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Efeitos da quercetina na cicatrizagdo de ferida cirirgica
contaminada em ratos Wistar
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Resumo

Introducio: A maioria das complicacdes na
cicatrizacdo € devida a inflamacdo. Comprovou-se que
flavonéides interagem com ampla variedade de sistemas
enziméticos e bioquimicos, exercendo atividade
antioxidante, antiinflamatdria e antibacteriana. Nao ha
relatos sobre cicatrizacdo cutdnea em ratos com
administracdo intraperitonial do flavonéide quercetina
associado a incisdo cirdrgica contaminada.

Objetivo: Avaliar os efeitos da administracdo
intraperitonial de quercetina no processo cicatricial da
pele em ratos Wistar associados a incis@o cirurgica
contaminada com indculo bacteriano padrao.

Métodos: Utilizou-se 30 ratos: Grupo 1 (controle):
procedimento cirdrgico contaminado, sem quercetina.
Grupo 2: quercetina 24 horas antes do procedimento
cirdrgico contaminado. Grupo 3: quercetina 24 horas
antes e 24 e 48 horas apdés o procedimento cirdrgico
contaminado. Grupo 4: quercetina 24 horas antes e 24,
48 e 72 horas ap6s o procedimento cirtirgico contaminado.
Grupo 5 (sham): procedimento cirdirgico sem
contaminacdo e sem quercetina. Macroscopicamente,
analisou-se deiscéncia de sutura, necrose de borda e
piodermite, mensurando-se a drea do abscesso.
Microscopicamente analisou-se: reepitelizacao,
intensidade do infiltrado inflamatério e avaliagdo da
distancia entre as fibras musculares subcutineas.
Resultados: Os grupos com quercetina apresentaram
menor drea de abscesso (p<0,05) em relacio ao controle.
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Deiscéncia e necrose ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre os grupos. Os grupos com
quercetina apresentaram melhor reepitelizacéo,
celularidade compativel com fase mais avancada do
processo cicatricial e menor quantidade de abscesso
formado.

Conclusdes: A administracdo de quercetina
intraperitonealmente mostrou-se eficaz sobre o processo
cicatricial cutaneo em ratos Wistar associado a incisdo
cirdrgica contaminada com indculo bacteriano padrao.

Descritores: 1. Quercetina;
2. Cicatrizagdo;
3. Infeccdo;
4. Ratos Wistar.

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 incision.

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.
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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 incision
contaminated with a standard bacterial inoculum.

Keywords: 1. Quercetin;
2. Wound healing;
3. Infection,
4. Wistar rats.

Introducao

Ha apenas um século, a ocorréncia da cicatrizagio
complicada e incompleta apés um ferimento era mais
uma regra que a excecao. A evolugdo dos cuidados com
feridas nos séculos 18 e 19 e a antissepsia mudaram a
cirurgia tdo dramaticamente quanto a descoberta da
anestesia. Ainda assim, mé cicatrizagdo, infeccdo e
cicatrizagdo excessiva continuam sendo causas
importantes de mortalidade e morbidade 2. O processo
de cicatrizagdo divide-se em trés fases distintas:
inflamacdo, proliferacdo e remodelamento ©’.Na maioria
dos casos, a complicag¢do no processo cicatricial € devida
a inflamacgdo. Essa resulta na formagdo continua de
metabdlitos reativos. Um desequilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio e os mecanismos antioxidante de
defesa da célula, leva a uma excessiva producdo de
metabdlitos de oxigénio, gerando uma condicdo de
estresse oxidativo que resulta em peroxidacao de lipideos,
quebra de DNA e inativa¢do enzimética “>. Varios
possiveis antioxidantes sdo efetivos in vitro, mas ndo in
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vivo, em virtude de sua meia-vida reduzida ©7. A
quercetina pertence a um grupo de substancias conhecidas
como flavondides, que se constituem de polifendis
presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos
secunddrios de vegetais, principalmente em se tratando
de angiospermas ®. A quercetina impede o dano oxidativo
e morte celular eliminando radicais de oxigénio,
protegendo contra a peroxidacao lipidica e interrompendo
a reagdo em cadeia de formagdo de radicais livres,
quelando fons metdlicos para formar complexos inertes
que ndo participario da conversao de radicais superéxido
e per6xido de hidrogénio em radicais hidroxila ®. Além
disto, 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 “*V, Nos dltimos anos, tem se comprovado que
estes compostos interagem com ampla variedade de
sistemas biol6gicos em mamiferos, apresentando
atividade antioxidante, antiinflamatdria, antibacteriana,
antiviral, antimit6tica e com efeitos anticarcinogenénicos
e antiproliferativos (2131419 A revisdo realizada ndo
apresentou nenhum trabalho que busque avaliar os efeitos
da quercetina, por via intraperitoneal, sobre o processo
cicatricial cutdneo apds incisdo cirirgica contaminada
com indculo bacteriano padrao.

Métodos

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica
no Uso dos Animais (CEUA) da UFSC, cadastrado sob
os nimeros 346/CEUA e 23080.011227/2005-56/UFSC.

Foram utilizados 30 ratos da espécie Rattus
novergicus da linhagem Wistar, machos, com idade de
60 dias e peso médio de 275 gramas, distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais, com seis
animais por grupo (n=6), submetidos aos seguintes
tratamentos:

Grupo 1 (controle): submetidos ao procedimento
cirdrgico contaminado com in6culo padrdo, sem
administragdo de quercetina.

Grupo 2: submetidos a uma injecao intraperitonial de
quercetina na dose de 50 mg/Kg, 24 horas antes do
procedimento cirdrgico contaminado com indculo padrao.

Grupo 3: submetidos a trés injecdes intraperitoniais
de quercetina na dose de 50 mg/Kg cada uma. Uma 24
horas antes e duas injecdes 24 e 48 horas apds o
procedimento cirdrgico contaminado com o indculo
padrio.

Grupo 4: submetidos a quatro inje¢des intraperitoniais
de quercetina, na dose de 50 mg/Kg cada uma. Uma 24
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horas antes e trés injecdes 24, 48 e 72 horas apds o
procedimento cirtrgico contaminado com o inéculo
padrdo.

Grupo 5 (grupo sham): os animais foram submetidos
ao procedimento cirdrgico sem contaminacdo e sem
administrag¢do de quercetina.

O ind6culo foi obtido do Laboratério Médico Santa
Luzia (Floriandpolis/SC), a partir de coldnias de
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. Os
inéculos foram dispostos em frascos individualizados com
um mililitro de suspensdo com 10° bactérias/mL cada.

Foi utilizado dihidrato de quercetina
(C,H,,0,.2H,0), diluida em dimetilsulféxido P.A. e
solucdo fisioldgica em quantidade suficiente para perfazer
o volume total para injecdo intraperitonial de 0,5 mL
correspondendo a S0mg/Kg.

A anestesia geral foi praticada mediante o uso de
cloridrato de ketamina (Ketalar®), e cloridrato de Tiazina
(Rompun®), nas doses de 100mg/kg e 10mg/kg,
respectivamente ¥,

Os animais foram submetidos a uma incisao mediana
dorsal de 3 cm de comprimento, seccionando a pele e
tecido celular subcutaneo, contaminada com 1 mL de
cada indculo: inicialmente S. aureus e em seguida S.
pyogenes "'® (Figura 1).

Figura 1 — Fotografia mostrando incisao de 3 cm no
dorso do animal com as bordas suspensas formando
cavidade onde o inéculo foi depositado.

Decorridos 15 minutos da contaminagao do ferimento,
foi realizada sintese cirtrgica, utilizando-se fio
MononylonO 4-0 com cinco pontos simples separados,
em plano tnico.

Nos sete dias subseqiientes ao procedimento cirdrgico,
foi realizado acompanhamento didrio, buscando analisar
a presenca e a magnitude dos seguintes pardmetros:

a) Deiscéncia na sutura da ferida operatoria;

b) Necrose das bordas da ferida operatdria;

¢) Alteracdo visivel na superficie da pele compativel
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com piodermite.

A magnitude de cada um destes parametros recebeu
uma graduacdo variando de 0 a 3, de acordo com a
porcentagem (0, 30, 60 e 90%, respectivamente) de
comprometimento da ferida operatéria e adjacéncias.Ao
final do sétimo dia os animais foram submetidos a
eutandsia (por inalacdo de dose letal de éter), sendo
excisada amostra de 2°4 cm da pele e tecido celular
subcutaneo abrangendo a regido onde foi realizada a
incisao.

As amostras de pele foram dispostas com suas faces
internas. Em cada amostra de pele, a mensuracio da drea
do abscesso, quando presente, foi efetuada multiplicando-
se a maior largura pelo maior comprimento do abscesso
visualizado (Figuras 2A e 2B).

Figura 2 — Fotografias do tecido subcutaneo 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 alteracao
na coloracio ou abaulamento.

Da amostra de pele de cada animal, foram obtidos
fragmentos, por secc¢do transversal a incisdo cirtrgica,
que foram enviados ao laboratério de histologia para
obtencdo de cortes histolégicos pela técnica de rotina,
corados por hematoxilina-eosina.

Os parametros utilizados para a avaliacao
microscOpica foram os seguintes:

a) Presenca ou nio de reepitelizagao.

b) Presenca ou auséncia de infiltrado inflamatério e
o tipo de celularidade.

¢) Distancia entre as fibras musculares do tecido
subcutaneo.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise
estatistica com o programa SAS SystemO, versio 8.0.
As diferencas entre as médias foram comparadas através
do método do t de Student com nivel de significancia
estabelecido em p£0,05.
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Resultados
As médias da drea do abscesso observado a anélise
macroscépica (Figura 2), sdo apresentadas na Figura 3.

Figura 3 — Médias da area do abscesso em cm?, a
analise macroscépica.

Dahscesso

Area do abscess ofcm)

Gl G2 G3 G4 G35
Grupos experimentais

Os valores médios da magnitude dos parametros de
deiscéncia de sutura (Figura4A), piodermite (Figura 4B)
e necrose de borda da ferida (Figura 4C) sdo mostrados
na Figura 5.

Figura 4 — Fotografias do dorso dos animais apos 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.

Figura 5 — Médias da magnitude da deiscéncia,
piodermite e necrose de borda a analise macroscépica.
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Grupos expenimentais

As laminas mais representativas de cada grupo foram
de forma a complementar as diferencas observadas
macroscopicamente entre 0s grupos experimentais
(Figuras 6 e 7).

Figura 6 — Fotomicrografias de cortes histologicos
sobre a regiao da incisao (40 'HE).

(A) reepitelizaciao (R) completa e auséncia de infiltrado
inflamatorio na derme subjacente, onde se visualiza a
regido onde a incisao (I) foi realizada. (F): foliculo
piloso. Grupo 4. (B) infiltrado intradérmico (I)
compondo abscesso. (D): derme. (E):escara. Grupo 1.

Figura 7 — Fotomicrografias de cortes histologicos
sobre a regiao da incisao (100 'HE).

(A) infiltrado na derme com presenca de celularidade
contendo linfécitos (L) e fibroblastos (F) com

M g
d : A’f{.
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Discussao

Adotou-se neste experimento o modelo in vivo, pois
assim a substancia tem de interagir com os diversos
sistemas organicos do animal, em condi¢des semelhantes
as que seriam apresentadas em um contexto de uso clinico
em seres humanos. A administra¢do intraperitoneal de
quercetina visou padronizar a biodisponibilidade, pois
sua absorcao enteral ocorre em quantidades varidveis de
20a50% V. Além disto, este flavondide sofre degradagao
oxidativa nas células intestinais e metabolismo de
primeira passagem hepética '». Provavelmente a causa
mais comum de atraso no processo cicatricial é a infec¢ao
da ferida. A presenca de bactérias prolonga a fase
inflamatdria e interferem com a epitelizacdo, contragao
e deposicdo de coldgeno. As endotoxinas por si sO
estimulam a fagocitose e a liberacdo de colagenase que
contribuem para a degradacio do coldgeno e a destrui¢ao
do tecido vizinho previamente saudavel ' Investigagoes
bioquimicas do mecanismo de a¢do dos flavondides t€ém
mostrado que eles inibem uma grande variedade de
sistemas enzimadticos. Entre eles, diversas oxigenases,
como a prostaglandina-sintetase, enzima chave na
biossintese de eicosandides, que tem papel fundamental,
na inflamacao, sensacao dolorosa e reparo tissular. Atuam
também inibindo a enzima hialuronidase, de forma a
preservar os proteoglicanos do tecido conjuntivo
prevenindo a disseminagdo bacteriana ou de metdstases
tumorais . As rea¢oes de oxidagdo, onde os flavondides
sdo preferencialmente oxidados, preservam antioxidantes
naturais do organismo como o acido ascérbico %20, A
estes fatores somam-se suas propriedades antioxidantes
incluindo eliminagdo de radicais livres e prevencdo de
peroxidacdo lipidica ??. Morikawa et al. ®» estudaram
os efeitos da quercetina em modelo de inflamacdo
utilizando carragenina @%, através injecdo de ar no
subcutaneo do dorso de ratos Wistar, formando bolsa
onde foi injetada a quercetina, e posteriormente a
carragenina. A andlise histologica da espessura da
parede da bolsa evidenciou diminuicdo significativa nos
animais tratados com quercetina. Rotelli et al. *
estudando o efeito de alguns flavondides, incluindo a
quercetina, em modelos experimentais de inflamacdo em
ratos, demonstrou haver inibicdo significativa da
formacdo de granuloma em chumaco de algodao
introduzido na pele e do edema articular induzido pela
carragenina com a injec@o intraperitoneal prévia de
quercetina em doses de 50mg/Kg e 75mg/Kg,
respectivamente. Houve formacao de abscesso em todos
os animais dos grupos 1, 2, 3 e 4, sendo a diferenga na
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drea dos abscessos estatisticamente significativa
(p<0,05), de maneira dose-dependente. Para este
parametro de deiscéncia de sutura ndo houve diferenga
estatisticamente significativa (p>0,05) entre os diferentes
tratamentos. Piodermite apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05), com maior média
de intensidade nos animais do grupos 2 em relacdo aos
outros grupos. Necrose da borda diferiu de forma
estatisticamente significativa (p>0,05) entre os grupos.
Nitz et al. *® estudando o efeito de extratos aquosos de
Coronopus didymus e Calendula officinalis (que
apresentam flavondides em sua composicdo) sobre o
processo cicatricial de feridas cutaneas em ratos Wistar,
concluiu haver a microscopia aumento significativo do
nimero de fibroblastos e fibras coldgenas nos grupos
tratados com o extrato destas plantas. Silva ¢ estudou
a cicatrizacdo de feridas contaminadas com indculo
padrdo em ratos Wistar, avaliando o efeito da aplicacdo
tépica de anti-sépticos (solucdo salina, clorexidina e
polivinil pirrolidona iodo) e também ndo encontrou
diferenca marcante nos parametros de deiscéncia, necrose
e piodermite entre os diferentes grupos experimentais.
No entanto a microscopia, a intensidade do infiltrado
inflamatdrio sofreu influéncia significativa, com uma
tendéncia a resultados melhores com a clorexidina,
denotando que os pardmetros externos parecem nao 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 aplicagdo tépica de anti-sépticos observou que
a celularidade predominante no grupo experimental sem
tratamento era de um infiltrado neutrofilico discreto,
associado a infiltrado macrofdgico e linfociticos
moderados. No presente experimento, a microscopia,
observou-se melhor reepitelizacdo nos grupos tratados
com quercetina em relag@o ao controle. As laminas dos
grupos tratados com quercetina demonstravam coaptacao
das margens da incisdo havendo também menor separacao
entre as fibras musculares subcutaneas. No que tange a
celularidade, esta se apresentava com melhor estrutura,
com presenca de fibroblastos e deposicao de coldgeno,
linfécitos entremeados e reconstituicdo parcial da derme,
num estdgio do processo cicatricial mais avangado
comparativamente ao grupo controle, onde havia
infiltrado neutrofilico intenso e monétono, compondo
quase a totalidade do campo, sem identificacdo das
estruturas da derme subjacente por intensa destruicdo
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tecidual. De forma que havia atraso do processo
cicatricial com perpetuacdo da fase inflamatdria, em
relacdo aos grupos tratados com quercetina. Assim, a
administragdo de quercetina por via intraperitoneal
mostrou-se eficaz na melhoria do processo cicatricial
cutineo em ratos Wistar, apds incisdo cirdrgica
contaminada com indculo bacteriano padrao.
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