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Resumo

Objetivo: Investigar os efeitos da quercetina em um modelo de inflamagdo pulmonar e fibrose induzidas por bleomicina. Métodos: Setenta
e nove hamsters machos adultos foram randomizados para aplicacio de injecdes pelas vias intratraqueal (IT) e intraperitoneal (IP) em
quatro configuragdes: veiculo 1P/salina 1T (grupo VS, n = 16); salina 1T/quercetina 1P (grupo QS, n = 16); bleomicina 1T/veiculo 1P (grupo
VB, n = 27); e bleomicina 1T/quercetina 1P (grupo QB, n = 20). A quercetina e a bleomicina foram aplicadas em doses de 30 mg/kg/dia e
10 U/kg, respectivamente.A quercetina foi iniciada/suspensa 3 dias antes/14 dias depois das injecoes IT. Resultados: A taxa de mortalidade
do grupo VB foi significantemente superior & dos demais grupos (44% vs. VS: 0%; QS: 0%; QB: 15%). O grupo VB exibiu niveis pulmonares
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (x 10~ nmol/mg) significativamente maiores (6,6 £ 1,3 vs. VS: 5,5 £ 0,8; QS: 2,5 + 0,6; e
QB: 5,8 £ 0,6).0s grupos VB/QB mostraram niveis pulmonares de glutationa reduzida (x 1072 nmol/mg) significativamente menores que
os dos grupos VS/QS (28,9 + 13,8/28,6 + 14,8 vs. 43,9 + 16,0/51,1 + 20,3) e niveis de hidroxiprolina (mg/g) significativamente maiores
(201,6 +37,3/177,6 £ 20,3 vs. 109,6 + 26,1/117,5 £ 32,0). Conclusdes: Em um modelo animal de lesdo pulmonar, a quercetina exibiu efeitos
antiinflamatdrios que sdo relacionados, pelo menos em parte, a suas propriedades antioxidantes.

Descritores: Fibrose pulmonar; Bleomicina; Flavonoides; Peroxida¢do de lipideos.

Abstract

Objective: The aim of this study was to identify the best experimental model in which to observe the pulmonary alterations characterizing
hepatopulmonary syndrome (HPS). Methods: Male Wistar rats, with mean weight of 250 g, were used in four experimental models:
inhaled carbon tetrachloride; intraperitoneal carbon tetrachloride; partial portal vein ligation; and bile duct ligation (BDL). The animals
in all groups were divided into control and experimental subgroups. The following variables were measured: transaminase levels; blood
gases; lipoperoxidation, using thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and chemiluminescence; and levels of superoxide dismutase
(SOD) anti-oxidant activity. Anatomopathological examination of the lung was also performed. Results: There were statistically significant
differences between the BDL control and BDL experimental groups: aspartate aminotransferase (105.3 + 43 vs. 500.5 + 90.3 1U/L); alanine
aminotransferase (78.75 + 37.7 vs. 162.75 + 35.4 TU/L); alkaline phosphatase (160 £ 20.45 vs. 373.25 £ 45.44 1U[L); arterial oxygen
tension (85.25 + 8.1 vs. 49.9 £ 22.5 mmHg); and oxygen saturation (95 + 0.7 vs. 73.3 £ 12.07%). Lipoperoxidation and antioxidant activity
also differed significantly between the two BDL groups (control vs. experimental): TBARS (0.87 + 0.3 vs. 2.01 + 0.9 nmol/mg protein);
chemiluminescence (16008.41 £ 1171.45 vs, 20250.36 *+ 827.82 cps/mg protein); and SOD (6.66 £ 1.34 vs. 16.06 £ 2.67 1U/mg protein).
The anatomopathological examination confirmed pulmonary vasodilatation in the BDL model. In the other models, there were no alterations
that were characteristic of HPS. Conclusions: The data obtained suggest that the BDL model can be used in future studies involving hepatic
alterations related to oxidative stress and HPS.
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Introducao

.

A fibrose pulmonar ¢ um distarbio caracteri-
zado por processos inflamatdrios que resultam em
proliferacdo excessiva de fibroblastos e deposicdo
progressiva de tecido conjuntivo no parénquima
pulmonar. Disturbios desse tipo levam a uma grave
deterioracdo da funcdo pulmonar, com sintomas
limitantes e qualidade de vida ruim. Infelizmente,
apesar da gravidade da doenca, os tratamentos
atualmente disponiveis para fibrose pulmonar
trazem apenas poucos beneficios e tém efeitos
colaterais significativos.

A quercetina ¢ um flavondide da dieta
abundante na natureza. E encontrada em muitas
plantas, como a cebola, os brdcolis e o chd. Um
numero significativo de propriedades quimicas
e de efeitos farmacoldgicos tem sido atribuido a
esse agente."” A quercetina apresenta um potente
efeito antioxidante, combinando-se com espécies
de radicais livres para formar radicais fenoxi menos
reativos.? A quercetina também tem um efeito
inibidor em varias proteinas, como a tirosina e as
serina/treonina quinases.® A quercetina mostrou ter
propriedades antiinflamatorias em varios sistemas
in vitro e in vivo, na cirrose hepatica e na infeccdo
pulmonar pelo virus influenza.®® Também foi
relatado que a quercetina tem um efeito antiproli-
ferativo em culturas de células fibroblasticas obtidas
de ratos ou de queldides humanos.'®" Além disso,
a quercetina inibe a proliferacdo e a sintese de
colageno da linhagem HSC-T6 de células miofibro-
blasticas de rato e das células estreladas derivadas
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de rato.”” Acredita-se que tais células hepaticas
tenham um papel central na fibrogénese hepatica,
tanto em modelos experimentais de doenca hepa-
tica cronica quanto em seres humanos com doenca
hepatica cronica.

0 objetivo deste estudo foi examinar os possiveis
efeitos benéficos da quercetina nas respostas infla-
matorias e fibrdticas induzidas pela introducdo de
bleomicina nos pulmdes de hamsters. Os resultados
preliminares indicam um efeito antiinflamatdrio,
determinado por meio de estudos morfométricos e
avaliacdo do estresse oxidativo.

Métodos

Setenta e mnove hamsters machos adultos
(Mesocricetus auratus) foram obtidos junto ao
Biotério Central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo.
0 Comité de Etica em Experimentacio Animal
aprovou o protocolo de pesquisa, € 0 manejo dos
hamsters foi realizado de acordo com os padrdes da
National Academy of Sciences" Os animais foram
alojados em jaulas coletivas e mantidos em um ciclo
claro/escuro de 12/12 h a =25 °C, com acesso livre
a racdo padrdo para roedores e agua durante todo
o estudo.

0 sulfato de bleomicina (Bonar®)foi obtido junto
aos Laboratorios Biosentética (Sdo Paulo, Brasil). A
droga foi diluida em salina estéril, e administrada
por injecdo intratraqueal em doses de 10 U/kg. O
dihidrato de quercetina em pd foi obtido junto a
Henrifarma (Sdo Paulo, Brasil) e armazenada em
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Figura 1 - Diagrama do desenho do estudo. 1P: intraperitoneal, e 1T: intratraqueal; VS: veiculo/salina; QS: quercetina/
salina; VB: veiculo/bleomicina; e QB: quercetina/bleomicina.
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um local escuro e seco, a temperatura ambiente.
A quercetina foi diluida em salina e Tween a 0,2%
imediatamente antes das injecdes. Os animais rece-
beram injecoes intraperitoneais diarias de 30 mg/kg,
com base em um estudo anterior no qual essa dose
atenuou a isquemia renal/reperfusdo em ratos.'¥
Antes da administracdo da bleomicina e da remocéo
dos pulmoes, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal de 250 mg/kg de tribromo-
etanol a 2,5% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
Todas as determinacdes bioquimicas foram reali-
zadas utilizando-se reagentes de grau analitico de
alta qualidade.

Permitiu-se que os hamsters se aclimatassem
ao novo ambiente durante 3 dias, apds o que eles
foram randomizados para um dos quatro grupos:

1) VS (n = 16): veiculo intraperitoneal e salina

intratraqueal

2) QS (n = 16): solucdo de quercetina intraperi-

toneal e salina intratraqueal

3) VB (n = 27): veiculo intraperitoneal e bleomi-

cina intratraqueal

4) QB (n = 20): solucdo de quercetina intraperi-

toneal e bleomicina intratraqueal

A bleomicina ou a salina foram administradas
3 dias apos o inicio do tratamento com quercetina
ou veiculo (Figura 1). Os tratamentos continuaram
por mais 14 dias ap6s a injecdo intratraqueal, e
entdo os hamsters foram sacrificados.

Asinjecoes intraperitoneais foram todas aplicadas
no inicio da manha, com os animais acordados. As
injecdes intratraqueais foram aplicadas no inicio
da tarde, apds os hamsters terem sido anestesiados
conforme descrito acima. Uma pequena incisdo foi
feita no pescoco, e as injecdes foram aplicadas sob
visdo direta da traquéia, utilizando-se seringas e
agulhas finas. A ferida cirurgica foi fechada com
pontos, apds o que a cabeca e o torax de cada
animal foram mantidos em uma posicéo elevada até
a recuperacao.
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Aproximadamente 24 h apos a ultima injecéo
de quercetina ou veiculo, os animais foram anes-
tesiados, e realizou-se uma traqueotomia para a
remoc¢do dos pulmdes. Os animais ainda estavam
respirando quando um fino cateter plastico foi inse-
rido e fixado na traquéia. Realizaram-se toracotomia
e laparotomia, apos o que os animais foram sacrifi-
cados por transeccdo da aorta abdominal. O coracgio
e os pulmdes foram removidos em bloco e entio
dissecados. O bronquio fonte direito foi submetido
a ligadura, apos o que o pulmao direito foi removido
e dividido em trés porcdes. Cada uma dessas porcoes
foi congelada em nitrogénio liquido e armazenada a
-70 °Cpara posterior andlise bioquimica. O pulmio
esquerdo foi insuflado utilizando-se o cateter plas-
tico com formalina tamponada a 10% em uma
coluna de 20 cm. O brénquio fonte esquerdo foi
submetido a ligadura, e o todo o pulméo esquerdo
foi imerso em formalina a 10% para fixacdo do
tecido.

Como indice de peroxidag¢do lipidica da
membrana, mediram-se os niveis de thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS, substancias reativas
ao acido tiobarbiturico) das amostras de pulméo.
As amostras do pulmido esquerdo foram desconge-
ladas, o tecido foi homogeneizado, e os niveis de
TBARS foram medidos utilizando-se técnicas colo-
rimétricas.!® Os niveis de glutationa reduzida (GSH)
dos homogeneizados de tecido foram medidos
utilizando-se um método de quantificacdo do tiol
soluvel em 4cido.'® Os niveis de hidroxiprolina do
tecido pulmonar foram determinados com base na
deposicédo de coldgeno, a qual foi quantificada utili-
zando-se uma adaptacio de um método classico.!'”
Todas as leituras oticas foram feitas utilizando-se
um espectrofotdbmetro Beckman DU 640 (Beckman
Inc., Fullerton, CA, EUA).

Os cortes do pulmio esquerdo foram corados
com hematoxilina e eosina (H&E) e avaliados subje-
tivamente por meio de microscopia dtica por uma

Tabela 1 - Peso inicial e mudanga de peso nos grupos de animais apds o tratamento.

VS QS VB 0B
Peso inicial (dia 1) (g) 102,7 £ 13,6° 104,4 + 6,0° 105,2 + 14,3* 107,2 £ 13,0°
n=16) n=16) (n=15) n=17)
Mudanca de peso (dia 18) (%) 26,3 £ 15,4° 14,2 + 4,0 -3,4 £ 11,0° -5,5%16,8¢
n=16) n=16) (n=15) n=17)

VS: veiculo intraperitoneal e salina intratraqueal; QS: solucdo de quercetina intraperitoneal e salina intratraqueal; VB: veiculo
intraperitoneal e bleomicina intratraqueal; e QB: solugio de quercetina intraperitoneal e bleomicina intratraqueal. **Letras iguais
indicam semelhanca entre os grupos, enquanto letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05) por
meio da analise de varidncia e do pos-teste de Tukey.
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Tabela 2 - Medidas bioquimicas do tecido pulmonar e espessura média do septo alveolar dos animais dos diferentes

grupos (Dia 17).

VS QS VB 0B

TBARS 5,5+ 0,8° 2,5+ 0,6" 6,6 £ 1,3¢ 5,8 + 0,6°
(x 102 nmol/mg) (n=16) n=16) (n=15) m=17)
GSH reduzida 43,9 £ 16,0° 51,1 £ 20,3° 28,9 £13,8" 28,6 £ 14,8
(x 1072 nmol/mg) (n=16) n=16) (n=15) n=17)
Hidroxoprolina 109,6 + 26,1° 117,5 = 32,0° 201,6 £ 37,3° 177,6 + 20,3°
(mg/g tecido pulmonar) nh=12) n=13) n=14) n=14)
Espessura média do septo alveolar 3,0 £0,3° 3,3 £0,2 16,9 £ 3,2° 52+ 1,12
(um) (n =5) (n=96) (n=+6) (n=6)

VS: veiculo intraperitoneal e salina intratraqueal; QS: solucdo de quercetina intraperitoneal e salina intratraqueal; VB: veiculo
intraperitoneal e bleomicina intratraqueal; QB: quercetina intraperitoneal e bleomicina intratraqueal; TBARS: thiobarbituric acid
reactive substances (substancias reativas ao acido tiobarbiturico); e GSH: glutationa. **“Letras iguais indicam semelhanca entre os
grupos, enquanto letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05) por meio da andlise de variancia e

do pos-teste de Tukey.

patologista pulmonar que estava cegada para os
grupos de animais. Os estudos morfométricos foram
realizados utilizando-se um sistema de andlise de
imagens Leica DMRB (Leica, Wetzlar, Alemanha)
acoplado a um microcomputador 1BM Pentium 4.
Utilizou-se o software Leica Qwin para o processa-
mento das imagens. A espessura do septo alveolar
foi medida em dez campos dticos de 400x, conforme
ja descrito."® Trinta medidas foram realizadas para
cada campo, e, portanto, havia 300 medidas para
cada pulmdo. Para cada animal, o valor final da
espessura do septo alveolar foi calculado como a
média dos valores das 300 medidas.

Todos os resultados sdo apresentados como
média = desvio padrdo. As comparagdes das taxas
de sobrevida dos grupos foram realizadas apli-
cando-se o teste t para proporcdes em todas as
combinagdes.'® As comparacdes dos resultados
bioquimicos e morfoldgicos foram realizadas por
meio da andlise de variancia ome-way seguida do
pos-teste de Tukey, quando indicado. O nivel de
significincia estatistica adotado foi de p < 0,05.19
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se
0 programa estatistico Sigma Stat para Windows,
versdo 2 (Jandel, San Rafael, CA, EUA).

Resultados

Para se conseguir quatro grupos experimentais
com pelo menos 15 animais cada, foi necessario
incluir 79 hamsters no estudo. Um numero subs-
tancial de mortes prematuras ocorreu nos grupos
que receberam bleomicina. Essas mortes ocorreram
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em momentos distribuidos ao longo do estudo,
sem nenhum agrupamento. A propor¢do de mortes
inesperadas no grupo VB (12/27, 449%) foi significa-
tivamente superior a observada nos demais grupos
(VS: 0%; QS: 0%; QB: 3/20, 15%). Os resultados
mostrados limitam-se aos animais que sobreviveram
até a data marcada para a eutandsia. Ndo houve
diferencas entre os grupos de animais quanto ao
peso corporal médiono momento inicial (Tabela 1).
Os grupos VS e QS mostraram uma variagdo percen-
tual entre peso corporal total inicial e final [100 x
(peso final - peso inicial)/(peso inicial)] significati-
vamente maior que a mostrada pelos grupos VB e
QB (Tabela 1).

Embora os niveis pulmonares de TBARS tenham
sido significativamente maiores no grupo VB que
em todos os outros grupos (Tabela 2), eles também
foram significativamente maiores no grupo VB que
no grupo QS e significativamente menores no grupo
QS que no grupo VS.

Os grupos VB e QB mostraram niveis pulmo-
nares de GHS reduzida significativamente menores
que os mostrados pelos grupos VS e QS (Tabela 2).
Entretanto, os niveis de GHS reduzida exibidos pelos
grupos VS e QS mostraram-se comparaveis entre si,
assim como os exibidos pelos grupos VB e QB.

As medidas bioquimicas do tecido pulmonar e as
espessuras médias do septo alveolar sdo mostradas
na Tabela 2. Em razdo da pequena quantidade de
tecido disponivel para as analises bioquimicas em
alguns animais, nio foi possivel medir os niveis
pulmonares de hidroxiprolina para todos os hams-



Efeitos da quercetina na lesdo pulmonar induzida por bleomicina: um estudo preliminar

ters. Contudo, os grupos VB e QB mostraram niveis
de hidroxiprolina do tecido pulmonar significativa-
mente maijores que os mostrados pelos grupos VS e
QS. Embora o nivel médio de hidroxiprolina exibido
pelo grupo QB tenha sido menor que o exibido pelo
grupo VB, essa diferenca ndo alcancou significancia
estatistica.

Os estudos histoldgicos foram realizados nos
pulmdes esquerdos representativos, cinco obtidos
de animais do grupo VS e dezoito obtidos de
animais dos grupos QS, VB e QB (seis por grupo). Os
pulmdes do grupo VS tinham uma aparéncia normal,
assim como os do grupo QS (Figura 2). Entretanto,
os pulmdes dos animais que receberam somente
bleomicina (grupo VB) apresentaram alteracoes
histoldgicas significativas, predominantemente com
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distribuicdo peribronquica. Foram vistas grandes
areas de infiltrados celulares mistos, constituidos
predominantemente por neutrdfilos, acompanhadas
de evidéncia de proliferacdo de pneumocitos tipo 11 e
algumas membranas hialinas. Também se observou
deposicdo de matriz extracelular, acompanhada de
proliferacdo de células com caracteristicas fibroblas-
ticas. Os animais do grupo QB, os quais receberam
quercetina antes da administracdo de bleomicina,
apresentaram significativamente menos infiltrados
inflamatdrios induzidos pela bleomicina e menor
acimulo de matriz extracelular do que os do grupo
VB, os quais receberam somente veiculo antes da
administracdo de bleomicina. A espessura média do
septo alveolar do grupo VB foi significativamente
maior que a de todos os outros grupos (Tabela 2).

Figura 2 - Cortes histologicos de pulméo representativos 15 dias apos as injecoes intratraqueais de salina ou bleomicina:
a) pulmio veiculo/salina e b) pulmio quercetina/salina apresentando parénquima pulmonar com caracteristicas
normais; ¢) pulmao veiculo/bleomicina apresentando intenso infiltrado inflamatario, principalmente neutrofilos, com
septos alveolares espessos; e d) pulmio quercetina/bleomicina apresentando distor¢do do parénquima acompanhada
de intenso infiltrado inflamatério (H&E; 100x).
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Discussio

Os resultados do presente estudo mostram que
a quercetina atenua a lesdo pulmonar induzida pela
administracdo intratraqueal de bleomicina. Esse
efeito foi caracterizado por uma reducdo do estresse
oxidativo e da infiltracdo celular das paredes do
septo alveolar.

A lesdo pulmonar induzida por bleomicina
tem sido bastante usada como um modelo experi-
mental para investigar o desenvolvimento da fibrose
pulmonar. A bleomicina afeta o acido desoxirribo-
nucléico, produzindo quebras das fitas duplas em
um processo dependente de ions (oxigénio e metal).
Uma vez instalada, a pneumonia intersticial resul-
tante assemelha-se mais a pneumonia intersticial
néo especifica fibrotica que a fibrose pulmonar idio-
pética ou a lesdo pulmonar aguda humanas.?°->?

Os animais foram sacrificados 15 dias apds as inje-
cdes intratraqueais para que a avaliacdo do processo
fosse feita em um estdgio no qual os fenémenos
inflamatdrios e proliferativos estivessem ambos
presentes nos animais que receberam bleomicina.
Entretanto, o numero expressivamente superior de
infiltrados celulares e de membranas hialinas indica
que a abordagem adotada neste estudo apresenta o
quadro tipico de uma fase aguda da lesdo pulmonar.
0 uso isolado da bleomicina (grupo VB) associou-se
a uma perda significativa do peso corporal total e a
uma significativa taxa de mortalidade (inesperada) em
comparacido aos controles (grupo VS). O uso isolado
da bleomicina (grupo VB) levou a niveis pulmonares
médios de TBARS significativamente maiores, assim
como a niveis médios de GSH reduzida significa-
tivamente menores, em comparagdo aos controles
(grupo VS). A espessura média do septo alveolar do
grupo VB também foi significativamente maior que
a do grupo VS. Esses dados confirmam os de resul-
tados anteriormente publicados que indicam que
o processo inflamatdrio induzido pela bleomicina
envolve aumentos da proliferacdo lipidica pulmonar
e deplecdo simultinea de antioxidantes em altas
taxas.?'?? De fato, varias anormalidades bioqui-
micas que refletem aumentos do estresse oxidativo
também foram descritas em ambientes clinicos.?*?¥
0 grupo VB exibiu niveis médios de hidroxiprolina
do tecido pulmonar significativamente maiores que
os exibidos pelo grupo VS (controles). O ultimo
também ¢ um achado inesperado, uma vez que
estudos anteriores com hamsters mostraram que os
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aumentos dos niveis pulmonares de hidroxiprolina
podem ocorrer 11 dias apds a administragdo intra-
traqueal de bleomicina.?"

Entre outros efeitos farmacologicos, a quer-
cetina previne a peroxidacdo lipidica e elimina os
radicais superdxido.!">>?% Esses efeitos sio devidos
a presenca de varios anéis aromaticos contendo
radicais hidroxila. Com base nessas propriedades
bioquimicas, ndo ¢ de se estranhar que, no presente
estudo, o uso simultaneo da quercetina tenha levado
a uma significativa atenuacdo dos aumentos dos
niveis de TBARS induzidos pela bleomicina. Efeitos
semelhantes da quercetina nos niveis teciduais de
TBARS foram descritos em outros modelos animais
de lesdo em orgdos.®”' No presente estudo, o
grupo QS também exibiu niveis de TBARS signifi-
cativamente menores que os exibidos pelo grupo
VS, reforcando fortemente o papel da quercetina
como um inibidor da peroxidacio lipidica mesmo
em condicdes fisioldgicas.

O fato de que os grupos VB e QB mostraram
niveis pulmonares de GSH reduzida significativa-
mente menores que os mostrados pelos grupos VS e
QS pode ser explicado pelo consumo de GSH redu-
zida durante a ativagcdo de mecanismos antioxidantes
em resposta a lesdo da bleomicina, conforme rela-
tado anteriormente.?" Visto que os grupos VB e QB
mostraram valores médios de GSH reduzida compa-
raveis, podemos propor que os efeitos benéficos
da quercetina no presente modelo de inflamacdo
pulmonar nio envolveram o sistema antioxidante
mediado pela GSH. Estudos in vitro sobre a pero-
xidacdo lipidica enzimdtica e ndo-enzimatica de
membranas hepaticas murinas reforcam essa hipo-
tese.?? As concentracoes de quercetina necessarias
para o desenvolvimento de efeitos antiperoxidativos
mostraram-se consideravelmente menores que as
necessarias para afetar a funcio das enzimas rela-
cionadas ao metabolismo da GHS reduzida.?**?”

A espessura média do septo alveolar do grupo
QB foi significativamente menor que a do grupo VB,
embora a andlise morfométrica utilizada em nosso
estudo ndo tenha produzido uma definicdo clara
dos componentes histologicos responsaveis por essa
diferenca. Todavia, o exame subjetivo do material
corado feito por uma patologista especialmente
treinada sugeriu que o efeito foi mais evidente nos
infiltrados inflamatdrios que no acimulo de matriz
extracelular. Isso indica que a quercetina tem um
efeito antiinflamatério significativo nos processos
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de reacdo gerados pela bleomicina. Resultados
comparaveis foram obtidos em um modelo murino
de infeccdo pulmonar por influenza, no qual o uso
da quercetina levou a redugdes significativas do
dano epitelial e do influxo de leucocitos.®

A perda de peso induzida pela bleomicina néo foi
influenciada pela injecdo de quercetina. Na verdade,
a taxa de ganho de peso do grupo QS foi significa-
tivamente menor que a do grupo VS. Acreditamos
que esse ultimo achado possa ser explicado pelos
potenciais efeitos anticolinérgicos da quercetina no
trato digestivo, o que prejudicaria a motilidade do
trato digestivo e as secrecdes glandulares.?® E o
mais importante, a taxa de mortalidade do grupo
QB (15%) foi inesperadamente alta, apesar de signi-
ficativamente menor do que a do grupo VB (44%).
Podemos especular que esse resultado deve-se as
melhoras da fisiologia respiratoria e das trocas de
gases sangliineos associadas a um pulmdo menos
inflamado. Além disso, conforme descrito em outras
situacdes, o uso da quercetina também pode ter
diminuido a quantidade de mediadores pro-oxi-
dativos e inflamatorios circulantes liberados pelos
pulmdes, ou atenuado seus efeitos sistémicos.”
Independentemente dos mecanismos responsaveis,
a reducdo do numero de mortes associadas ao uso
da quercetina ¢ um achado que serve de subsidio
para o desenvolvimento futuro de estudos clinicos
utilizando agentes flavonoides em pacientes com
disturbios pulmonares inflamatdérios ou fibroticos.

Os niveis de hidroxiprolina do tecido pulmonar
observados no grupo VB nio diferiram significati-
vamente dos observados no grupo QB, embora o
valor médio para este tenha sido um pouco menor
que o obtido para aquele. Inicialmente, podemos
propor que, embora a quercetina tenha diminuido
a resposta inflamatoria, ela ndo afetou muito o
processo fibrético em si. Uma hipotese recente faz
uma distincdo entre as respostas fibroticas e os
processos inflamatorios em pacientes com fibrose
pulmonar idiopética/pneumonia intersticial usual.
@9 Entretanto, estudos experimentais anteriores
mostraram que o grau da reacdo fibrdtica cronica
a bleomicina relaciona-se a intensidade da resposta
inflamatdria aguda.®” Além disso, os efeitos anti-
proliferativos da quercetina na funcéo fibroblastica,
assim como seus efeitos fibrdticos, sdo conhecidos.
(01 Qs achados do presente estudo devem ser
interpretados com cautela, uma vez que o tamanho
da amostra pode ter sido pequeno demais para
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mostrar uma diferenca relevante entre os hamsters
tratados com bleomicina que receberam veiculo e
0s que receberam quercetina quanto aos niveis de
hidroxiprolina.

Em conclusido, nossos resultados preliminares
indicam que a quercetina, embora nio tenha influ-
éncia na deposicdo de colageno, atenua o estresse
oxidativo pulmonar e a resposta inflamatoria resul-
tante da administracio intratraqueal de bleomicina.
Vale ressaltar que esses resultados foram conse-
guidos em um modelo de lesdo pulmonar aguda,
e ndo em um modelo de processos fibréticos proli-
ferativos. Estudos adicionais sdo necessarios para
melhor caracterizar os mecanismos envolvidos nessa
resposta.

Referéncias

1. Formica JV, Regelson W. Review of the biology of
Quercetin and related bioflavonoids. Food Chem Toxicol.
1995;33(12):1061-80.

2. Ross JA, Kasum CM. Dietary flavonoids: bioavailability,
metabolic  effects, and safety. Annu Rev Nutr
2002;22:19-34.

3. Cai Q, Rahn RO, Zhang R. Dietary flavonoids, quercetin,
luteolin and genistein, reduce oxidative DNA damage and
lipid peroxidation and quench free radicals. Cancer Lett.
1997;119(1):99-107.

4. Johnson MK, Loo G. Effects of epigallocatechin gallate and
quercetin on oxidative damage to cellular DNA. Mutat Res.
2000;459(3):211-8.

5. Davies SP, Reddy H, Caivano M, Cohen P. Specificity and
mechanism of action of some commonly used protein kinase
inhibitors. Biochem J. 2000;351(Pt 1):95-105.

6. Morikawa K, Nonaka M, Narahara M, Torii 1, Kawaguchi
K, Yoshikawa T, et al. Inhibitory effect of quercetin on
carrageenan-induced inflammation in rats. Life Sci.
2003;74(6):709-21.

7. Pavanato A, Tuiidn MJ, Sanchez-Campos S, Marroni CA,
Llesuy S, Gonzdlez-Gallego J, et al. Effects of quercetin
on liver damage in rats with carbon tetrachloride-induced
cirrhosis. Dig Dis Sci. 2003;48(4):824-9.

8. Kumar P, Sharma S, Khanna M, Raj HG. Effect of Quercetin
on lipid peroxidation and changes in lung morphology in
experimental influenza virus infection. Int J Exp Pathol.
2003;84(3):127-33.

9. Savov VM, Galabov AS, Tantcheva LP, Mileva MM, Pavlova
EL, Stoeva ES, et al. Effects of rutin and quercetin on
monooxygenase activities in experimental influenza virus
infection. Exp Toxicol Pathol. 2006;58(1):59-64.

10 .Phan TT, Lim 1J, Sun L, Chan SY, Bay BH, Tan EK, et al.
Quercetin inhibits fibronectin production by keloid-derived
fibroblasts. Implication for the treatment of excessive scars.
J Dermatol Sci. 2003;33(3):192-4.

11 .Phan TT, Sun L, Bay BH, Chan SY, Lee ST. Dietary
compounds inhibit proliferation and contraction of
keloid and hypertrophic scar-derived fibroblasts in vitro:
therapeutic implication for excessive scarring. J Trauma.
2003;54(6):1212-24.

J Bras Pneumol. 2008;34(7):445-452



452

20.

21

22.

Martinez JAB, Ramos SG, Meirelles MS, Verceze AV, Arantes MR, Vannucchi H

. Kang LP, Qi LH, Zhang JP, Shi N, Zhang M, Wu TM, et al.

Effect of genistein and quercetin on proliferation, collagen
synthesis, and type 1 procollagen mRNA levels of rat hepatic
stellate cells. Acta Pharmacol Sin. 2001;22(9):793-6.

. Institute of Laboratory Animal Resources (U.S.). Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals. Washington, D.C.:
National Academy Press, 1996. 140 p.

. Singh D, Chander V, Chopra K. The effect of quercetin, a

bioflavonoid on ischemia/reperfusion induced renal injury in
rats. Arch Med Res. 2004;35(6):484-94.

. Buege JA, Aust SD. Microsomal lipid peroxidation. Methods

Enzymol. 1978;52:302-10.

. Sedlak J, Lindsay RH. Estimation of total, protein-bound,

and nonprotein sulfhydryl groups in tissue with Ellman’s
reagent. Anal Biochem. 1968;25(1):192-205.

. Rojkind M, Gonzalez E. An improved method for determining

specificradioactivities of proline-14Cand hydroxyproline-14C
in collagen and in noncollagenous proteins. Anal Biochem.
1974;57(1):1-7.

. de Rezende MC, Martinez JA, Capelozzi VL, Simdes MJ,

Beppu OS. Protective effect of aminoguanidine in a murine
model of pulmonary fibrosis induced by bleomycin. Fundam
Clin Pharmacol. 2000;14(6):561-7.

. Zar JH. Biostatistical analysis. Upper Saddle River, N.J.:

Prentice Hall; 1999.
Hay J, Shahzeidi S, Laurent G. Mechanisms of bleomycin-
induced lung damage. Arch Toxicol. 1991;65(2):81-94.

. Giri SN, Chen ZL, Younker WR, Schiedt MJ. Effects of

intratracheal administration of bleomycin on GSH-shuttle
enzymes, catalase, lipid peroxidation, and collagen
content in the lungs of hamsters. Toxicol Appl Pharmacol.
1983;71(1):132-41.

Yao HW, Zhu JP, Zhao MH, Lu Y. Losartan attenuates
bleomycin-induced pulmonary fibrosis in rats. Respiration.
2006;73(2):236-42.

J Bras Pneumol. 2008;34(7):445-452

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Cantin AM, North SL, Fells GA, Hubbard RC, Crystal
RG. Oxidant-mediated epithelial cell injury in idiopathic
pulmonary fibrosis. J Clin Invest. 1987;79(6):1665-73.
Cantin AM, Hubbard RC, Crystal RG. Glutathione deficiency
in the epithelial lining fluid of the lower respiratory tract
in idiopathic pulmonary fibrosis. Am Rev Respir Dis.
1989;139(2):370-2.

Afanas’ev 1B, Dorozhko Al, Brodskii AV, Kostyuk VA,
Potapovitch Al. Chelating and free radical scavenging
mechanisms of inhibitory action of rutin and quercetin in lipid
peroxidation. Biochem Pharmacol. 1989;38(11):1763-9.
O’Brien NM, Woods JA, Aherne SA, 0O’Callaghan YC.
Cytotoxicity, genotoxicity and oxidative reactions in cell-
culture models: modulatory effects of phytochemicals.
Biochem Soc Trans. 2000;28(2):22-6.

Galvez J, de la Cruz JP, Zarzuelo A, Sanchez de la Cuesta
F. Flavonoid inhibition of enzymic and nonenzymic
lipid peroxidation in rat liver differs from its influence
on the glutathione-related enzymes. Pharmacology.
1995;51(2):127-33.

Morales MA, Tortoriello J, Meckes M, Paz D, Lozoya X.
Calcium-antagonist effect of quercetin and its relation with
the spasmolytic properties of Psidium guajava L. Arch Med
Res. 1994;25(1):17-21.

Selman M, King TE, Pardo A; American Thoracic Society;
European Respiratory Society; American College of Chest
Physicians. 1diopathic pulmonary fibrosis: prevailing and
evolving hypotheses about its pathogenesis and implications
for therapy. Ann Intern Med. 2001;134(2):136-51.

Shen AS, Haslett C, Feldsien DC, Henson PM, Cherniack RM.
The intensity of chronic lung inflammation and fibrosis after
bleomycin is directly related to the severity of acute injury.
Am Rev Respir Dis. 1988;137(3):564-71.



