Néo - - - - -
2(LDB) Sm ***/4 ****/4 ****/4 ***/4 ***/4
3 (48h) Néo **[4 - **[4 **[4 **14
4 (14° dia) N&o *14 - - - **[4

FIGURA 8- Fotografia apresentando o preparado histolégico
do grupo 1 (controle) com coloragdo Picrosirius, 100x.

FIGURA 10— Fotografia apresentando o prado histol 6gico
do grupo3 (ligados— LDB tratados com quercetina48h) com
coloragdo Picrosirius, 200x. (FP= fibrose periporta).

FIGURA 9 - Fotografia apresentando o preparado histolégico
do grupo 2 (cirréticos), com coloraggo Picrosirius, 100x. (FP=
fibrose periporta e P= porta).

FIGURA 11 - Fotografia apresentando o preparado histolégico
dogrupo 4 (LDB —ligados tratados. com quercetina 14 dias)
com coloragdo Picrosirius, 100x. (FP= fibrose periporta).
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Discussao

Estudos prévios tém demonstrado que no modelo
equivalente de cirrose hiliar secundaria a ligadura do
ducto biliar comum se estabelecem as caracteristicas
préprias da doenga em torno de vinte e oito dias!?®.
Neste periodo, encontram-se ateragdes provenientes
da reagdo inflamatéria causada pelo refluxo hiliar,
desorganizagdo da arquitetura natural do parénquima
com éreas inflamatorias presentes e, outras ja com
fibrose e deposicdo colagena, que sdo caracteristicas
qgue determinam a cirrose hepética. PERES e
colaboradores (2000), demonstraram que acirrose biliar
secundéria esta associada com o aumento de espécies
ativas de oxigénio, avaliados pela formagéo de
malonadealdeido e produgdo da enzima glutationa
hepatica'“.

Os flavonodides e outros compostos fendlicos
naturais se encontram nos vegetais, no cha, nos vinhos
tintos, formando parte da dieta alimentar, sendo amais
importante a quercetina

O efeito farmacol 6gico dos flavondides se deve a
suaagdo nainibicdo de certas enzimas e sua capacidade
antioxidante.

Os flavonodides sdo potentes depuradores de
espécies ativas de oxigénio e queladores de metais. A
guercetina depura anions superoxidos e radicais
hidroxilas. Osefeitos dosflavonoides quercetinaerutina
em ratos com cirrose biliar secundéria avaliados por
Peres e colaboradores, mostrou uma diminuigéo
significante de fibrose e na concentracdo hepética de
col&geno, fatos evidenciados nesse estudo por meio da
avaliagdo de fibrose por Picrosirius.

O tratamento com flavondide quercetina, por sua
acdo de combate ao estresse oxidativo causado pela
inflamag&o, determinou aumento no tempo de sobrevi-
véncia nos animais cirréticos. Como ja descrito ante-
riormente, foram realizados dois esgquemas de trata-
mento. O primeiro consistia em iniciar o tratamento
dosanimais quarentae oito horas ap6s o procedimento
cirdrgico e o segundo consistiaem tratar essesanimais
somente a partir do décimo quarto dia ap6s o procedi-
mento de ligadura do ducto hiliar. A dose empregada
nessetrabalhofoi eficaz em outrostrabal hos publicados,
guando se verificou que ndo havia mutagenicidade ou
citotoxicidade nas doses utilizadas. Através de teste de
microndcleo e ensaio cometa.

A quercetina exerce seu efeito antioxidante se
administrado a partir do décimo quarto dia de trata-
mento. Sabe-se que por volta do décimo quarto dia
apos o procedimento cirdrgico ja encontram-se sinais
tipicos de inflamag&o no parénquima hepético, bem
COMo 0 inicio dadesorganizagdo daarquiteturahepdtica.
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Sugere-se que tenha impedido a lesdo causada pelas
espécies reativas de oxigénio por agdo antioxidante.

O uso da quercetina logo ap6s o procedimento
cirtrgico ndo foi eficaz ajulgar pela sobrevivéncia dos
animais, possivelmente porgue o figado ndo estavatdo
lesado e os antioxidantes enddgenos combateriam as
espécies ativas de oxigénio ai formadas, fato ja
observado por nosso grupo e por PERES e colabora-
dores (2000) quanto ao uso de rutina e quercetina em
animais normais.

O papel protetor da quercetina nesse modelo
experimental foi observado nas andlises bioquimica e
enzimaticas e na diminuicdo da fibrose pelo estudo
histolégico por Picrosirius, a partir da analise dos
figados dos animais sobreviventes. A partir dos dados
obtidos, o uso crénico e continuado de quercetina na
dose utilizada nesse estudo, ndo apresentou toxicidade
ao longo do tempo de administragéo levando aos
animais submetidos a ligadura (LDB), a uma maior
sobrevida do que os ndo tratados.

O tratamento com quercetina a partir de quarenta
e oito horas do procedimento cirdrgico, inicia em um
momento no qual o figado encontra-se com muito
pouco processo inflamatdrio presente. Neste momento,
as reservas antioxidantes estdo ao nivel méaximo,
necessitando de menos auxilio no controle das reagdes
oxidativas. Sugere-se que haja desenvolvimento de
toleréncia e que o organismo desenvolva meios de
eliminagdo como ja foi observado por nosso grupo e
por PERES e cols. (2000), a agdo do flavondide ndo é
observadaem animaisnormais. Entéo, aadministracéo
da quercetina a partir desse momento ndo apresenta
valor benéfico preponderante sendo o organismo capaz
de combater a oxidago presente. A acdo da quercetina
apos instalada a cirrose biliar secundaria, a saber pela
resposta as provas de fungao hepatica e ao estudo
histol6gico realizado, mostrou um poder antioxidante
protetor dosflavondides sobre o parénguimahepético®.

Osdados obtidos demonstraram que o uso crénico
e continuado da quercetina ndo apresentou toxicidade
a0 longo do tempo estudado e os animaistratados (apds
14 dias) com a droga apresentaram um maior tempo
de sobrevivéncia do que os ndo tratados.

Conclusoes

A quercetina aumentou o tempo de sobrevivéncia
dos animais com cirrose hiliar secundériaaligadurade
ducto biliar, como verificado pelo teste de andlise de
sobrevivéncia (Teste de Kaplan-Meier).

O uso do flavondide quercetina na dose de 50mg/
Kg intraperitoneal diminuiu significantemente as
alteragdes bioquimicas e enzimaticas provocadas pela
cirrose.



O esquema terapéutico com tratamento a partir

do décimo quarto dia ap6s o procedimento cirdrrgico
mostrou ser mais eficaz, considerando-se a sobrevi-
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ABSTRACT - Purpose: The long term use of quercetin flavonoid was evaluated in cirrhotic rats
by common biliary duct bondage (LDB). Methods: 32 male Wistar rats were submitted to LDB or
simulation, and distributed in 4 groups: 1) control, 2) cirrhotic, 3) cirrhotic treated with quercetin
the second day after the surgical procedure; and 4) cirrhotic treated with quercetin after the fourteenth
day of the surgical procedure. The hepatic function was analyzed through biochemical tests (TB
and DB) and enzymatic activity (ALT, AST, AP and GGT). In the anatomopatological analysis,
Hematoxilin & Eosin (H&E) coloration, and Picrosirius (for fibrosis) were used.The statistical
analysis for survival evaluation was accomplished by the Kaplan-Meier test. Results: The results
of survival of the eight animals of each group were: Group 1 = 200 days of survival; Group 2 = 46
days; Group 3 = 71 days; and the Group 4 = 90 days. In the animals with bondage of common
biliary duct, there was an increase of the hepatic and anzymatic function tests, which was reduced
with the treatment with quercetin. Cirrhosis, portal and centrolobular vascular congestion, were
identified in the histopatol ogical anaysiswith H& E and Picrosirius. Conclusion: Theuseof quercetin
decreased significantly the biochemical aterations caused by cirrhosis, increasing thetime of surviva
of the animals with secondary biliary cirrhosisdueto LDB.
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