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O trabalho apresenta-se organizado da seguinte forma: a introdução aborda os aspectos mais 

importantes referentes à Síndrome Hepatopulmonar, clínica e experimentalmente, e revisão 

sobre estresse oxidativo e antioxidantes endógenos e exógenos -quercetina- que foi utilizada 

em nossas investigações como possível tratamento pela sua potente atividade antioxidante. 

Em seguida, apresenta nossos objetivos gerais e específicos referentes ao experimento I e ao 

experimento II separadamente. Em continuação, têm-se materiais e métodos referentes aos 

experimentos I e II, também colocados separadamente. Na seção de resultados, encontram-se 

os artigos científicos publicados (Experimento I e Experimento II), durante o período de 

execução do doutorado, referentes aos temas desta tese. Logo, uma discussão geral busca 

integrar os achados descritos anteriormente nos experimentos. Na sequência, são descritas as 

conclusões, as perspectivas futuras e, como anexo final, as demais publicações obtidas. 
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RESUMOS 

 

 

(ARTIGO I) 

     A Síndrome hepatopulmonar (SHP) decorre de doenças hepáticas quando há extensa 

vasodilatação pulmonar com alteração na difusão de gases, levando à hipoxemia. Os radicais 

livres podem ter um papel significante, contribuindo para a progressão da SHP, e flavonoides 

poderiam proteger contra os efeitos deletérios daqueles. Neste estudo, utilizamos o flavonoide 

quercetina em modelo experimental de cirrose biliar secundária induzida pela ligadura de 

ducto biliar comum em ratos. A quercetina foi administrada na dose de 50 mg / kg durante 

quatorze dias em ratos cirróticos e controles. Foi extraída a medula óssea do osso fêmur para 

análises de micronúcleos. O pulmão, o fígado e o sangue foram coletados para detectar danos 

do DNA, utilizando o teste cometa. Os resultados mostraram que os danos ao DNA e dos 

micronúcleos no pulmão e no fígado foram aumentados em ratos BDL. A quercetina não 

causou dano ao DNA, diminuiu a ocorrência de células micronucleadas na medula óssea, bem 

como reduziu danos nos tecidos estudados nos animais cirróticos tratados. Ela mostrou 

atividade antimutagênica contra hidroperóxidos, quando avaliada sua ação sobre o estresse 

oxidativo em linhagens sensíveis TA102 (Salmonella typhimurium) e IC203 (Escherichia 

coli), sugerindo proteção pela varredura de radicais livres. Nas análises com levedura 

Saccharomyces cerevisie deficientes de superóxido dismutase citosólica e mitocondrial, os 

resultados indicaram que a quercetina protegeu as células por indução de enzimas 

antioxidantes. O presente estudo é o relato de efeitos genotóxicos / antigenotóxicos da 

quercetina em um modelo animal de cirrose. Neste modelo, ela não foi capaz de induzir a 

genotoxicidade e vice-versa, o que aumentou a estabilidade no genoma dos ratos cirróticos, 

sugerindo efeitos benéficos, provavelmente por suas propriedades antioxidantes. 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

RESUMOS 

 

 

(ARTIGO II) 

     A síndrome hepatopulmonar (SHP) é complicação comum da cirrose hepática na qual 

ocorre a superexpressão de receptores endoteliais pulmonares tipo B (ETB), reforçando a ação 

da óxido nítrico endotelial (eNOS) e, consequentemente, aumentando a produção de NO. 

Além disso, também ocorre aumento da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e da heme 

oxigenase-1 (HO-1) que são importantes mediadores no desenvolvimento da vasodilatação. 

Tais mudanças podem ser influenciadas pelo estado redox,  que influencia na ação de fatores 

de transcrição como o NFκB. Neste estudo, nosso objetivo foi avaliar os efeitos antioxidantes 

do flavonoide quercetina sobre o desenvolvimento do SHP em ratos com ligadura do ducto 

biliar comum (CBDL). Os ratos foram divididos em quatro grupos: ratos Sham (ratos 

submetidos à simulação CBDL), ratos Sham submetidos ao tratamento com quercetina, ratos 

submetidos à CBDL e ratos CBDL submetidos ao tratamento com quercetina. A quercetina 

(50 mg / kg) foi administrada durante duas semanas, com início em quatorze dias após a 

cirurgia. No tecido pulmonar de ratos CBDL, observamos aumento na produção de NO, 

superexpressão de iNOS, eNOS, HO-1, e receptores ETB, além de ativação do NFκB. Logo, a 

quercetina inibiu o estresse oxidativo, a ativação NFκB e a expressão de diferentes 

mediadores pulmonares envolvidos na SHP. Ela também melhorou as lesões hepáticas e 

reduziu significativamente a expressão da endotelina-1 e HO-1 no tecido hepático dos animais 

CBDL tratados em relação aos cirróticos não tratados. Nossos achados sugerem que a 

administração da quercetina após o aparecimento da lesão hepática melhora 

significativamente as complicações pulmonares em ratos após a CBDL e contribui para 

limitação da evolução da cirrose, possivelmente devido a suas propriedades antioxidantes. 
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ABSTRACTS 

 

 

(ARTICLE I) 

     The hepatopulmonary syndrome (HPS) occurs when intrapulmonary dilatation causes 

hypoxemia in cirrhosis. The free radicals may play a significant contributory role in the 

progression of HPS, and flavonoid agents could protect against deleterious effects of free 

radicals. The flavonoid quercetin was evaluated in an experimental model of biliary cirrhosis 

induced by bile duct ligation (BDL) in rats. Quercetin was administered at 50 mg/kg for 14 

days to cirrhotic and non-cirrhotic rats. Bone marrow was extracted from animals to analyze 

micronuclei. Lung, liver and blood were extracted to detect DNA damage using the comet 

assay. The results showed that the micronuclei and DNA damages to lung and liver were 

increased in BDL rats. Quercetin caused no damage to the DNA while decreasing the 

occurrence of micronucleated cells in bone marrow as well asDNA damage to lung and liver 

in cirrhotic rats. Quercetin showed antimutagenic activity against hydroperoxides as evaluated 

by the oxidative stress sensitive bacterial strains TA102 Salmonella typhimurium and IC203 

Escherichia coli, suggesting protection by free radical scavenging. In Saccharomyces 

cerevisie yeast strains lacking mitochondrial or cytosolic superoxide dismutase, these results 

indicate that quercetin protects cells by induction of antioxidant enzymes. The present study 

the report of genotoxic/antigenotoxic effects of quercetin in a model of animal cirrhosis. In 

this model, quercetin was not able to induce genotoxicity and, conversely, it increased the 

genomic stability in the cirrhotic rats, suggesting beneficial effects, probably by its 

antioxidant properties. 

 

 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACTS 

 

 

(ARTICLE II) 

     In the hepatopulmonary syndrome (HPS), a common complication of liver cirrhosis, 

pulmonary endothelial endothelin B (ETB) receptor overexpression, enhanced endothelial 

nitric oxide (NO) synthase (eNOS)-derived NO production, and increases in pulmonary 

inducible NO synthase (iNOS) and heme oxygenase (HO-1) are important factors in the 

development of vasodilatation. These changes may be influenced by redox-sensitive signaling 

pathways, including nuclear factor-κB (NFκB). In this study, our aim was to evaluate the 

effects of the flavonoid antioxidant quercetin on the development of HPS in rats with 

common bile duct ligation (CBDL). Rats were divided into the following 4 groups: rats 

subjected to CBDL, Sham (rats subjected to simulated CBDL), quercetin-treated sham, and 

quercetin-treated CBDL. Quercetin (50 mg/kg) was administered for 2 wk starting on d 14 

after surgery. Increased NO production, overexpression of iNOS, eNOS, HO-1, and ETB-

receptor and activation of NF-kB were observed in lung of CBDL rats. Quercetin inhibited 

oxidative stress, NF-kB activation, and the expression of different pulmonary mediators 

involved in HPS. Quercetin also ameliorated liver injury and reduced the expression of 

hepatic endothelin-1 and HO-1 in untreated cirrhotic rats. Our findings suggest that quercetin 

administered after the onset of hepatic injury significantly ameliorates pulmonary 

complications in CBDL rats and that limitation of cirrhotic evolution contributes to this effect.
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INTRODUÇÃO__________________ 

 

 

 

     A associação entre doença hepática crônica e alterações respiratórias foi reconhecida há 

mais de cem anos, entretanto, somente nos últimos quinze anos, a detecção de alterações 

vasculares pulmonares associadas com a presença de cirrose e/ou de hipertensão portal tem 

sido submetida a maiores investigações (Ling et al., 2004). 

 

     As alterações vasculares pulmonares relacionadas com doenças hepáticas crônicas 

compreendem duas síndromes distintas: a Síndrome Hepatopulmonar (SHP), caracterizada 

pela dilatação da microvasculatura pulmonar, e a Hipertensão Portopulmonar, caracterizada 

pela constrição, remodelamento das artérias pulmonares e aumento da sua resistência vascular 

(Ling et al., 2004). 

 

          O termo “Síndrome Hepatopulmonar” foi utilizado pela primeira vez em 1977 por 

Kennedy e Knudson, os quais descreveram a presença de dilatação vascular intrapulmonar 

com anormalidades na oxigenação, que é reconhecida como a principal característica da SHP. 

Esses autores relataram o caso de um paciente com cirrose hepática, que apresentava 

hipoxemia arterial agravada pelo exercício, e utilizaram a nomenclatura “Hepatopulmonar” 

em analogia à Síndrome Hepatorrenal, por acreditarem tratar-se de mecanismo etiopatogênico 

semelhante (Kennedy and Knudson, 1977). 

 

A SHP é conceituada como relação clínica existente entre a disfunção hepática e a 

existência de dilatações vasculares pulmonares e/ou alterações da difusão de gases, e definida 

pela tríade que compreende a presença de doença hepática, aumento do gradiente alvéolo-



 

 

capilar e dilatações vasculares intrapulmonares, na ausência de doença pulmonar ou cardíaca 

coexistente, as quais podem resultar em concentrações arteriais de oxigênio abaixo da 

normalidade, levando a alterações sistêmicas (Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008). 

 

     As manifestações clínicas da cirrose variam desde a ausência de sintomas até a 

insuficiência hepática e são determinadas tanto pela natureza, quanto pela gravidade da 

hepatopatia subjacente e magnitude da fibrose estabelecida (Forestier et al., 1997). 

 

     A cirrose biliar secundária, provocada pela obstrução do ducto biliar comum, é um modelo 

da icterícia obstrutiva extra-hepática humana, caracterizada pela colestase com evolução 

cirrogênica, como consequência da permanente agressão hepática, iniciada nos ductos biliares 

e perpetuada pela evolução de uma ampla gama de processos fibro-hepatogênicos (Hunt, 

1980). 

 

     Estudos prévios mostraram que a indução de cirrose biliar secundária, através da ligadura 

de ducto biliar comum, estabelecida por Kontouras e colaboradores, em 1984, simula a 

doença humana pelas alterações provenientes da reação inflamatória causada pelo refluxo 

biliar e a consequente desorganização da arquitetura natural do parênquima, com áreas 

inflamatórias e de deposição de colágeno e formação de fibrose (Pastor et al., 1997). 

 

     Em 1997, Fallon e colaboradores descreveram o modelo experimental de cirrose biliar 

secundária pela obstrução da via biliar comum em ratos, como modelo de SHP, por 

observarem que a alteração hepática crônica acarretava desequilíbrio na produção de 

mediadores vasoativos, resultando em decréscimo do tônus vascular e vasodilatação 

intrapulmonar neste modelo. 

 

     Na cirrose biliar secundária, há alterações nos mecanismos antioxidantes, que levam a 

desequilíbrio entre os processos oxidativos e antioxidativos, o que estimula o processo de 

peroxidação lipídica, provocando lesões hepáticas (Schattenberg et al., 2005). Também está 

demonstrada a participação dos radicais livres na fisiopatologia da cirrose causada por estase 

biliar (Forestier et al., 1997). 

 

     Estudos realizados por Tieppo e colaboradores, em 2005, demonstram que ratos cirróticos 

por ligadura de ducto biliar comum apresentam hipoxemia e aumento da lipoperoxidação em 



 

 

homogeneizado de tecido pulmonar, provavelmente devido à ação oxidativa de radicais livres 

em altas concentrações na circulação pulmonar. 

 

     Compostos antioxidantes e flavonoides são considerados eficazes para diminuir fibrose em 

modelos animais de cirrose biliar secundária por ligadura do ducto biliar comum, de cirrose 

por álcool ou por administração de tetracloreto de carbono (CCl4) (Muriel et al., 1994). 

 

     Os estudos prévios levaram-nos a considerar a hipótese de que a melhora da função 

hepática, através do uso de antioxidantes, poderia amenizar as complicações pulmonares, 

características da SHP (Tieppo et al., 2005, Tieppo et al., 2007, Vercelino et al., 2008a).  

 

     Avaliando as alterações causadas pela SHP e a atual existência de um modelo específico 

para se estudar em mudanças hepáticas e pulmonares, características dessa doença, inclusive o 

envolvimento do estresse oxidativo, o presente trabalho tem como objetivo verificar os efeitos 

do flavonoide quercetina como agente genotóxico e mutagênico em estudos in vitro. Também 

objetiva a verificação de seu potencial como agente terapêutico antioxidante, em estudos in 

vivo, nos tecidos hepático e pulmonar de ratos com ligadura de ducto biliar comum. 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO__________________ 

 

 

 

1.1 Síndrome Hepatopulmonar (SHP) 

 

1.1.1 Definição 

 

     Pacientes com enfermidades hepáticas têm risco considerável de desenvolver grande 

variedade de complicações como varizes, ascite, peritonite bacteriana, encefalopatia, 

síndrome hepatorrenal, síndrome hepatopulmonar, entre muitas outras (Zhang et al., 2007).  

 

     Além disso, as doenças crônicas do fígado podem levar a disfunções no sistema 

cardiovascular e pulmonar, com alterações hemodinâmicas que incluem aumento do débito 

cardíaco, baixa resistência vascular e vasodilatação (Russo et al., 2005). A hipertensão portal, 

a encefalopatia hepática e o desenvolvimento de ascite são complicações secundárias aos 

distúrbios hemodinâmicos que ocorrem em hepatopatas crônicos (Fernando et al., 1998). 

 

     As consequências hemodinâmicas das doenças hepáticas na circulação sistêmica e 

pulmonar incluem ainda a insuficiência cardíaca causada por shunt arteriovenoso hepático, 

hipertensão pulmonar, cardiomiopatia e SHP (Naschitz et al., 2000). 

 

     A SHP é caracterizada por um defeito na oxigenação arterial, causado por dilatações 

vasculares pulmonares na presença de alterações hepáticas (Rodriguez-Roisin and Krowka, 

2008), ou seja, trata-se de situação clínica em que uma doença hepática determina alterações 
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vasculares pulmonares com modificações na oxigenação sanguínea e dilatações vasculares 

intrapulmonares (Sherlock, 1993). 

     Em 1966, Berthelot e colaboradores documentaram, através de autópsias feitas em 

pacientes com diagnóstico prévio de cirrose hepática, a presença de dilatações pré-capilares 

pulmonares difusas, variando de 15 a 150 µm em seu diâmetro, bem como “aranhas” 

vasculares na pleura das bases pulmonares, e a presença de malformações arteriovenosas na 

presença de hipoxemia arterial (Berthelot et al., 1966).  

 

     Tajuddin, em 1994, definiu SHP como uma relação entre fígado e pulmão, em pacientes 

com doença hepática crônica, com shunt funcional intrapulmonar e hipoxemia arterial 

associada. 

 

     Atualmente, aceita-se sua definição como uma síndrome clínica na qual deve haver 

presença obrigatória de três componentes: 1) doença hepática; 2) dilatação vascular pulmonar; 

3) alterações na oxigenação (Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008). 

 

     A definição é consistente com os critérios diagnósticos para essa síndrome, sugeridos por 

Rodriguez-Roisin e colaboradores, em 1992, porém não leva em conta a presença de outras 

anormalidades pulmonares ou cardíacas que estariam associadas em pacientes com cirrose, 

quando poderia ser difícil considerar a SHP, pois a hipoxemia e outras alterações pulmonares 

poderiam ser determinadas por pneumopatia ou cardiopatia primárias e não por consequência 

da cirrose.  

 

     Na disfunção respiratória por alteração da difusão de gases, que se desenvolve em 

pacientes com doença hepática avançada sem doença coexistente do parênquima pulmonar, 

confirma-se o diagnóstico da SHP, também chamada angiodisplasia hepatogênica (Eriksson, 

1990, Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008). 

 

     A SHP desenvolve-se em cerca de 10 a 20% dos pacientes com cirrose (Tiano et al., 2002, 

Fallon and Abrams, 2000) e independe de faixa etária (Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008). 

A hipoxemia geralmente é progressiva e os índices de mortalidade são significativamente 

aumentados em pacientes cirróticos com SHP em relação aos pacientes sem a síndrome 

(Fuhrmann et al., 2006). 
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     A classificação da gravidade do quadro clínico do paciente com SHP baseia-se em 

anormalidades na oxigenação, tendo influência vital na sobrevivência, e útil na determinação 

da sobrevida e fatores de risco em situação de transplante hepático. Os componentes 

vasculares incluem capilares pulmonares dilatados localizados ou difusos, e menos 

comumente, comunicações arterio-venosas pulmonares e pleurais (Rodriguez-Roisin and 

Krowka, 2008). A hipoxemia arterial é comum no contexto da doença hepática e tem causas 

multifatoriais (ex.: ascite, hidrotórax hepático e doença pulmonar obstrutiva crônica 

principalmente em alcoolistas), mas, particularmente no caso da SHP, os fatores 

patofisiológicos são únicos (Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008).   

 

     As anormalidades nas trocas gasosas são caracterizadas pela deoxigenação. A European 

Respiratory Society (ERS) Task Force propõe o seguinte estagiamento da severidade da SHP 

baseado na determinação da PaO2 (Rodríguez-Roisin et al., 2004).  

 

     Média: PaO2 >80 mmHg 

     Moderada: PaO2 <80 a 60 mmHg 

     Severa: PaO2 <60 a 50 mmHg 

     Muito Severa: PaO2 <50 mmHg 

 

     Várias terapias médicas já foram utilizadas para o tratamento da SHP, entretanto, até o 

momento, apenas o transplante hepático pode corrigir as alterações vasculares pulmonares e, 

consequentemente, as anormalidades na difusão de gases (Fallon et al., 1997, Arguedas et al., 

2003). 

 

     Atualmente, apesar de significativa quantidade de estudos experimentais sobre a SHP e 

avaliação de efeitos de algumas terapias, a patogênese ainda permanece sem completo 

entendimento, e terapias médicas ainda não foram viabilizadas em pacientes (Tieppo et al., 

2009). Logo, considerando o alto risco cirúrgico em pacientes gravemente hipoxêmicos, faz-

se necessária uma terapia medicamentosa efetiva para o tratamento da SHP. 

 

 

 

 

 



   Ação protetora da Quercetina na SHP experimental 
 

 

30 

1.1.2 Fisiopatologia 

 

     A única característica marcante da SHP é a acentuada dilatação de capilares pulmonares 

(para 15-100 µm de diâmetro, com o paciente em repouso) (Berthelot et al., 1966). Além 

disso, a vasculatura pulmonar na cirrose hepática é caracterizada pela combinação paradoxal 

da redução ou ausência de tônus e de certo grau de inibição da vasoconstrição pulmonar 

hipóxica (Rodriguez-Roisin et al., 1987). 

 

     Os mecanismos da vasodilatação intrapulmonar não são bem definidos. Muitas hipóteses 

têm sido consideradas, tais como desequilíbrio entre substâncias vasodilatadoras e 

vasoconstritoras no pulmão que poderia levar a anormalidades vistas nos pacientes com SHP 

(Aboussouan and Stoller, 2000). 

 

    Vários mediadores humorais têm sido propostos como vasodilatadores circulantes 

responsáveis pela SHP, entre eles, as prostaglandinas, o glucagon, a substância P, o peptídio 

atrial natriurético, o fator de ativação plaquetário e o óxido nítrico (NO) (Panos and Baker, 

1996). 

 

     Na busca de uma substância específica, a principal hipótese é a do possível envolvimento 

do fator relaxante derivado do endotélio (óxido nítrico) como um potencial mediador nesta 

síndrome (Perrella et al., 1992, Vallance and Moncada, 1991). 

 

     Muitos estudos têm valorizado o possível envolvimento do óxido nítrico (NO) pelo seu 

papel de vasodilatador capilar, possivelmente um fator que persiste, por alguma razão ainda 

não conhecida, em níveis elevados em relação ao normal, potencializando a formação de 

dilatações vasculares intrapulmonares, atuando como potencial mediador nessa síndrome 

(Rabiller et al., 2002, Thannickal and Fanburg, 2000). 

 

     Atualmente, a atenção é focada sobre a produção excessiva de vasodilatadores, 

particularmente o NO, que é visto como fator vasoativo responsável pela vasodilatação 

pulmonar (Fallon, 2005). Muitas pesquisas reforçam essa ideia, e muitos estudos têm 

mostrado a ação do NO na interação fígado-pulmão (Matsumoto et al., 1995, Rolla et al., 

1997). 
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     O óxido nítrico é um gás denominado fator relaxante derivado do endotélio, que, em 

situações de endotoxemia, mostra-se em níveis elevados nos tecidos. Nesta situação 

patológica, existe importante indução da atividade da NOS entre os macrófagos e as células 

endoteliais, mediada por endotoxinas bacterianas e citocinas liberadas, resultando em 

significativa produção de NO (Fallon, 2006, Rolla, 2004). 

 

     A baixa resistência vascular pulmonar e a baixa pressão arterial pulmonar estão presentes, 

devido à vasodilatação intrapulmonar, promovendo baixa tensão no leito vascular pulmonar 

(Lee, 1989). 

 

     A fisiopatologia da hipoxemia na SHP é multifatorial. Os mecanismos predominantes 

incluem shunt intrapulmonar, comprometimento da relação ventilação-perfusão, baixa 

difusão, desequilíbrio da difusão-perfusão ou do gradiente de oxigenação alvéolo-capilar 

(Aboussouan and Stoller, 2000). 

 

     O desequílibro entre a difusão-perfusão é um mecanismo que pode explicar a hipoxemia 

na SHP. Esse mecanismo pode ser responsável pela alteração do gradiente de oxigenação 

alvéolo-capilar ou efeito shunt e relaciona a hipoxemia às dilatações vasculares pulmonares. 

No capilar dilatado e com diâmetro maior, a molécula de oxigênio vinda do alvéolo não pode 

difundir-se até o centro do vaso, e a hipoxemia, resultante desse fenômeno, ainda pode ser 

agravada pelo estado hiperdinâmico circulatório, com menor tempo disponível para o trânsito 

da hemácia dentro do capilar pulmonar (Figura 1). Essa anormalidade na difusão-perfusão 

traduz a dificuldade do oxigênio em saturar as hemácias em um capilar pulmonar 

anormalmente dilatado, evidenciando o efeito shunt funcional. O shunt funcional ocorre 

devido à diminuição da difusão do oxigênio através da membrana alvéolo-capilar, uma 

consequência da anormalidade de perfusão que acomete o pulmão de pacientes cirróticos 

(Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008). 
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Figura 1. Efeito shunt relacionando a hipoxemia com as dilatações vasculares pulmonares (Kinane and Westra, 

2004). 

 

     Em modelos experimentais, foi demonstrada a ação vasodilatadora do NO e que o aumento 

da NO sintase endotelial (eNOS) no tecido pulmonar estaria relacionado à hipoxemia (Fallon 

et al., 1997, Rolla et al., 1997, Nunes et al., 2001). Os estudos sugerem a ação do NO como o 

responsável pela vasodilatação intrapulmonar encontrada na SHP, mas novos trabalhos devem 

ser realizados para melhor compreensão dos mediadores causadores da SHP. 

 

     Além do envolvimento do NO, a endotelina-1 (ET-1) que, em condições normais, é um 

vasoconstritor parácrino que atua na regulação do tônus vascular, também vem sendo 

amplamente estudada, visto que, em situações de cirrose biliar secundária, ocorre a 

superprodução de ET-1 pelas células estreladas hepáticas, a qual passa a atuar de forma 

endócrina, atingindo a circulação pulmonar e aumentando ainda mais a produção de NO, 

contribuindo também para a vasodilatação na microcirculação pulmonar (Fallon and Abrams, 

2000). 

 

     Também já foi demonstrado que animais cirróticos por ligadura de ducto biliar comum 

apresentavam hipoxemia e aumento da LPO em homogeneizado de pulmão, provavelmente 

devido à ação oxidativa de radicais livres e do NO em altas concentrações na circulação 

pulmonar (Tieppo et al., 2005). 
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1.2  Cirrose Biliar Secundária 

 

     A cirrose biliar é uma enfermidade crônica e difusa do fígado com alterações na sua 

estrutura e função, seja intra ou extra-hepática, sendo considerada uma possível complicação 

tardia da obstrução prolongada das vias biliares extra-hepáticas, ocorrendo, segundo alguns 

autores, em menos de um décimo de pacientes com cirrose biliar (Sanchez-Campos et al., 

1998). 

 

     Ela ocorre mais frequentemente como consequência de obstrução por lesão benigna do que 

por neoplasia, em vista da curta sobrevida dos pacientes no segundo caso. Por outro lado, tem 

sido mais observada em obstruções benignas não infectadas do que infectadas, talvez em vista 

do maior grau de obstrução no primeiro caso. A infecção das vias biliares, uma vez instalada, 

parece acelerar a formação da cirrose. A duração da obstrução para o desenvolvimento da 

cirrose é, em geral, superior a um ano, embora, em circunstâncias menos frequentes, possa ser 

observada após três a quatro meses apenas (Silva and D'albuquerque, 1986). 

 

     Essa doença é acompanhada pela dificuldade de eliminação da bile, pela destruição do 

parênquima hepático e pela fibrose progressiva (Rojkind and Ponce-Noyola, 1982).  

 

     A obstrução crônica da via biliar extra-hepática pode determinar a estase biliar e áreas 

focais de necrose centrolobular, necrose periportal, proliferação e dilatação dos ductos e 

canalículos biliares dos espaços porta, colangite estéril ou infecciosa com infiltração de 

polimorfonucleares, edema e fibrose dos espaços porta. Como em outras formas de cirrose, a 

lesão é acompanhada de fenômenos degenerativos e regenerativos do parênquima residual, 

com a formação de nódulos (Abdel-Aziz et al., 1990). 

 

     O extravasamento da bile dos canalículos biliares intralobulares em zonas de necrose 

periportal dá lugar à formação de “lagos biliares” e de fenômenos regenerativos no 

parênquima residual, com a formação de nódulos. A eliminação da obstrução costuma ser 

acompanhada de melhora bioquímica e morfológica (Rojkind and Ponce-Noyola, 1982).      

 

     O dano hepático colestático é uma característica da cirrose biliar secundária. Define-se 

com critérios histopatológicos específicos e bioquímicos bem estabelecidos.  
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     A citotoxicidade dos ácidos biliares é atribuída a diversos mecanismos, incluindo as suas 

propriedades detergentes, a alteração da homeostase do Ca++ intracelular, a depleção de ATP 

e o dano mitocondrial. Trabalhos recentes sugerem que na patogênese do dano colestático 

hepático participam espécies ativas de oxigênio e reações de radicais livres (Parola et al., 

1996, Pastor et al., 1997, Videla et al., 2004). 

 

1.3  Ligadura de Ducto Biliar Comum e SHP Experimental 

 

     A obstrução prolongada do ducto biliar em ratos é um modelo experimental (Figura 2) 

para induzir cirrose biliar secundária e fibrose, que estabelece as características próprias da 

doença em torno de 28 dias (Kountouras et al., 1984). Nesse período, a obstrução provoca 

aumento do ducto biliar, edema, reações inflamatórias agudas pelo refluxo biliar e 

aparecimento de fibrose periportal devido a alterações na síntese e degradação de proteínas 

matriciais como colágeno, glicoproteínas e proteoglicanos, causando desorganização da 

arquitetura natural do parênquima (Rojkind and Ponce-Noyola, 1982). 

 

     Em ratos com cirrose biliar secundária, provocada pela obstrução do ducto biliar comum, 

observa-se também hepatomegalia e esplenomegalia, que acontecem principalmente pelo 

aumento do tecido conjuntivo assim como do epitélio biliar e, paralelamente, pode ocorrer 

hipertensão portal que se manifesta pela dilatação das veias esplêcnicas (Yaari et al., 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Modelo experimental de Ligadura de Ducto Biliar Comum (Fernandes and Mies, 1998). 
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     O processo de fibrose hepática é consequência essencial da doença hepática crônica. 

Atualmente, é conceituada como parte de um processo dinâmico de contínuo remodelamente 

da matriz extracelular que conduz a acúmulo excessivo de proteínas extracelulares, 

proteoglicanos e carboidratos (Gressner and Weiskirchen, 2006, Bataller and Brenner, 2005). 

 

     Nesse contexto, sabe-se do grande envolvimento das células estreladas hepáticas na 

fibrogênese e, nos dias de hoje, estas são consideradas importantes para os estudos dos 

mecanismos fisiopatológicos desse processo e surgimento de novas terapias (Moreira, 2007). 

 

     A fibrose é caracterizada histologicamente e bioquimicamente por significativa elevação 

no total do conteúdo de matriz extracelular (MEC) hepática (Bataller and Brenner, 2005). Os 

principais componentes da MEC normal são os colágenos (Tipos I e III) e a elastina, além de 

proteínas, carboidratos e glicoproteínas. Em situação de fibrogênese, tem-se aumento 

significativo de colágeno Tipo I, e essa deposição resulta de produção excessiva e de 

diminuição de processos de degradação. Em um fígado normal, as metaloproteinases (MMPs) 

têm papel bem descrito de degradantes da MEC, mas estas têm sua atividade reprimida nas 

lesões hepáticas crônicas como resultado da superexpressão de seu inibidores, os chamados 

inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) que são ativados pelas células estreladas 

(Figura 3) (Bataller and Brenner, 2005). 

 

     Além das células estreladas, no processo de fibrose estão envolvidos outros tipos celulares, 

como os hepatócitos, as células de Kupffer, as células plaquetárias epiteliais, as células 

sinusoidais, as células endoteliais e os neutrófilos. Cada um desses tipos celulares libera 

mediadores que exercem diversos efeitos sobre as células estreladas. O fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador β (TGFβ) são as duas 

citocinas que melhor caracterizam o envolvimento na ativação das células estreladas, tendo 

papel central nesse processo. Um grande número de estudos indica o PDGF como principal 

mediador de proliferação e o TGFβ como a citocina mais importante estimulando a 

fibrogênese pelas células estreladas (Figura 3) (Bataller and Brenner, 2005, Gressner and 

Weiskirchen, 2006, Yoshiji et al., 2006, Borkham-Kamphorst et al., 2004).  

 

     Vários mediadores têm sido demonstrados como promotores da ativação de células 

estreladas e fibrogênese, incluindo endotelina-1 (ET-1), angiotensina II e leptina (Cho et al., 

2000, Bataller and Brenner, 2005, Saxena et al., 2004). Além disso, várias moléculas, como o 
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fator de necrose tumoral-α (TNFα), TGFβ, TIMP-1, colágeno Tipo I e integrinas, mostraram 

ser fibrogênicas por provocar a inibição da apoptose das células estreladas, contribuindo para 

o aumento do número destas em locais de dano hepático (Figura 3) (Roulot et al., 1999). 

 

     As EAO produzidas pelas células de Kupffer e os hepatócitos danificados também têm um 

importante papel na ativação das células estreladas, assim como no recrutamento de células 

inflamatórias. Uma vez ativadas, as células estreladas secretam substâncias inflamatórias que 

levam à geração de um ciclo vicioso, no qual células fibrogênicas e inflamatórias estimulam-

se umas às outras, fazendo perpetuar o processo hepático de dano e reparo (Figura 3) 

(Guimaraes et al., 2006). 

 

     Além disso, marcadores mesenquimais, como a α-SMA, vimentina e desmina, têm sido 

mostrados como importantes quantificadores da atividade das células estreladas no tecido 

hepático. Entretanto, a α-SMA é o marcador mais comumente utilizado em estudos 

experimentais e clínicos, sendo aceito como um indicador da ativação destas células (Gawrieh 

et al., 2005, Russo et al., 2005). 

 

 
     Figura 3: Célula estrelada em um processo dano hepático (Hui and Friedman, 2003). 
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     Em 1993, Chang & Ohara demonstraram que animais submetidos à ligadura de ducto biliar 

comum apresentavam, além da cirrose biliar secundária, desenvolvimento progressivo de 

anormalidades nas trocas gasosas. Esses mesmos autores, em 1993, encontraram aumento do 

nível de glucagon circulante em animais com cirrose biliar secundária experimental e 

sugeriram que esses animais apresentavam estado circulatório hiperdinâmico devido à ação 

vasoativa deste hormônio (Chang and Ohara, 1993). 

 

     Fallon e colaboradores, em 1997, estabeleceram que a ligadura de ducto biliar comum 

reproduz em ratos as anormalidades fisiológicas pulmonares encontradas na SHP em humanos 

e, portanto, aqueles serviriam como modelo para o estudo dessa doença (Fallon et al., 1997).  

 

     Os estudos que envolvem esse modelo avaliaram uma série de alterações moleculares na 

microvasculatura pulmonar que influenciariam o tônus vascular e contribuiriam para a 

vasodilatação intrapulmonar durante a progressão dessa doença (Fallon, 2006, Fallon and 

Abrams, 2000, Fallon et al., 1997).  

 

     Entre essas mudanças tem-se dado grande importância ao papel da endotelina-1 (ET-1), 

que é produzida pelas células estreladas do fígado e que, em situações fisiológicas, atua de 

forma parácrina. Em situações de disfunção hepática, como na cirrose, a síntese dessa 

substância pelas células estreladas eleva-se significativamente, aumentando a sua 

concentração plasmática e passando a atuar de forma endócrina, atingindo a circulação 

pulmonar, sendo um mediador das alterações endoteliais e da progressão da vasodilatação 

intrapulmonar, pois o aumento da produção hepática e circulante de ET-1 está relacionado à 

produção de eNOS, devido a sua ligação com receptores ETB (Figuras 4 e 5), logo a eNOS 

possivelmente está ligada à gravidade das anormalidades nas trocas gasosas (Fallon and 

Abrams, 2000, Ling et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 Figuras 4. Efeito da ET-1 na 
microvasculatura normal (Fallon and 
Abrams, 2000). 

 

Figuras 5. Efeito da ET-1 na 
microvasculatura na SHP (Fallon and 
Abrams, 2000). 
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      As endotelinas, descobertas em 1988, consistem em família de três subtipos, denominadas 

ET-1, ET-2 e ET-3, que atuam através da ligação com receptores acoplados à proteína G, 

chamados receptores de endotelina do tipo A (ETA) e receptores de endotelina do tipo B 

(ETB) (Sakurai and Masaki, 1991, Yanagisawa et al., 1988). São produzidas pelas células 

endoteliais e exercem efeitos autócrinos e efeitos parácrinos nas células musculares adjacentes 

(Rockey, 2003). Elas regulam o tônus vascular, mas também são importantes em múltiplos 

processos como no crescimento celular, no desenvolvimento neural e, particularmente, na 

doença hepática fibrogênica (Cho et al., 2000, Battistini et al., 1993, Kurihara et al., 1994, 

Rockey, 2003). 

 

     Os receptores ETA são encontrados predominantemente nas células musculares lisas da 

parede vascular, enquanto os receptores ETB (ETBr) são característicos das células 

endoteliais, mas têm ampla distribuição incluindo outros tipos celulares (Yanagisawa et al., 

1988). Sugere-se que os receptores ETA, nas células musculares lisas, sejam mediadores de 

vasoconstrição, e os ETBr, nas células endoteliais, sejam mediadores de vasodilatação através 

do NO (Rockey, 2003). 

 

     A importância das endotelinas na doença hepática tem sido enfatizada por relatos dos 

níveis circulatórios elevados de ET-1 e ET-3 em pacientes com cirrose (Trevisani et al., 

1997). No fígado normal, a endotelina-1 é produzida pelas células endoteliais sinusoidais. 

Entretanto, após a injúria, a endotelina é largamente derivada das células estreladas e a sua 

síntese pelas células endoteliais sinusoidais é reduzida (Shao et al., 1999). Dessa forma, na 

injúria hepática, ocorre aumento da produção de endotelina, que passa a atuar de forma 

endócrina e consequentemente leva a anormalidades do tônus vascular, entre outras respostas 

fisiológicas, podendo contribuir para a vasodilatação intrapulmonar e podendo ser um 

potencial mediador da SHP (Fallon and Abrams, 2000). 

     

      Além disso, alguns autores relacionam o aumento de NO com a translocação bacteriana, 

que ocorre em 45-75% dos animais cirróticos induzidos experimentalmente. Essa translocação 

bacteriana deve-se ao decréscimo da função fagocitária do fígado pela lesão, o que favorece a 

entrada de bactérias e endotoxinas na circulação pulmonar, gerando acúmulo e ativação de 

macrófagos intravasculares e estes, por sua vez, secretam produtos para o meio extracelular, 

incluindo citocinas e NO que, em altas quantidades, tornam-se uma fonte altamente tóxica e 
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oxidante além de o NO ser uma substância relaxante do endotélio, levando à vasodilatação 

(Thannickal and Fanburg, 2000, Rabiller et al., 2002).  

 

     As células fagocitárias geram ânion superóxido (O2
•-), que é capaz de oxidar a membrana 

plasmática, produzindo grande quantidade de espécies ativas do oxigênio (EAO), e, quando 

combinado com NO, pode levar à formação de peroxinitritos, um potente e versátil oxidante 

que pode atacar tecidos biológicos, promovendo danos por estresse oxidativo (Thannickal and 

Fanburg, 2000). Destaque-se que, neste modelo, ocorre o processo de endotoxemia por 

translocação bacteriana, fator importante a ser levado em consideração. 

 

     O óxido nítrico (NO) é uma molécula biologicamente importante, um radical livre, 

inorgânico, que participa de inúmeros processos fisiológicos e patológicos, geralmente como 

sinalizador ou como fator de relaxamento derivado do endotélio. Moléculas com elétrons 

desemparelhados, gerados a partir da resposta inflamatória como o O2
•-, podem reagir com o 

NO e formar as espécies ativas de nitrogênio (EAN), como o peroxinitrito (ONOO-) 

(Squadrito and Pryor, 1995). O ONOO- pode reagir com os aminoácidos tirosina e cisteína e 

produzir a nitrotirosina e a nitrocisteína, considerados os promotores das reações entre as 

EAO e o NO. 

 

     Mesmo sendo uma molécula simples, a síntese enzimática do NO é bastante complexa. O 

óxido nítrico participa diretamente das reações que culminam com a desregulação de sua 

síntese (Gate et al., 1999). O NO é sintetizado a partir da L-arginina pela ação da enzima 

óxido nítrico sintase (NOS), que transforma a L-arginina em L-hidroxiarginina, formando, 

assim, a citrulina e o NO (Figura 6). 
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Figura 6. Papel do óxido nítrico no sistema imune e transcrição da iNOS (Campbell, 2000). 

 

     As NOS são descritas como três isoformas, relacionadas a três genes diferentes, já 

sequenciados: óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) 

(ambas constitutivas) e a óxido nítrico sintase induzida (iNOS) (Gross and Wolin, 1995, 

Liaudet et al., 2000). 

 

     Quanto à ação de cada uma, sabe-se que a eNOS, encontrada no endotélio vascular, gera 

baixas concentrações de NO, favorece a diminuição da pressão sanguínea e auxilia na inibição 

da agregação plaquetária. Já a isoforma nNOS gera o NO que regula a transmissão neuronal e 

apresenta a função de neurotransmissor. A iNOS produz NO nos macrófagos, estimulada por 

certas citotoxinas. O NO está intimamente ligado aos processos de defesa do organismo e, em 

função da produção excessiva, relaciona-se aos processos destrutivos teciduais presentes na 

inflamação aguda ou crônica e na apoptose celular (Liaudet et al., 2000). 

 

    Além da alta produção de NO, derivado da iNOS e da eNOS, ocorre também aumento 

importante e progressivo nos níveis de HO-1 que também contribui para a progressão da SHP 

(Rabiller et al., 2002, Zhang et al., 2007). As heme-oxigenases são enzimas que catalisam a 

degradação do grupamento heme, produzindo monóxido de carbono, biliverdina e ferro, 

moléculas que têm atraído grande interesse devido aos seus papéis na modulação de 

importantes funções fisiológicas (Otterbein et al., 2003, Tamion et al., 2006). Logo, pelo 

papel fisiológico da degradação do grupamento heme, a HO-1, também conhecida como 
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proteína de choque térmico (HSP-32), pode influenciar em inúmeros processos celulares, 

incluindo crescimento, dano oxidativo, inflamação e apoptose (Tamion et al., 2006).  

 

     A biliverdina é posteriormente reduzida à bilirrubina pela ação da biliverdina redutase, 

enquanto o monóxido de carbono atua como um mensageiro gasoso semelhante ao NO, os 

quais podem mediar importantes funções celulares. Já o ferro pode estar fortemente envolvido 

com a geração de EAO (Tamion et al., 2006). Dessa forma, a HO-1 poderia estar fortemente 

envolvida na SHP, visto que ocorrem em conjunto alterações hepáticas de gases arteriais e do 

estado redox, o que nos levou a investigar a expressão dessa proteína nos dois tecidos que têm 

envolvimento central nessa doença, ou seja, nos tecidos hepático e pulmonar. 

 

     Todas essas alterações podem ser influenciadas pela ativação de vários fatores de 

transcrição como o NFκB. Os fatores de transcrição nuclear Kappa Beta (NFκB) são 

reguladores gênicos envolvidos na maioria das respostas inflamatórias. Essas respostas fazem 

parte das reações à infecção ou à lesão e ajudam a proteger as células desses estresses (Dias et 

al., 2005b). 

 

     O NFκB é um importante sinalizador da resposta inflamatória e, quando ativado, transloca 

para o núcleo, onde se liga à região promotora de genes alvos e estimula a expressão de genes 

de moléculas de adesão, resultando em subsequente ativação de mediadores inflamatórios, 

com regulação positiva de citocinas pró-inflamatórias, tal como TNFα e indução dos genes de 

enzimas como iNOS, eNOS e HO-1 (Majano et al., 2001, Lavrovsky et al., 2000). Do mesmo 

modo, a ET-1, envolvendo os receptores ETB, aumenta a formação de complexos NFκB e sua 

ligação com o DNA (Gallois et al., 1998). O NFκB pode, portanto, representar um importante 

alvo para bloquear terapeuticamente a inflamação e a injúria do fígado (Tunon et al., 2003). 

 

     A ativação dos fatores de transcrição é significativamente intensificada quando as células 

são estimuladas em condições oxidativas. Existem evidências que sugerem que as EAO 

possam atuar como sinalizadores à NFκB. Isso está baseado na inativação dessa proteína 

quando utilizado algum tipo de antioxidante, logo este fator de transcrição mostra-se 

responsivo ao dano oxidativo (Dias et al., 2005a). 
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     Tieppo e colaboradores, em 2005, demonstraram que animais cirróticos por ligadura de 

ducto biliar apresentavam hipoxemia e aumento da lipoperoxidação em homogeneizado de 

pulmão, provavelmente devido à ação oxidativa de radicais livres e do NO em altas 

concentrações na circulação pulmonar (Tieppo et al., 2005). Em estudos posteriores, 

mostraram, no mesmo modelo experimental, aumento dos níveis de nitratos totais em 

homogeneizado de tecido pulmonar, alterações da atividade enzimática antioxidante e 

evidências de vasodilatação nos testes anatomopatológicos nesse tecido, além do efetivo 

tratamento com os antioxidantes quercetina e N-acetilcisteína (Tieppo et al., 2009, Vercelino 

et al., 2008a, Vercelino et al., 2008b). 

 

     Devido a essas evidências, o dano oxidativo pode ter um papel fundamental na progressão 

dessa síndrome e diversos trabalhos mostram que alguns antioxidantes reduzem 

eficientemente a fibrose hepática em modelos animais de cirrose biliar secundária (Zhang et 

al., 2003, Vercelino et al., 2008a, Peres et al., 2000, Gaines and Fallon, 2004). 

 

1.4  Estresse Oxidativo e Antioxidantes 

 

1.4.1 Radicais Livres e Espécies Ativas de Oxigênio 

 

     O oxigênio é um elemento vital e também potencialmente nocivo para as células. Em 

certas condições, é responsável por reações químicas extremamente tóxicas (Boveris and 

Chance, 1973). 

 

     A molécula de oxigênio, em seu estado natural, é um birradical que possui dois elétrons 

desemparelhados, sendo um bom agente oxidante, capaz de oxidar outros átomos ou 

moléculas, aceitando um par de elétrons (Barp et al., 2002).  
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Figura 7. Esquema da produção das EAO (Barp et al., 2002). 

 

     Os intermediários da redução parcial do oxigênio são o ânion superóxido (O2
•-), peróxido 

de hidrogênio (H2O2), oxigênio singlet (1O2) e radical hidroxil (OH•). Todos são denominados 

espécies ativas de oxigênio por serem capazes de existir de forma independente (Barp et al., 

2002). 

 

     Os efeitos deletérios do oxigênio sobre os organismos aeróbios variam consideravelmente 

com a espécie do organismo, com a idade, com o estado fisiológico e com a dieta, e os 

diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados de formas diferentes 

(Farber et al., 1990). Esses efeitos ocorrem devido à elevada produção de RL ou EAO.  

                     

     Os radicais livres são definidos como qualquer espécie química capaz de existir 

independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados, sendo espécies 

paramagnéticas, com alto grau de reatividade química e curta vida média, capazes de atacar 

qualquer biomolécula (Halliwell, 1994, Halliwell, 1999). Tais radicais podem ser formados 

em situações fisiológicas ou patológicas e são danosos às células e ao organismo quando 

produzidos em grandes quantidades (Peres et al., 2000, Halliwell, 1994). 

 

No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos nos processos de produção de 

energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de 

substâncias biológicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais 

como a peroxidação dos lipídios de membrana e agressão às proteínas dos tecidos e das 

membranas, às enzimas, carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com 

várias doenças, tais como artrite, choque hemorrágico, doenças do coração, doenças do 
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fígado, diabetes mellitus, catarata, disfunções cognitivas, câncer e AIDS, podendo ser a causa 

ou o fator agravante do quadro geral (Halliwell, 2006). 

 

     Os radicais livres podem ser formados durante o metabolismo normal de toda a célula, pela 

perda de elétrons de um não radical ou pelo ganho de um elétron por não radical. Eles podem 

também ser formados quando uma ligação covalente é quebrada, se cada um dos átomos ficar 

com um elétron, num processo conhecido como fissão homolítica (Halliwell, 1999). 

 

     Os RL reagem através de ligações covalentes ou reações bioquímicas em cadeia. Na 

primeira situação, uma união covalente ocorre quando dois radicais formam um par, 

combinando os seus elétrons desemparelhados. As reações bioquímicas em cadeia ocorrem 

quando reagem com outro não radical, e, ao final dessa reação, produzir-se-á outro radical. 

Além dessas duas vias, existem outras formas de obtenção de RL, através da fagocitose na 

resposta inflamatória, em situações de exposição do organismo a radiações ionizantes, nas 

contaminações, poluição, excesso de exercício e processos de doença (Peres et al., 2000, 

Kozlov et al., 1994). 

 

     A excessiva formação endógena de RL pode ser causada por: (1) ativação aumentada de 

fagócitos; (2) interrupção dos processos normais de transferência de elétrons na cadeia 

respiratória mitocondrial; (3) aumento da concentração de íons metálicos de transição por 

escape do grupamento heme de proteínas em locais de lesão ou doenças metabólicas; e (4) por 

níveis diminuídos das defesas antioxidantes. Entretanto, torna-se difícil determinar se na 

doença humana os radicais livres são a causa ou se potencializam o dano (Halliwell, 1999, 

Dröge, 2002). Por outro lado, as espécies ativas de oxigênio são reconhecidas como 

importantes sinalizadoras intracelulares e estão envolvidas na regulação redox no interior das 

células do sistema imune (Oktyabrsky and Smirnova, 2007, Halliwell, 2007). Sabe-se que 

células fagocitárias, como macrófagos e neutrófilos, são ativadas sob condições oxidativas. 

Essa ativação é mediada pelo sistema da NADPH oxidase que resulta em marcado incremento 

no consumo de oxigênio e consequente produção de ânion superóxido (Halliwell, 1999, 

Dröge, 2002).  . 

 

     As EAO formam-se durante a redução do oxigênio à água na cadeia de transporte de 

elétrons mitocondriais. O termo denominado radical livre é determinado quando uma espécie 

química, que pode ser um átomo como o hidrogênio ou um átomo de cloro, um metal de 
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transição ou uma molécula, possui um elétron não pareado no seu último orbital (Boveris et 

al., 2006). O elétron não pareado neste orbital confere alta reatividade à molécula, a qual 

apresenta forte tendência a adquirir um segundo elétron para esse orbital. Essas espécies 

reativas têm o potencial de oxidar moléculas biológicas, incluindo proteínas, lipídios, 

glicídios e ácidos nucleicos. Quantidades aumentadas de metabólitos oxidados destas 

moléculas têm sido detectadas em pacientes com uma variedade de doenças. A estabilidade 

do RL é adquirida por remoção de elétrons de moléculas vizinhas, produzindo um par 

eletrônico (Maxwell, 1995). 

 

     As EAO, como o peróxido de hidrogênio (H2O2), podem ser formadas durante o 

metabolismo normal de qualquer célula através da perda de elétrons de um não radical ou pelo 

ganho de um elétron por não radical e estão envolvidas numa série de processos 

degenerativos, devido à propriedade de serem ou gerarem RL (Halliwell, 1999). 

 

     Nas membranas mitocondriais encontram-se as proteínas transportadoras de elétrons, 

principalmente os citocromos que reduzem uma molécula de oxigênio (O2) à água (H2O) 

durante o processo de respiração. A redução completa de uma molécula de O2 à H2O requer 

quatro sucessivas transferências de elétron, duas dessas denominadas de redução univalente. 

Dois desses intermediários são chamados de RL, são eles o radical ânion superóxido (O2•-) e 

o radical hidroxil (OH•) (Maxwell, 1995). A maior parte do O2 (aproximadamente 95%) 

recebe os quatro elétrons de uma só vez, através do sistema oxidativo citocromo-oxidase, 

redução tetravalente. Porém, em cerca de 5% dos casos, a redução é monovalente, ou seja, a 

molécula de oxigênio recebe apenas um elétron de cada vez, proporcionando a formação de 

intermediários reativos e tóxicos, denominados espécies ativas de oxigênio (Orrenius et al., 

2007). 

 

     Nos organismos aeróbios, o O2 é reduzido à água no final da respiração mitocondrial 

(Figura 8). A molécula de O2 mantém-se unida ao complexo IV da cadeia respiratória até que 

ocorra a redução total do O2 em água. Durante esse processo, por receber apenas um elétron 

de cada vez, ocorre a redução parcial do O2, gerando ânion superóxido (O2
•-). Com a adição 

de um hidrogênio ao ânion superóxido, este se reduz a peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Posteriormente, se um terceiro elétron for acrescido, ocorrerá a formação de um radical 

hidroxil (OH•).  Desse modo, a formação de radicais ou de espécies ativas de oxigênio deve-
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se ao fato do O2 se reduzir à água de forma monovalente, o que permite a geração de 

moléculas ou íons reativos durante o processo de redução do oxigênio (Thannickal and 

Fanburg, 2000). 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema da redução do O2 em H2O, na respiração mitocondrial e a redução das EAO 

(Meneghini, 1987). 

 

     O ânion superóxido (O2
•-) é constituído pela redução do O2 molecular por um elétron, após 

aporte energético. Normalmente, é removido pela reação de dismutação, que consiste na 

reação de ânions superóxido catalisados pela enzima superóxido dismutase (SOD). O H2O2, é 

normalmente produto da dismutação do ânion superóxido pela enzima SOD. As enzimas 

oxidativas são capazes de formar e degradar o peróxido de hidrogênio (H2O2) e essas enzimas 

são encontradas nos peroxissomas. Dentre as mais comuns, encontram-se catalase (CAT), D-

amino oxidase, urato oxidase, B-oxidase de ácidos graxos e glutationa peroxidase (GPx). O 

H2O2, apesar de não ser um radical livre, pode reagir com outro ânion superóxido, ou com 

metais de transição, conforme as reações de Fenton (Reação 1) e Haber-Weiss (Reação 2), 

formando o radical hidroxil (OH•) (Halliwell, 1994). 

 

   Fe2+ + H2O2                   Fe
3+ + HO• + HO-    (Reação 1) 

 

O2
•- + H2O2                   O2 + HO• + HO-    (Reação 2) 

 

     O radical hidroxil é uma EAO instável, sendo um dos mais potentes oxidantes em sistemas 

biológicos devido à sua meia-vida muito curta. Esses radicais frequentemente atacam as 

moléculas por abstração de hidrogênio e por adição a insaturações. Esse RL possui a 

capacidade de atravessar as membranas e reagir com biomoléculas, como lipídios insaturados 

e DNA, apesar de seu baixo tempo de meia-vida (Halliwell, 1999). 

 

     O radical OH• é formado no organismo principalmente por dois mecanismos: reação de 

H2O2 com metais de transição e homólise da água por exposição à radiação ionizante  
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(Halliwell and Gutteridge, 1992). O ferro reduzido (Fe2+) desenvolve uma importante rota na 

geração de radicais tóxicos, particularmente quando reage com peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(Yokozawa et al., 1997). O radical hidroxil é formado quando o H2O2 reage com o ânion 

superóxido (O2
•-), com catálise de íons divalentes de metais de transição como ferro e cobre, 

através da reação descrita por Haber-Weiss no ano de 1934 (Halliwell, 1999). É usualmente 

aceito que os efeitos tóxicos dos íons ferro são consequências da decomposição catalítica 

pelos íons Fe2+ do peróxido de hidrogênio ou hidroperóxidos para a forma ativa do radical 

hidroxil, conforme reação. Acredita-se que essas reações sejam o passo inicial de muitos 

processos de danos causados por radicais livres, como LPO, modificação oxidativa de 

proteínas e lipoproteínas, e aumento de anomalias em cromossomos (Kozlov et al., 1994). 

 

     Já a produção exagerada de espécies ativas de nitrogênio é chamada de estresse nitrosativo. 

Isso pode ocorre quando a geração de espécies reativas de nitrogênio em um sistema excede a 

habilidade do sistema em neutralizá-las e eliminá-las (Valko et al., 2007).  

 

      O óxido nítrico é uma molécula com características de radical livre que nos últimos anos 

tem sido estudada como molécula sinalizadora que mantém a homeostase, como também pode 

ser um potente citotóxico em uma grande quantidade de enfermidades. Em condições 

normais, o NO é produzido em baixas concentrações e atua como citoprotetor, podendo 

interatuar com os metais de transição e com outros radicais. Quando ocorre aumento das 

situações de estresse oxidativo, essa molécula também aumenta sua produção, gerando os 

efeitos indiretos que são citotóxicos, produzindo-se peroxinitrito, gerando estresse oxidativo e 

nitrosativo que têm grande importância nos processos inflamatórios (Halliwell, 2007, 

Salvemini et al., 2006). 

 

     O ânion superóxido pode reagir com óxido nítrico formando o peroxinitrito (ONOO-), uma 

espécie ativa de nitrogênio. A adição de ONOO- às células, aos tecidos e aos fluidos corporais 

leva à rápida protonação, podendo resultar em depleção de grupos-SH e outros antioxidantes, 

oxidação e nitração de lipídeos, quebra de DNA, nitração e desaminação de bases de DNA 

(especialmente a guanina). A nitração em resíduos de tirosina é amplamente usada como um 

biomarcador da geração de ONOO- in vivo. Nesse sentido, tem sido considerada como 

importante instrumento para estudo do estresse nitrosativo em doenças humanas, ainda que 

não seja um biomarcador específico para ONOO-
 (Halliwell, 2007, Dröge, 2002, Salvemini et 

al., 2006) .  
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     Dentre os radicais de oxigênio e nitrogênio, o ONOO-  age depletando os grupamentos -SH 

e leva a alteração do balanço redox da glutationa no sentido do estresse oxidativo. Esse 

desequilíbrio no estado redox induz por regulação redox o inibidor kappa quinase (IKK) a 

fosforilar o inibidor kappa-B (IKB), possibilitando a translocação do NFκB para dentro do 

núcleo, levando à transcrição de diversos mediadores inflamatórios (Bitencoutt, 2007). 

 

     Se, por um lado, altas concentrações de espécies ativas de oxigênio estão envolvidas na 

ativação do NFκB com a manutenção do processo inflamatório atuando como agente causal 

de dano a macromoléculas; por outro, sugere-se que baixas concentrações de espécies ativas 

de oxigênio participem na regulação de diferentes funções nas células eucarióticas tais como 

proliferação, biossíntese de hormônios, quimiotaxia, explosão oxidativa, apoptose e outras 

(Oktyabrsky and Smirnova, 2007, Hwang and Kim, 2007). 

 

     Enfim, os danos celulares causados pelos radicais livres podem ser a peroxidação lipídica 

ou lipoperoxidação, a inativação enzimática, a alteração do estado redox intracelular e o dano 

ao DNA (Halliwell, 2006).  

 

     A LPO é um processo natural de renovação das membranas celulares. Entretanto, o 

estresse oxidativo aumenta a LPO e provoca severo dano nas membranas celulares, 

promovendo aumento na fluidez da membrana e quebra das funções secretórias e dos 

gradientes iônicos. A reação de oxidação pode ser iniciada pelo radical hidroxil (OH•) ou pelo 

H2O2 (Southorn and Powis, 1988b, Southorn and Powis, 1988a).  

 

     Ao iniciar a LPO, o radical livre remove um átomo de hidrogênio de um ácido graxo poli-

insaturado. Como o átomo de hidrogênio possui um elétron, resta um elétron desemparelhado 

no átomo de carbono. Na fase de propagação, acontecem duas outras reações: 1) o carbono 

radical do lipídio poli-insaturado tende a se estabilizar por rearranjo molecular, produzindo 

dienos conjugados, os quais, por sua vez, rapidamente reagem com o oxigênio formando um 

radical peroxil; 2) o radical peroxil formado capta um próton de outra molécula de lipídio 

formando um hidroperóxido. Esta última reação torna a se repetir inúmeras vezes num 

processo de reação em cadeia. Na etapa final, dois radicais peroxil reagem entre si, formando 

um tetróxido instável que se decompõe, dando origem ao oxigênio singlete e a carbonilas 

excitadas, os quais podem emitir luz e serem medidos em detectores de quimiluminescência. 
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     Como mecanismo compensador do processo oxidativo, o organismo possui um sistema 

antioxidante, constituído por componentes enzimáticos e não enzimáticos, que atuam 

conjuntamente na proteção celular. O sistema enzimático é considerado a linha de defesa 

primária, uma vez que evita o acúmulo do ânion radical superóxido e do peróxido de 

hidrogênio. Existem também as defesas secundárias que impedem a propagação da LPO e as 

terciárias, enzimas responsáveis pelo reparo de danos já instalados (Halliwell, 2006, 

Halliwell, 1999).  

 

     Logo, em condições fisiológicas, o balanço entre agentes oxidantes e defesas antioxidantes 

mantém-se equilibrado. Quando ocorre aumento na produção de EAO, diminuição das defesas 

antioxidantes ou ambas as situações, o equilíbrio entre oxidantes e antioxidantes é rompido 

em favor dos agentes oxidantes e, nessa situação, diz-se que a célula ou o organismo 

encontra-se sob estresse oxidativo com potenciais danos (Barp et al., 2002). 

 

1.4.2 Defesas Antioxidantes 

 

     Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substância que, quando presente em 

baixas concentrações – comparadas àquelas de um substrato oxidável –, atrasa 

significativamente ou impede a oxidação daquele substrato (o termo oxidável inclui 

macromoléculas tais como proteínas, lipídios, hidrato de carbono e DNA). A função desses 

compostos é manter os níveis intracelulares de EAO em baixas concentrações, e, para isso, 

atuam prevenindo a formação dessas espécies ou combatendo-as uma vez que tenham sido 

formadas (Repetto and Llesuy, 2002). 

 

     As defesas antioxidantes compreendem agentes que cataliticamente removem RL e outras 

espécies ativas como as enzimas SOD, CAT e GPx; proteínas que minimizam a 

disponibilidade de pró-oxidantes, como íons ferro e cobre ou como transferinas e 

hepatoglobinas; proteínas que protegem biomoléculas contra dano por outros mecanismos, 

como proteínas de choque térmico; e substâncias de baixo peso molecular que combatem 

EAO e EAN como glutationa, α-tocoferol, ácido úrico, bilirrubina e outros(Halliwell, 2007). 

 

     A atividade das defesas antioxidantes varia com o tipo celular, e possivelmente, em 

diferentes células do mesmo tecido (Halliwell, 1999). O sistema antioxidante é constituído 
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por componentes enzimáticos e não enzimáticos, que atuam conjuntamente na proteção 

celular. O sistema enzimático é considerado a linha de defesa primária, uma vez que evita o 

acúmulo do ânion radical superóxido e do peróxido de hidrogênio. Existem também as 

defesas secundárias que impedem a propagação da LPO e as terciárias, enzimas de reparo de 

danos já instalados (Halliwell, 2006). Quando a substância age neutralizando as EAO na fase 

de iniciação ou propagação da LPO, levando à formação de um composto menos reativo, é 

chamada de scavenger. Ao passo que, se a substância antioxidante tiver a propriedade de 

absorver a energia de excitação dos radicais, neutralizando-os, é denominada de quencher 

(Sies, 1991). 

 

     A distribuição das enzimas antioxidantes está intimamente relacionada com as fontes de 

espécies ativas de oxigênio (EAO), sendo assim, podemos notar a importância da existência 

das defesas antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas. Sem elas, o equilíbrio celular seria 

alterado e facilitaria o surgimento de várias disfunções que poderiam levar a processos de 

doença.  

    

1.4.3 Defesas Antioxidantes Enzimáticas 

 

     O sistema enzimático encarregado da detoxificação das EAO é formado por várias 

enzimas, das quais se pode destacar: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 

glutationa peroxidase (GPx), sendo que cada uma delas desempenha papel específico no 

controle do balanço oxidativo. 

 

     A SOD tem por principal função atuar na dismutação do ânion superóxido (O2
•-) em H2O2 

e O2, sendo que o primeiro é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas (Reação 

3). Essa enzima pode ser classificada em três grandes grupos, segundo o metal que se 

encontra presente no sítio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a MnSOD, presente na 

matriz mitocondrial, e a FeSOD, existente somente nos procariontes e plantas (Chance et al., 

1979).  

 

 

                                                               SOD 

O2
•- + O2

•- + 2H+                                         H2O2 + O2         (Reação 3) 
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     Os produtos finais da dismutação são o peróxido de hidrogênio e o oxigênio. O H2O2, 

apesar de não ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxil. A remoção dos 

peróxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais afinidade ao 

peróxido de hidrogênio, de metila e etila, enquanto a GPx catalisa a redução do peróxido de 

hidrogênio e de hidroperóxidos orgânicos (Harris, 1992). A ação da CAT sobre o peróxido é 

apresentada na Reação 4. 

 

                                                      CAT 

2H2O2
                              2H2O + O2         (Reação 4) 

 

     Entre as peroxidases que geralmente usam o grupo heme, sobressai-se a atividade da GPX, 

que se localiza no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa a redução do peróxido de 

hidrogênio, através da oxidação da glutationa reduzida (GSH). Para reestabelecer a glutationa 

oxidada (GSSH) à reduzida, é necessário que a glutationa redutase (GR) promova a 

regeneração da GSSH, consumindo NADPH, conforme demonstrado na Figura 9 (Halliwell, 

1999). 

 

 
Figura 9. Esquema da interação entre as enzimas antioxidantes.  

 

1.4.4 Defesas Antioxidantes Não Enzimáticas 

 

     Assim como as enzimas antioxidantes, que removem radicais livres ou EAO antes que 

esses causem dano à membrana, existem substâncias que atuam como antioxidantes, evitando 
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reações em cadeia como a LPO. Elas são conhecidas como defesas antioxidantes não 

enzimáticas, sendo as mais conhecidas a glutationa, o ácido ascórbico (vitamina C), o α-

tocoferol (vitamina E), β-carotenos e flavonóides (Peres et al., 2000, Pavanato et al., 2003, 

Moreira et al., 2004, Tieppo et al., 2005).  

 

     Essas substâncias, quando atuam, podem evitar a formação de RL ou EAO, suprimir uma 

cadeia de peroxidação na fase de propagação e reparar ou reconstruir a membrana. A 

glutationa é um tripeptídeo de ácido α-glutamínico, cisteína e glicina que, além de ser um 

importante antioxidante não enzimático, participa de reações de enzimas antioxidantes como a 

glutationa peroxidase e a glutationa transferase, logo, uma alta concentração de GSH 

intracelular protege a célula contra a ação de EAO, reagindo por via não enzimática com essas 

espécies.   A sua ação deve-se à presença de um grupamento sulfidrila, que atua como doador 

de elétrons (Halliwell, 2006). 

 

     A vitamina C é um composto hidrossolúvel que atua como cossubstrato na biossíntese do 

colágeno, catecolaminas e carnitina. Atua como scavenger de O2
•- e OH•- com a formação de 

um composto intermediário que vem reduzido sucessivamente pela GSH (Halliwell, 1994). 

     A forma da vitamina E com maior atividade química é o α-tocoferol, que é um composto 

lipossolúvel, presente em altas concentrações em muitos tecidos, em nível intracelular e está 

presente nas membranas celulares e nas lipoproteínas. Sua ação, como antioxidante, está 

associada à inibição da peroxidação de lipídios. Após reagir com radicais peroxil, retorna à 

forma de α-tocoferol pela ação do ascorbato (Landvik, 2004). 

 

     β-carotenos têm sido considerados porque apresentam a capacidade de neutralizar radicais. 

Eles agem principalmente com o oxigênio singlet, sendo que sua utilização ocorre em 

concentrações baixas, têm afinidade à luz e absorvem a energia de excitação do radical 

(Krinsky, 1989). 

 

     Os flavonoides são encontrados nas folhas e partes externas das plantas. Para proteger os 

tecidos da ação oxidativa, é descrito por vários autores que fitoterápicos, entre eles os 

flavonoides, possuam atividade antioxidante. Alguns, como a rutina e a quercetina, estão 

sendo estudados e estão apresentando bons resultdos como antioxidantes (van Acker et al., 
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1996, Maris et al., 2001, Peres et al., 2000, Tieppo et al., 2005, Moreira et al., 2004, Pavanato 

et al., 2003).  

 

     Muitos trabalhos têm mostrado a redução da fibrose em situações de cirrose biliar e 

hepática através da administração de flavonoides (Peres et al., 2000, Pavanato et al., 2003), 

assim como da redução da hipertensão portal, uma das complicações da cirrose (Moreira et 

al., 2004). 

 

1.4.5 Flavonoides 

 

     Vários antioxidantes e flavonoides têm sido referidos recentemente como eficazes para 

diminuir a fibrose em modelos animais de cirrose biliar secundária, de cirrose por álcool ou 

por administração de tetracloreto de carbono (Vercelino et al., 2008a, Pavanato et al., 2003, 

Pastor et al., 1997, Peres et al., 2000). 

 

     Flavonoides é o nome genérico de um grupo de moléculas formadas pelo metabolismo 

secundário dos vegetais, que se originam mediante uma via biossintética mista (Rice-Evans 

and Miller, 1996). São compostos que contêm grupos hidroxila fenólicos que lhes conferem 

uma ação antioxidante com importante potencial terapêutico (Figura 10) e são encontrados na 

maçã, laranja, pera, uva, melão, cereja, brócoli, batata, cebola, tomate, feijão, assim como na 

cerveja, no chá, no vinho tinto e nos sucos de limão e laranja, os quais fazem parte da dieta 

humana de forma habitual (Plumb et al., 1999). 

 

 
Figura 10. Núcleo fundamental dos flavonoides e sua numeração (Rice-Evans and Miller, 1996). 

 

     Estima-se que diariamente a dieta ocidental contenha, em média, 25 mg de flavonoides, 

dentre os quais a quercetina é o principal componente, sendo consumida em torno de 16 
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mg/dia, uma quantidade que pode ser farmacologicamente significativa para os fluidos e 

tecidos corporais (Duthie et al., 1997).  

 

1.4.6 Quercetina 

 

     A quercetina é classificada como um flavonol (Figura 11) típico, sendo o mais abundante 

na dieta humana, cuja denominação científica é 2-(3,4-diidroxifenil)-3,5,7-triidroxil-4H-1-

benzo-piran-4-ona, também denominado de 3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona pela Organização 

Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) e apresenta capacidade de unir-se a 

polímeros biológicos tais como enzimas, transportadores de hormônios e DNA, podendo 

quelar íons metálicos de transição tais como Fe2+, Cu2+, catalisar transporte de elétrons e 

depurar radicais livres. Considera-se que a quercetina tem excelente potencial antioxidante 

por suas propriedades antirradicais, livres fundamentalmente aos radicais hidroxil e 

superóxido que são espécies consideradas altamente reativas e implicadas no início da cadeia 

de peroxidação lipídica (Nijveldt et al., 2001, Van Hoorn et al., 2002, Rice-Evans and Miller, 

1996). 

 
Figura 11. Estrutura química da quercetina (Formica and Regelson, 1995). 

      

     Os grupos fenólicos possuem forte atividade antioxidante e potencial terapêutico em várias 

doenças, incluindo câncer, doenças isquêmicas do coração e aterosclerose (Formica and 

Regelson, 1995). 

 

     A quercetina é um dos antioxidantes mais efetivos entre os flavonoides naturais e é 

representada por constituintes da dieta humana (frutas, vegetais, entre outros), protegendo as 

células contra as espécies ativas do oxigênio (Hertog and Hollman, 1996).  
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     Para que um flavonoide apresente potente ação antioxidante, ou seja, atue como um 

varredor de RL ou EAO, é necessário que a molécula consiga doar elétrons para estabilizar 

um RL e que, ao ceder esses elétrons, rapidamente se estabilize (Carloni et al., 2002). 

Acredita-se que essa capacidade de doar elétrons, com maior ou menor facilidade, 

potencializa ou reduz a ação antioxidante dos flavonoides e está associada à relação estrutura-

atividade de cada molécula. Para entender tal relação, é importante recordar a estrutura básica 

deles, pois são compostos por quinze carbonos, distribuídos em dois anéis fenólicos, 

conectados à unidade do carbono 3 e, normalmente, acoplados a uma molécula de açúcar, a 

qual incrementa sua solubilidade em água (Carloni et al., 2002). 

 

     Trabalhos experimentais, utilizando quercetina, obtiveram redução das lesões no tecido 

hepático e verificaram que sua administração aumenta as defesas antioxidantes, diminui o 

dano oxidativo no fígado, a proliferação do ducto biliar e a fibrose. Além disso, verificaram 

que a melhor resposta obtida com quercetina ocorreu com a dose de 150 µmol/Kg de peso 

corporal que corresponde a 50 mg/Kg de peso corporal utilizado neste trabalho (Peres et al., 

2000, Pavanato et al., 2003, Moreira et al., 2004, Tieppo et al., 2005). 

 

     Pavanato e colaboradores, em 2003, verificaram que o tratamento de três semanas na dose 

de 50mg/Kg/dia na cirrose induzida por tetracloreto de carbono intraperitonealmente protegeu 

o fígado, reduziu o conteúdo de colágeno e diminuiu a expressão da iNOS e a peroxidação 

lipídica (Pavanato et al., 2003). 

 

     Estudos in vitro têm mostrado que a quercetina e outros flavonoides inibem fortemente a 

produção de óxido nítrico e do fator de necrose tumoral pelas células de Kupffer quando 

estimuladas pela injúria (Kawada et al., 1998). 

      

     A quercetina também tem sido relatada em estudos de apoptose, nos quais foi mostrado 

que inibiu a apoptose induzida pelo peróxido de hidrogênio das células mesangiais, 

fibroblastos e células epiteliais. Em estudos prévios, nós demonstramos que a quercetina 

aumenta a estabilidade genômica em ratos do grupo com SHP (Tieppo et al., 2007, Maris et 

al., 2001). 
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     Muitos efeitos dos flavonoides têm sido constatados sobre funções celulares, incluindo 

efeito mutagênico, antimutagênico, antiviral e citotóxico, além de antioxidante (Formica and 

Regelson, 1995, Robak and Gryglewski, 1996, Erden Inal et al., 2001, da Silva et al., 2002).  

     

1.5 Avaliação de Atividade Genotóxica 

 

     Os testes de genotoxicidade detectam efeitos de substâncias tóxicas para o genoma. Os 

mais utilizados são aqueles que detectam mutações em células germinativas ou somáticas, por 

exemplo mutação gênica, associada a alterações na sequência de nucleotídeos do DNA, ou em 

nível cromossômico, como aberrações e micronúcleos (Waters et al., 1999, MacGregor et al., 

1987, Dearfield et al., 2002, MacGregor et al., 2000). Uma vez lesado seu DNA, as células 

respondem utilizando diferentes estratégias de ação tais como morte por citotoxicidade ou 

apoptose, modulação da expressão gênica controlando o ciclo celular, e reparação do material 

genético por via livre ou sujeita a erro, sendo a segunda responsável pela fixação das 

mutações. Normalmente é a combinação desses fatores que compõe a resposta a danos 

genéticos (Moustacchi, 2000). 

 

     Os métodos que são amplamente empregados para a detecção de mutações gênicas são 

aqueles que utilizam as bactérias (Salmonella typhimurium e Escherichia coli) (Waters et al., 

1999, MacGregor et al., 1987, Dearfield et al., 2002, MacGregor et al., 2000). Esses são 

relativamente simples e reprodutíveis.  

 

    Para a detecção de mutações cromossômicas, os testes mais utilizados incluem as 

aberrações cromossômicas e micronúcleos, sendo que tais testes exigem que a célula esteja 

em seu estado proliferativo (MacGregor et al., 2000, Tice et al., 1998). Esses testes têm 

validação internacional e podem ser desenvolvidos tanto in vitro quanto in vivo.  

 

     Já para detectar quebras no DNA, tem sido recomendado o teste alcalino eletroforético de 

célula única ou ensaio cometa (EC) sendo este realizado em células individuais não 

necessariamente em proliferação (Fairbairn et al., 1995, Singh, 2000). 
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1.6 Avaliação de Atividade Antigenotóxica 

 

     Alterações metodológicas dos testes de genotoxicidade podem ser empregadas para 

identificar compostos que estariam envolvidos na proteção do DNA, através de uma atividade 

antigenotóxica (Lohman et al., 2001, Weisburger, 2001). Essa é uma das atividades mais 

importantes para a determinação de agentes quimiopreventivos, naturais ou sintéticos, 

envolvidos na modulação ou inibição de processos patológicos resultantes da exposição a 

genotoxinas e agentes carcinogênicos presentes no ambiente (De Flora and Ramel, 1988, De 

Flora, 1988, Heo et al., 2001, Ames, 2001).  

 

     Agentes inibidores de mutagênese ou antimutagênicos têm sido avaliados pelo uso de 

ensaios rápidos, particularmente o teste Salmonella/microssoma, que auxilia na elucidação do 

mecanismo antimutagênico (Minnunni et al., 1992, Edenharder et al., 1999, Karekar et al., 

2000). A maioria dos testes de mutagenicidade em S. typhimurium e E. coli detecta agentes 

que induzem mutações reversas como resultado da formação de adutos ou por intercalação 

entre pares de bases do DNA (Waters et al., 1999, Rosenkranz, 2002, Dearfield et al., 2002).  

     Estudos mais recentes têm revelado que muitas mutações são induzidas como 

consequência de danos oxidativos ao DNA (Laval et al., 1998, Rosenkranz, 2002). Por isso há 

um grande interesse na busca de novos agentes que possam proteger o genoma por 

mecanismos antioxidantes (Ferguson, 2001, Shukla et al., 2002). 

 

     Os testes Salmonella/microssoma e Mutoxiteste-WP2 podem detectar agentes que geram 

EAO, como terc-butil-hidroperóxido (t-BOOH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Os 

agentes antioxidantes têm sido considerados antimutagênicos, devido à proteção que 

conferem ao DNA contra danos oxidativos (Minnunni et al., 1992, Edenharder et al., 1999, 

Karekar et al., 2000, Chaudiere and Ferrari-Iliou, 1999, Kaur and Saini, 2000).  

 

1.7 A levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo 

 

     A levedura Saccharomyces cerevisiae é um organismo eucarioto amplamente estudado, 

tornando-se ferramenta importante nas pesquisas sobre mutagênese, reparo do DNA e 

mecanismos que respondem ao estresse oxidativo (Maris et al., 2000, Maris et al., 2001, 

Boeira et al., 2002, Pungartnik et al., 2002). 
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     Como todos os aeróbios, Saccharomyces cerevisiae apresenta uma variedade de 

mecanismos de defesa contra danos oxidativos via atividades enzimáticas, presença de 

antioxidantes, sequestradores de metais e diversos mecanismos de reparação (Maris et al., 

2001, Brozmanova et al., 2001). 

 

     Linhagens isogênicas deficientes em defesas antioxidantes têm sido utilizadas para o 

estudo do mecanismo de ação de agentes físicos e químicos que interferem com o estado 

redox celular (Brennan and Schiestl, 1998). Um método utilizado consiste em comparar a 

sensibilidade ao tratamento com um agente físico (por ex. radiação) ou químico (por ex. pró-

/antioxidante), de diversas mutantes deficientes em enzimas antioxidantes, ou em um fator de 

transcrição sensível ao estado redox a fim de avaliar a importância de cada defesa 

antioxidante celular na detoxificação do agente testado. Também é possível combinar um 

oxidante, conhecido como H2O2 e t-BOOH, com uma substância antioxidante ou com 

mecanismo desconhecido, e avaliar o efeito do tratamento da substância na modulação do 

estresse oxidativo. O aumento da viabilidade celular ao tratamento estará sugerindo atividade 

protetora (antioxidante) e diminuição da viabilidade a um efeito deletério (pró-oxidante) 

(Brendel and Henriques, 2001, Picada et al., 2003b). 

 

      Devido às evidências demonstradas neste referencial teórico, denotamos necessidade de 

estudos mais avançados sobre o tema. Tais estudos, envolvendo os aspectos moleculares dos 

efeitos do flavonoide quercetina nos tecidos hepático e pulmonar na SHP, teriam a finalidade 

de explicar de forma mais aprofundada e detalhada como a quercetina poderia atenuar as 

alterações pulmonares presentes na Síndrome Hepatopulmonar, caracterizando-a como um 

agente terapêutico promissor nesta doença. 
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2 OBJETIVOS DO ESTUDO_________________ 

 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

     Este trabalho tem por objetivo geral verificar os efeitos do flavonoide quercetina como 

agente genotóxico/antigenotóxico em estudos in vitro e avaliar os efeitos da quercetina nos 

tecidos hepático e pulmonar, em estudos in vivo, utilizando o modelo experimental de 

ligadura de ducto biliar comum como modelo de Síndrome Hepatopulmonar. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1 Experimento I 

 

1) Avaliar os danos ao DNA no modelo de cirrose biliar secundária e a ação da 

quercetina como agente genotóxico/antigenotóxico, utilizando o teste de micronúcleos 

em medula óssea e o ensaio cometa em tecidos sanguíneo, pulmonar e hepático.  

 

2) Identificar os efeitos celulares da quercetina como pró-/antioxidante ou como agente 

mutagênico/antimutagênico, através de testes de sobrevivência de linhagens de 

Saccharomyces cereviseae deficientes em enzimas superóxido dismutase e por meio 

de testes de mutagenicidade com linhagens de Salmonella typhimurium (testes de 

Ames) e de Escherichia coli (Mutoxiteste WP2), que detectam mutagênese oxidativa.  
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2.2.2 Experimento II 

 

1) Identificar as alterações de integridade do fígado de ratos com cirrose biliar 

secundária, submetidos à administração de quercetina, através da análise das enzimas 

séricas aminotransferases aspartato (AST) e alanina (ALT), da fosfatase alcalina (FA), 

das bilirrubinas total e direta, bem como identificar alterações no peso do fígado, do 

baço e do pulmão desses animais em relação ao seu peso corporal total. 

 

2) Verificar alterações na pressão portal. 

 

3) Verificar alterações na difusão de gases através de Gasometria Arterial, avaliando a 

PaO2 e a diferença alvéolo-arterial de O2. 

 

4) Analisar os efeitos do flavonoide quercetina sobre os tecidos hepático e pulmonar 

através de histologia.  

 

5) Avaliar a imunorreatividade da α-SMA em tecido hepático. 

 

6) Avaliar, em tecido pulmonar, os efeitos produzidos pela quercetina na oxidação de 

lipídios, bem como quantificar a atividade enzimática antioxidante em tecido 

pulmonar. 

 

7) Avaliar os metabólitos do Óxido Nítrico (nitritos e nitratos) em tecido pulmonar nos 

diferentes grupos. 

 

8) Avaliar os níveis de RNAm de ETBr, eNOS, iNOS e HO-1 em tecido pulmonar dos 

diferentes grupos estudados. 

 

9) Avaliar os níveis de RNAm de colágeno tipo I, pró-colágeno tipo IV, TGFβ, α-SMA, 

ET-1 e HO-1 em tecido hepático dos diferentes grupos estudados. 

 

10)  Verificar a expressão proteica do marcador de macrófagos ED-1 em tecido pulmonar 

dos animais. 
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11) Verificar a ativação do NFκB no extrato nuclear de tecido pulmonar nos diferentes 

grupos estudados. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS_________________ 

 

 

3.1 Experimento I  

 

3.1.1 Delineamento da Pesquisa 

 

     Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo. Para isso, foi desenvolvido 

o modelo experimental de cirrose biliar secundária por ligadura de ducto biliar comum em 

ratos e a avaliação do potencial antioxidante e genotóxico/antigenotóxico da quercetina neste 

modelo e em linhagens de levedura e bactérias. 

 

3.1.2 Flavonoide Quercetina 

 

     O flavonoide quercetina (C15H10O7) (CAS Número de Registro [117-39-5]), utilizado no 

estudo, foi proveniente da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA. 

 

3.1.3 Delineamento Experimental 

 

3.1.3.1 Animais 

 

     Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso entre 200 e 300 gramas, provenientes do 

biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS. Os animais foram mantidos 

durante o experimento na Unidade de Experimentação Animal do Centro de Pesquisas do 
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Hospital de Clínicas de Porto Alegre, em caixas plásticas individuais, de 47x34x18 cm, 

forradas com maravalha, em ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e 

temperatura de 22 ± 2 °C. A água e a ração foram administradas livremente, sendo tratados 

diariamente com água e ração Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil). 

 

     O número de animais utilizados no estudo ampara-se em cálculo amostral, o qual refere 

que, para detectar uma diferença entre as médias das variáveis em estudo de 1,5 desvio padrão 

(magnitude de grande efeito), considerando-se α=0,05 e poder de confiança de 90%, são 

necessários, no mínimo, sete animais por grupo. Neste experimento foram utilizados sete 

animais por grupo. 

 

     Todos os procedimentos realizados seguiram em consonância com as normas estabelecidas 

pela Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde, contidas na Pesquisa em Saúde e Direito dos 

Animais, de autoria do grupo de pesquisa e de Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre (HCPA) bem como o preconizado no Principles for Research Involving Animals 

(NAS) (Goldin and Raymundo, 1997). 

 

3.1.3.2 Modelo experimental  

  

     O modelo utilizado foi de cirrose biliar secundária através de ligadura de ducto biliar 

comum, e os animais foram divididos em quatro grupos: 

 

     Grupo I: Controle + Veículo (CO + V) - Grupo submetido à simulação da cirurgia, sem  

BDL e administração de Veículo (NaCl 0,9%); 

     Grupo II: Controle + Quercetina (CO + Q) - Grupo submetido à simulação da cirurgia, 

sem  BDL e tratamento com quercetina; 

     Grupo III: Cirrose Biliar Secundária + Veículo (BDL + V) - Grupo submetido à 

cirurgia de BDL e à administração de Veículo (NaCl 0,9%); 

     Grupo IV: Cirrose Biliar Secundária + Quercetina (BDL + Q) - Grupo submetido à 

cirurgia de BDL e a tratamento com quercetina. 

 

     O processo iniciou com a anestesia do animal, mediante a administração de fármacos 

anestésicos, e posicionamento para cirurgia. Foi utilizada uma mistura de Cloridrato de 
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Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal 

intraperitonialmente. A intervenção cirúrgica iniciou com a realização de tricotomia e 

desinfecção da região abdominal, seguida de laparotomia ventral média e, posteriormente, 

dissecação do ducto biliar comum na altura da desembocadura dos ductos pancreáticos, 

ligando-se por meio de dois nós para posterior secção entre eles. A cavidade abdominal foi 

fechada com pontos individuais em “U” no plano cutâneo, e o peritônio e a camada muscular 

abdominal foram fechados com pontos contínuos. Os animais recuperaram-se da anestesia em 

caixas individuais forradas com maravalha, em encubadora para recém-nascidos (FANEM - 

SP), antes de serem devolvidos às condições padrão da Unidade de Experimentação. 

     

     Os animais dos grupos I e II não foram submetidos à BDL, sendo realizada somente a 

manipulação do ducto mediante o estresse cirúrgico.  O tratamento com a quercetina iniciou a 

partir do 14º dia do procedimento cirúrgico, diariamente, por via intraperitoneal, na dose de 

50 miligramas de quercetina por quilograma de peso do animal. Os animais controle 

receberam o veículo (solução fisiológica – NaCl 0,9%) no volume de 1 mL por quilograma de 

peso corporal, na mesma via de administração. 

 

     Transcorridos os 28 dias do desenvolvimento do modelo e quatorze dias de administração 

de quercetina ou Veículo, conforme o grupo, os animais foram novamente pesados e 

anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina 

(10 mg/kg) intraperitonealmente. 

 

     Primeiramente foi coletado sangue pela técnica da punção de plexo veno retro-orbital com 

tubo capilar de vidro e este material foi utilizado para análise de ensaio cometa no tecido 

sanguíneo (Halpern and Pacaud, 1951). 

 

     Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfecção da região abdominal, seguida da 

intervenção cirúrgica, que iniciou com laparotomia ventral média seguida da coleta de 

pequeno fragmento do fígado e do pulmão esquerdo, os quais foram imediatamente imergidos 

em eppendorfs no gelo com solução tampão, abrigados de incidência de luz direta, para 

posteriores análises de ensaio cometa para avaliação do dano ao DNA. 
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     Por fim, foi coletado o osso fêmur da pata direita dos animais para posteriores análises de 

micronúcleos. Após esse procedimento, os animais sofreram eutanásia por exanguinação sob 

anestesia profunda (American Veterinary Medical Association, 2007a, 2007b). 

 

3.1.4 Análise de Micronúcleos  

 

     Após o sacrifício do animal, uma amostra de medula óssea foi coletada de um dos fêmures, 

o qual foi limpo. A extremidade final e a proximal do osso foi cortada para expor o canal da 

medula e uma agulha histológica foi inserida firmemente na abertura do fêmur, para 

possibilitar que a medula fosse extraída e misturada a uma gota de soro fetal bovino, 

previamente colocada sobre uma das extremidades de uma lâmina de microscopia codificada. 

 

     A amostra de medula óssea foi homogeneizada no soro, obtendo-se a suspensão de células. 

Foi realizado esfregaço da suspensão celular sobre a lâmina com auxílio de uma outra lâmina 

inclinada. Foram preparadas duas lâminas por animal. Após secagem da preparação, as 

lâminas foram tratadas com metanol, à temperatura ambiente, para fixação do material 

biológico. Posteriormente, foi realizada a coloração utilizando corante de Giemsa em tampão 

fosfato 0.2M, pH 5.8 (proporção de 1:9). Após sete minutos nesta solução de coloração, as 

lâminas foram enxaguadas em água destilada, secadas e guardadas em caixas de lâminas até a 

análise. Para contagem dos eritrócitos normocromáticos (ENC), eritrócitos policromáticos 

(EPC) e micronúcleos no EPC, foi utilizado microscópio ótico com objetiva de imersão. Pelo 

menos 2000 EPC foram analisados por animal. A relação EPC/ENC também foi determinada 

pela avaliação da frequência de EPC em 1000 eritrócitos de cada animal (MacGregor et al., 

1987, Mavournin et al., 1990, Picada et al., 2003a).  

 

3.1.5 Ensaio Cometa 

 

     Foi utilizada a versão alcalina do ensaio cometa, utilizando sangue total, fígado e pulmão 

dos animais tratados e controles. Um pedaço de cada tecido foi colocado em eppendorf 

contendo solução tamponada (PBS) pH 7.4 gelada e fragmentado com auxílio de uma pinça 

para obtenção de suspensão celular. O sangue foi coletado em eppendorfs heparinizados. As 

amostras de tecido em suspensão e o sangue foram misturados com uma fina camada de 

agarose low melting 0,75% e colocadas sobre lâminas pré-cobertas com agarose normal a 
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1,5%; essas lâminas foram mergulhadas em uma solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA 

e 10 mM Tris, pH 10 com adição de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por, no 

mínimo, uma hora até, no máximo, 72 horas a 4oC, para o rompimento das membranas 

celulares. A lise celular permitiu migração dos fragmentos de DNA que foi realizada após a 

incubação das lâminas em tampão alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) e 

subsequente aplicação de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) às células 

lisadas sobre as lâminas para microscopia em uma cuba de eletroforese de DNA. As lâminas 

foram neutralizadas logo após a eletroforese com tampão Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com 

solução de coloração com prata. Os resultados foram expressos em índice de danos (ID) e 

frequência de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliação visual das classes de dano (de 0 – 

4), extraindo-se um índice que expressa o dano geral sofrido por uma população de células; os 

núcleos intactos aparecem redondos (classe 0 – sem dano), já nas células lesadas, o DNA livre 

migra do núcleo em direção ao ânodo, durante a eletroforese, mostrando uma “cauda” de 

fragmentos sedimentados, semelhante à de cometa. Foram classificados entre classes 1 (dano 

mínimo) a 4 (dano máximo). A FD foi calculada baseada no número de células com cauda 

versus aquelas sem cauda (Picada et al., 2003a, Speit and Hartmann, 1999, Tice et al., 2000). 

 

3.1.6 Ensaios em bactérias e leveduras 

 

3.1.6.1 Linhagens 

 

     Salmonella typhimurium TA102, descrita por Maron e Ames em 1983(Maron and Ames, 

1983), e Escherichia coli IC203 (WP2 uvrA oxyR/pKM101) e sua derivada oxyR  IC188 

(WP2 uvrA/pKM101), descritas por Martinez e colaboradores (Martinez et al., 2000), foram 

gentilmente fornecidos por B.M. Ames (University of California, Berkeley, USA) e M. 

Blanco (Instituto de Investigaciones Citológicas, Valencia, Espanha), respectivamente. A 

levedura selvagem S. cerevisiae EG103 (MATa leu2–3 112 his3∆1 trp1–289 ura3–52 GAL+) 

e as linhagens isogênicas deficientes de superóxido dismutase citoplasmática CuZnSOD 

EG118 (∆sod1) ou mitocondrial MnSOD, EG110 (∆sod2) e a linhagem deficiente de ambas 

SOD, EG133 (∆sod1∆sod2), previamente descritos por Longo e colaboradores (1996)(Longo 

et al., 1996), foram gentilmente fornecidas por E.B. Gralla (Department of Chemistry and 

Biochemistry, University of California, LA).  
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3.1.7 Ensaios de mutagenicidade e antimutagenicidade em bactérias 

 

     Ensaios de mutagenicidade foram realizados de acordo com Mortelmans e Zeiger, com 

modificação no procedimento de pré-incubação descrito por Picada e colaboradores em 2003 

(Picada et al., 2003a, Mortelmans and Zeiger, 2000). A quercetina foi dissolvida em dimetil 

sulfóxido:água destilada (1:1) imediatamente antes da utilização. Cem microlitros de cultura 

bacteriana (1–2 x 109 cells/mL) foram incubados no escuro, à temperatura de 37°C, com 

diferentes concentrações de quercetina (10, 50, 100, 250 e 500 µg/placa) sem agitação. 

Posteriormente, 2 mL de gelose (0.6% agar, 0.5% NaCl, suplementado com histidina 50 µM 

para linhagem S. typhimurium TA102 ou triptofano 0,05 mM para linhagens de E. coli IC188 

e IC203), à temperatura de 45°C, foram adicionados ao tubo teste e semeados imediatamente 

em uma placa com meio ágar mínimo (1,5% ágar, meio de Vogel-Bonner E , contendo 2% 

glicose para a linhagem TA102 ou 0,4% para linhagens de E. coli). Terc-butil-hidroperóxido 

(t-BOOH, 25 µg/placa) foi utilizado como controle positivo. As placas foram incubadas no 

escuro, à temperatura de 37°C, durante as 48 horas anteriores à contagem das colônias 

revertentes.   

 

     Para avaliar a antimutagenicidade da quercetina, obedeceu-se ao seguinte procedimento: a 

quercetina foi incubada com a cultura a 37°C sem agitação. O agente mutagênico oxidativo t-

BOOH (25 µg/placa) ou peróxido de hidrogênio (H2O2) (100 µg/placa) foi acrescentado, e a 

mistura foi novamente incubada a 37°C, seguida de semeadura sobre os meios adequados. As 

placas foram incubadas no escuro, à temperatura de 37°C, durante as 48 horas anteriores à 

contagem das colônias revertentes.   

 

3.1.8 Ensaio de sensibilidade em linhagens de S. cereviseae 

 

     Efeitos protetores ou deletérios da quercetina contra dano induzido por hidroperóxidos em 

levedura S. cerevisiae foram avaliados de acordo com o descrito por Picada e colaboradores 

em 2003 (Picada et al., 2003a). Células em fase estacionária jovem, cultivadas em meio YPD, 

foram reinoculadas em uma densidade apropriada, em YPD fresco, em condições de 

supressão de glicose e cresceram durante quatro horas a 30°C até uma densidade de 1–2 x 107 

cels/mL. Para avaliar a sensibilidade à quercetina, as culturas foram expostas a concentrações 

de 10, 50 e 100 µg/mL e incubadas sob condições de crescimento durante quatro horas. A fim 
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de avaliar um possível efeito antioxidante ou pró-oxidante, as células foram pré-tratadas e 

então submetidas a concentrações letais de H2O2 (0.25 mM) ou t-BOOH (2 mM) e incubadas 

durante uma hora. As células foram devidamente diluídas e semeadas em triplicata em meio 

sólido YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose e 2% agar). Após três dias, as 

unidades formadoras de colônias foram contadas. Todos os ensaios biológicos foram 

repetidos pelo menos duas vezes, e a semeadura foi realizada em triplicata para cada dose. 

 

3.1.9 Análise Estatística 

 

     A significância estatística foi determinada por análise de Variância de uma via (ANOVA). 

Em todas as comparações, P<0,05 foi considerado como indicativo de significância 

estatística. 

  

     Os dados de mutagenicidade dos ensaios em linhagens bacterianas foram analisados com 

Salmonel software (Myers et al., 1991). Um composto foi considerado positivo para 

mutagenicidade quando seguiu os seguintes critérios: (a) o número de revertentes da amostra 

foi pelo menos o dobro do número espontâneo (IM ≥ 2; IM = índice mutagênico: número de 

colônias induzidas na amostra/ número de colônias do controle negativo); (b) foi encontrada 

resposta significativa na análise de variância (P≤0,05); e (c) foi apresentada uma dose-

resposta positiva (P≤0.01), avaliada pelo Salmonel software (Myers et al., 1991).  

      

     A porcentagem de inibição da mutagenicidade foi calculada de acordo com Picada e 

colaboradores em 2003 (Picada et al., 2003a), como descrito abaixo: porcentagem de inibição 

(I%) = [I - (B - NC/A - NC)] x 100, onde A representa o número de revertentes na placa 

contendo somente agente mutagênico, B representa o número de revertentes na placa 

contendo agente mutagênico e antimutagênico, e NC representa o número de revertentes 

espontâneos do controle negativo. O efeito antimutagênico foi considerado positivo quando 

uma dose causava pelo menos 50% de redução da mutagenicidade (I% ≥ 50). 
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3.2 Experimento II 

 

3.2.1 Delineamento da Pesquisa 

 

     Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo, e, para isso, foi realizada a 

simulação da cirrose biliar secundária pela ligadura de ducto biliar comum (CBDL) em ratos. 

 

3.2.2 Flavonoide Quercetina 

 

     O flavonoide quercetina (C15H10O7) (CAS Número de Registro [117-39-5]) utilizado no 

estudo proveio da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA. 

 

3.2.3 Delineamento experimental  

 

3.2.3.1 Animais e Tratamento 

      

     Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso entre 200 e 300 gramas, provenientes do 

biotério do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS. Os animais foram mantidos 

durante o experimento na Unidade de Experimentação Animal do Centro de Pesquisas do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, em caixas plásticas individuais, de 47x34x18cm, 

forradas com maravalha, em ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e 

temperatura de 22 ± 2 °C. A água e a ração foram administradas livremente, sendo tratados 

diariamente com água e ração Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil). 

 

     O número de animais utilizados no estudo ampara-se em cálculo amostral, o qual refere 

que, para detectar uma diferença entre as médias das variáveis em estudo de 1,5 desvio padrão 

(magnitude de grande efeito), considerando-se α=0,05 e poder de confiança de 90%, são 

necessários, no mínimo, sete animais por grupo. Neste experimento, foram utilizados onze 

animais por grupo. 

 

     Todos os procedimentos realizados seguiram em consonância com as normas estabelecidas 

pela Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde, contidas na Pesquisa em Saúde e Direito dos 
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Animais, de autoria do grupo de pesquisa e de Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre (HCPA), bem como o preconizado no Principles for Research Involving 

Animals (NAS) (Goldim and Raymundo, 1997). 

 

     O modelo utilizado foi de cirrose biliar secundária através da ligadura de ducto biliar 

comum, e os animais foram divididos em quatro grupos: 

 

Sham - Grupo submetido à simulação da cirurgia, sem a CBDL e à administração de 

Veículo (NaCl 0,9%); 

Sham - Quercetina (Sham-Q) - Grupo submetido à simulação da cirurgia, sem a CBDL e 

à tratamento com quercetina; 

Ligadura de ducto biliar comum (CBDL) - Grupo submetido à cirurgia de CBDL e à 

administração de Veículo (NaCl 0,9%); 

Ligadura de ducto biliar comum - Quercetina (CBDL-Q) - Grupo submetido à cirurgia 

de CBDL e à tratamento com quercetina. 

 

     O processo iniciou com a anestesia do animal, mediante a administração de fármacos 

anestésicos, e posicionamento para cirurgia (Figuras 12A). Foi utilizada uma mistura de 

Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de 

peso corporal intraperitonialmente. A intervenção cirúrgica iniciou com a realização de 

tricotomia, desinfecção da região abdominal, seguida de laparotomia ventral média, e 

posteriormente, dissecação do ducto biliar comum na altura da desembocadura dos ductos 

pancreáticos, ligando-se por meio de dois nós para posterior secção entre eles (Figuras 12B). 

A cavidade abdominal foi fechada com pontos individuais em “U” no plano cutâneo, e o 

peritônio e a camada muscular abdominal foram fechados com pontos contínuos (Figura 

12C). Os animais recuperaram-se da anestesia em caixas individuais forradas com maravalha, 

em encubadora para recém-nascidos (FANEM - SP), antes de serem devolvidos às condições 

padrão da Unidade de Experimentação.  
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Figura 12. (A) Posicionamento do animal para cirurgia; (B) Laparotomia e CBDL; (C) Sutura em planos. 

 

     Os animais dos grupos Sham e Sham-Q não foram submetidos á CBDL, sendo realizada 

somente a manipulação do ducto mediante o estresse cirúrgico.   

 

     O tratamento com quercetina iniciou-se a partir do 14º dia do procedimento cirúrgico, 

diariamente, por via intraperitoneal, na dose de 50 miligramas de quercetina por quilograma 

de peso do animal. Os animais controle receberam solução fisiológica (NaCl 0,9%) no volume 

de 1mL por quilograma de peso corporal, na mesma via. 

 

     Transcorridos 28 dias do desenvolvimento do modelo e quatorze dias de administração de 

quercetina ou veículo, conforme o grupo, os animais foram novamente pesados e anestesiados 

com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg), 

intraperitonealmente, para morte dos animais, a qual se deu por meio de eutanásia por 

exanguinação, sob anestesia profunda (American Veterinary Medical Association, 2007a, , 

2007b) e coleta de material biológico. 

 

3.2.3.2 Testes hepáticos, mensuração venosa portal e mensuração de gases 

arteriais 

 

     Sob efeito de anestesia, foi coletado sangue pela técnica da punção de plexo veno retro-

orbital (Halpern and Pacaud, 1951) com tubo capilar de vidro. Esse material foi utilizado para 

avaliar integridade hepática por meio das análises das aminotransferases aspartato-

aminotransferase (AST) e alanina-aminotransferase (ALT), da fosfatase alcalina (FA) e das 

bilirrubinas total e direta. 

 

     As análises de integridade hepática foram realizadas no Laboratório Central do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre. Para a determinação da AST (aspartato-aminotransferase) e da ALT 

(alanina-aminotransferase) no plasma, foi utilizado o método enzimático comercial 

A C B 
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(Boehringer Mannheim, Alemanha). Já para determinação da atividade da FA (Fosfatase 

Alcalina) no plasma, foi empregado o método enzimático automatizado e, para determinação 

de bilirrubinas, foi utilizado método colorimétrico automatizado. 

 

     Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfecção da região abdominal, seguida da 

intervenção cirúrgica, que iniciou com laparotomia ventral média, exposição das alças 

intestinais para mensuração da pressão venosa portal (Figura 13A), realizada com polígrafo 

Lettica (Biscriptual Polygraph Wilson Medical Electronics Inc. Middletown, Wisconsin, 

USA) (Figuras 13B). 

 

 
Figura. 13. (A) Mensuração da pressão venosa portal; (B) Polígrafo Lettica. 

 

     Em seguida, foi exposta a artéria aorta abdominal, da qual foi coletado sangue para 

realização de gasometria arterial (Figura 14). A análise dos gases arteriais foi realizada no 

Laboratório Central do Hospital de Clínicas de Porto Alegre através do analisador ABL 700 

(Radiometer, Copenhagen), pelo método de eletroiontoforese.  

 

 
     Figura 14. Coleta de sangue da Aorta Abdominal para Gasometria Arterial. 

 

     O gradiente alvéolo-arterial de oxigênio (Ling et al., 2004) foi calculado, utilizando os 

valores de pressão parcial de dióxido de carbono e da pressão parcial de oxigênio, através da 

seguinte fórmula: 

 

A B 
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(AaO2) = 150 – (PaCO2/0.8) – PaO2 

 

     Dando continuidade, foram retirados o fígado, o baço e os pulmões, sendo estes pesados 

para realização das relações hepatossomática, esplenossomática e pneumossomática, 

respectivamente, e, posteriormente, o fígado e o pulmão separados em duas partes: 

 

1º) Um pequeno fragmento do fígado e da porção anterior do lobo inferior do pulmão direito 

foram imergidos em Formol tamponado 10% durante doze horas e, posteriormente, em álcool 

para análises histológicas e de imuno-histoquímica; 

 

2º) O restante do fígado e do pulmão foi pesado e congelado a –80ºC para posteriores análises 

bioquímicas e de biologia molecular. O baço foi apenas pesado e, posteriormente, desprezado. 

 

3.2.4 Análises histológicas 

 

     Os testes anatomopatológicos referentes ao tecido hepático foram realizados no 

Laboratório de Patologia Experimental do Instituto Gonçalo Muniz – FIOCRUZ (Bahia), e as 

análises referentes ao tecido pulmonar foram realizadas no Laboratório de Patologia do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, ambas por patologista cegados quanto aos grupos 

experimentais. 

 

     Para a dissecação anatômica do fígado e do pulmão direito, seccionaram-se todas as 

demais estruturas, obtendo-se pulmão e fígado que foram incluídos em blocos de parafina. Na 

etapa seguinte, os blocos de parafina foram fixados ao Micrótomo (Leitz1512) onde se 

realizaram os cortes. Na fase de coloração, as lâminas foram mergulhadas nos corantes 

hematoxilina-eosina e intermediadas por banho de água corrente. Somente o fígado recebeu 

coloração de picrosirius.  Na fase de desidratação, as estruturas passaram por três recipientes 

com álcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a lamínula sobre a lâmina, utilizando-se 

Bálsamo do Canadá ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparação. As lâminas 

foram analisadas em microscópio binocular Nikon Labophot nos diferentes aumentos. No 

tecido pulmonar, os capilares alveolares foram selecionados para avaliação morfométrica, a 

qual foi conduzida por microscópio equipado com câmera digital para captura de imagens 

através do software Image-Plus (Media Cybernetics, Bethesda, USA). 
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3.2.5 Imuno-histoquímica 

  

    A imuno-histoquímica foi realizada para verificação da ativação das células estreladas no 

tecido hepático e, como marcador para estas células ativadas, foi utilizada a α-SMA. Foi 

utilizado anticorpo policlonal α-SMA (Abcam, Cambridge, UK). Cada secção foi 

desparafinizada com xilol e reidratada com diferentes graus de álcool. A recuperação de 

antígeno foi feita em micro-ondas (300W) em buffer citrato (pH 6.0) a 100°C, e a atividade da 

peroxidase endógena foi bloqueada pela incubação das lâminas em metanol absoluto contendo 

3% de peróxido de hidrogênio, à temperatura ambiente. Os cortes foram sequencialmente pré-

incubados com 10% de soro de coelho, à temperatura ambiente, para bloquear possíveis 

reações indesejadas do anticorpo secundário. As lâminas foram incubadas com anticorpo α-

SMA na diluição 1:200. Após sessenta minutos em temperatura ambiente, elas foram tratadas 

com reagente EnVision (Dako, Glostrup, Dinamarca). Logo, foram realizados três lavagens 

com PBS e 3,39-diaminobenzidina foi utilizada como cromógeno. Os núcleos foram 

contracorados com hematoxilina. O anticorpo primário foi diluído em PBS, contendo 0,1% de 

albumina bovina como controle negativo. Os resultados foram avaliados por um dos autores, 

sem conhecimento prévio dos grupos, através de microscópio equipado com câmera digital 

para captura de imagens através do software Image-Plus (Media Cybernetics, Bethesda, 

USA).  

 

3.2.6 Análises Bioquímicas 

 

3.2.6.1 Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS)  

 

     O emprego da técnica das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico é utilizado para 

medir a LPO, porque o ácido tiobarbitúrico reage com os produtos da LPO, entre eles o 

malondialdeído e outros aldeídos. A técnica consiste em aquecer o material biológico a ser 

testado na presença de ácido tiobarbitúrico em meio ácido, para medir 

espectrofotometricamente a formação de um composto corado (base de Schiff). Para que 

ocorresse a reação, adicionou-se ao homogeneizado, ácido tricloroacético (TCA) a 10%(P/V), 

que tem a função de desnaturar as proteínas presentes e acidificar o meio de reação. Essa 

mistura foi agitada e centrifugada durante três minutos a 1000 X g. Foi retirada parte do 

sobrenadante e a este foi adicionado o ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67% (P/V), que reagiu 
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com os produtos da LPO formando um composto de coloração rosada. A mistura foi incubada 

a 100ºC e, em seguida, resfriada no gelo. Depois desses procedimentos, foi realizada a leitura 

da absorbância a 535nm em espectrofotômetro. Os resultados foram expressos em nmoles de 

TBARS por mg de proteína (Buege and Aust, 1978). 

 

3.2.6.2 Superóxido Dismutase (SOD) 

 

     A enzima SOD catalisa a reação de dois ânions superóxido, com a consequente formação 

de peróxido de hidrogênio, que é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, 

como a catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Southorn and Powis, 1988b, Southorn 

and Powis, 1988a, Boveris et al., 1983). Reação 2.1. 

 

     Reação 2.1   2222 2 OOHHOO +⇒++ +−•−•

 

 

     A técnica utilizada está baseada da inibição da reação do radical superóxido com a 

adrenalina. A SOD, presente na amostra em estudo, compete pelo radical superóxido com o 

sistema de detecção. Dado que não se pode determinar a concentração da enzima nem sua 

atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, utiliza-se a quantificação 

em unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima que 

inibe em 50% a velocidade de oxidação do detector (adrenalina). A oxidação da adrenalina 

leva à formação de um produto colorido, o adrenocromo, detectado espectrofotometricamente. 

A atividade da SOD é determinada, medindo a velocidade de formação do adrenocromo, 

observada a 480nm, em meio de reação contendo glicina-NaOH (50mM, pH 10) e adrenalina 

(1mM) (Misra and Fridovich, 1972). 

 

3.2.6.3 Avaliação dos Metabólitos do Óxido Nítrico  

 

     Inúmeras células em diferentes tecidos do corpo humano podem produzir óxido nítrico 

(NO) sendo que, na ausência de estimulação imunológica, a maior parte do NO é produzida 

pelas células endoteliais e do sistema nervoso central. É uma substância extremamente lábil, 

com meia-vida de apenas alguns segundos em sistemas biológicos. Dessa forma, a medida do 

NO faz-se de forma indireta, através da medida de nitritos e nitratos. Esse método consiste na 
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transformação de nitratos e nitritos por meio da enzima nitrato redutase. Para isso, utiliza-se, 

posteriormente, o reativo de Griess. 

 

     Para realizar a técnica, foram necessários 500 µL de amostra, 100 µL NADPH (0,2 mM), 

70 µL Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 µL de uma mistura formada por glicose 6-fosfato (50 

mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 µL de nitrato redutase (10/mL), essa 

mistura foi incubada, à temperatura ambiente, durante trinta minutos. Posteriormente, foram 

utilizados 750 µL dessa mistura e adicionados 750 µL do reativo de Griess, incubando-a 

novamente, à temperatura ambiente, durante dez minutos. A leitura foi realizada a 550nm e 

foi feita uma curva padrão para a determinação de nitritos e nitratos (Granger et al., 1999). 

 

3.2.7 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real – PCR em tempo real 

 

     Para quantificar a concentração de RNAm, utilizamos a metodologia de PCR (reação em 

cadeia da polimerase) em tempo real.  

 

     Primeiramente, foi realizada extração e purificação do RNA da amostra, mediante uso de 

um kit comercial (Promega Corporation, Madison, USA). Após esse procedimento, foi 

quantificado o total de RNA nas amostras, mediante utilização de espectrofotômetro 

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Products, Wilmington, USA) e, posteriormente, realizou-se 

por meio  do sistema High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, 

USA)(Garcia-Mediavilla et al., 2007) a conversão de RNA a cDNA, baseando-se na 

capacidade da transcriptase reversa em sintetizar uma cadeia complementar de DNA (cDNA) 

a partir de uma sequência molde de RNA. 

 

     Como procedimento sequencial, realizou-se a técnica de PCR, em tempo real, de acordo 

com o descrito por Mullis e Faloona, em 1987, e por Saiki e colaboradores, em 1988, com 

base no processo natural de replicação do DNA com amplificação cíclica (Mullis and 

Faloona, 1987, Saiki et al., 1988). O método constou de três etapas: desnaturação, anelamento 

e alongamento, efetuados de forma sucessiva em condições controladas de temperatura e 

tempo. 
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     Foram também utilizados os demais materiais, como sondas TaqMan para iNOS (GenBank 

acesso n° D12520.1 e Rn00561646_m1), eNOS (GenBank acesso n° AB176831.1 e 

Rn02132634_s1), HO-1 (GenBank acesso n° BC091164.1 e Rn01536933_m1) e ETBr 

(GenBank acesso n° X57764.1 e Rn00569139_ml). Além disso, foi utilizado colágeno tipo I 

(GenBank acesso n° BC108298.1 e Rn01526721_m1), procolágeno tipo IV (GenBank acesso 

n° BC089096.1 e Rn01482927_m1), fator de crescimento transformador-β  (TGFβ) 

(GenBank acesso n° X52498.1 e Rn00572010_m1), α-actina do músculo liso (a-SMA) 

(GenBank acesso n° X06801.1 e Rn01759928_g1) e ET-1 (GenBank acesso n° M64711.1 e 

Rn00561129_m1). Esses genes foram avaliados através de ensaios de expressão TaqMan,  

sendo utilizado TaqMan Universal PCR Master mix (Applied Biosystems, Foster City, USA). 

 

     A amplificação foi realizada em termociclador StepOne Plus, real-time PCR system 

(Applied Biosystems, Foster City, USA). Em cada ensaio, foi incluído um controle vazio e 

um controle negativo. O número de ciclos transcritos detectados foram normalizados com o 

número de ciclos para detecção do gene constitutivo HPRT (hipoxantina 

fosforribotransferase) (GenBank acesso n° M63983.1 e Rn01527840_m1), utilizado como 

housekeeping, que codifica para a hipoxantina fosforribosil transferase. 

 

     As mudanças relativas aos níveis de expressão gênica foram determinadas, conforme o 

descrito por Livak e Schmittgen, em 2001, mediante o cálculo de 2–∆∆Ct (Livak and 

Schmittgen, 2001). 

 

3.2.8 Ensaio de mobilidade eletroforética - EMSA 

 

     A ativação do fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB) foi realizada segundo o método 

descrito por Essani e colaboradores, que consiste na separação eletroforética do complexo 

formado pelo NFκB e de uma sonda específica de DNA marcada radioativamente com 

(32P)ATP (GE Healthcare Bio-sciences AB, Uppsala, Sweden) (Martinez-Florez et al., 2005, 

Essani et al., 1997). O método foi realizado em etapas: 

 

     Primeiramente, para a análise da atividade do NFκB, o tecido foi processado para a 

obtenção da fração nuclear.  Dando continuidade, foi realizada a marcação da sonda 

específica. Foi utilizado um oligonucleotídeo com sequência para o NFκB (5’-
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AGTTGAGGGGACTTTCCCAGCC-3’ - Promega Corporation, Madison, USA) marcado 

com 32P(ATP), ao qual foi adicionada uma mistura reativa (9,5 µL de H2O Milli-Q, 5,7 µL de 

oligonucleotídeo para NFκB, 2,5 µL de tampão 10x T4 PNK, 5,3 µL (10 pmol) e 32P(ATP), 2 

µL da enzima T4 PNK). Após agitar a mistura, ela foi incubada a 37ºC durante trinta minutos. 

Posteriormente, a fim de deter a reação e purificar o oligonucleotídeo, foram adicionados na 

seguinte ordem: 2,5 µL de EDTA sódico (0,1 M), 12,5 µL de acetato de amônia (3 M) e 80 

µL de etanol absoluto. Incubou-se a mistura a –20ºC durante trinta minutos e, posteriormente, 

centrifugou-se a 12.000 X g durante quinze minutos, a 4ºC. Foi descartado o sobrenadante e o 

precipitado ressuspenso em etanol a 70%. Novamente ocorreu incubação durante vinte 

minutos a -20ºC. Transcorrido este tempo, voltou-se a centrifugar a 12.000 X g a 4ºC. 

Eliminou-se o sobrenadante, ressuspendendo o precipitado em tampão TE (10 mM Tris/HCl e 

1 mM EDTA pH 8,0). O material foi armazenado a –20ºC durante um período inferior a 

quinze dias.  

 

     Posteriormente foi elaborada outra mistura reativa (5 µL de tampão de incubação (10 mM 

Tris/HCl pH 7,5, 40 mM NaCl, 1mM  EDTA e glicerol 4%), 1 µL de Poli (dI-dC), 13 µg 

proteína provenientes dos extratos nucleares de cada amostra,  H2O Milli-Q até completar um 

volume final de 25 µL) para a reação da união com o DNA. Essa mistura permaneceu durante 

quinze minutos em gelo e logo foram adicionados 2 µL do oligonucleotídeo marcado 

(aproximadamente 30.000 c.p.m.) e incubados, à temperatura ambiente, durante vinte 

minutos.  

 

     Em seguida, preparamos o gel para a etapa de separação eletroforética, através da seguinte 

mistura (4 mL de acrilamida/bisacrilamida (29:1), 15 mL de H2O, 200 µL de persulfato de 

amônia, 10 µL de TEMED). Essa mistura foi introduzida entre os cristais deixando-a 

polimerizar durante uma hora. Posteriormente, os cristais foram introduzidos na cuba de 

eletroforese, adicionados 2 µL de azul de bromofenol nas misturas radioativas provenientes 

de cada amostra e carregado o gel. A eletroforese foi realizada com 150 (V), a 4ºC, durante 

duas horas. Finalizada a eletroforese, o gel foi extraído cuidadosamente e transferido para 

papel tipo Whatman®, colocando-se-o no interior de um filme de revelação de alta 

sensibilidade (Amersham Pharmacia, Piscataway, USA). Depois de revelado o filme, foi 

realizada quantificação por densitometria, utilizando o programa Scion Image, com resultados 

expressos em relação à porcentagem do controle (100%). 
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3.2.9 Western Blot 

      

     Foi utilizado o sistema descrito por Laemmli e colaboradores (1970) para a eletroforese 

(Laemmli et al., 1970), e, para o blotting, a técnica descrita por Towbin e colaboradores 

(1979) (Towbin et al., 1979). Selecionamos quantidade de amostra equivalente a 30 µg de 

proteína. Adicionamos uma solução de H2O, tris/HCl 0,5 M, DTT 1% e azul de bromofenol, 

incubando-a durante cinco minutos a 100ºC. Posteriormente, realizamos a eletroforese em gel 

de poliacrilamida a 12% em tampão de eletroforese (Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 3,5 

mM; pH 8,8). Depois de separadas, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

Polifluorofuro de Vinilideno (PVDF), a fim de permitir a sua exposição aos anticorpos. Para 

realizar a transferência, uma vez extraído o gel, este foi equilibrado em um tampão de 

transferência (Tris 25 mM, glicina 0,2 M e metanol 20%). A transferência foi realizada a 13 V 

durante 25 minutos. A membrana foi lavada com agitação durante dez minutos com PBS 

(0,14 M NaCl, 1,4 mM KH2PO4, 8 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl), depois foi colocada durante 

trinta minutos em solução de bloqueio (leite em pó desnatado em PBS-Tween 20 frio) a 37ºC. 

 

     A membrana de PVDF foi, então, incubada em overnight a 4º C com anticorpo primário 

policlonal específico para ED-1 (78 kDa) (Santa Cruz Biothecnology, Santa Cruz, USA).  

Após esse período, foi lavada seis vezes, durante dez minutos, com PBS-Tween 20. 

Posteriormente, foi incubada durante uma hora com anticorpo anti-imunoglobulina de coelho, 

unido a HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca). Transcorrido esse tempo, foi novamente lavada 

seis vezes, durante dez minutos, em PBS-Tween 20.  

 

     A detecção das proteínas foi realizada por quimiluminescência utilizando um kit comercial 

ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) e, posteriormente, foi introduzida 

em um cassete junto com o filme de revelação (Amersham Hyperfilm ECL, UK).     Depois 

de revelado, o filme foi secado, e as bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando 

o programa Scion Image 4.02 para Windows (Scion Corporation, Frederick, USA). Os 

resultados foram expressos em unidades arbitrárias.  

 

 

 

 



    Ação protetora da Quercetina na SHP experimental 
 

 

82 

3.2.10 Análise Estatística 

 

     As médias e os respectivos desvios padrão foram calculados e analisados, utilizando 

ANOVA de duas vias, comparando os dois grupos (tratados e não tratados com quercetina) 

com outros dois grupos (cirróticos e controles), seguidas de Teste de comparações de Student 

Newman-Keuls. Os valores foram considerados significativos quando P<0,05. Todos os 

cálculos foram realizados com o uso do programa estatístico SPSS, versão 14.0.    
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EXPERIMENTO I 
 
 
 
 
 
 

Evaluation of the protective effects of quercitin  

in the hepatopulmonary syndrome 

 

 

(Publicado na Food and Chemical Toxicology) 

(Fator de impacto: 2.321) 
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EXPERIMENTO II 
 
 
 
 
 
 

Quercitin administration ameliorates 

pulmonary complications of cirrhosis in rats 

 

 

(Publicado na The Journal of Nutrition) 

(Fator de impacto: 3.8) 

 

 



    Ação protetora da Quercetina na SHP experimental 
 

 

92 

 

Cover image: Treatment with quercetin, a dietary flavonoid with antioxidant properties, 

ameliorated the effects of hepatic inflammation in rats with common bile duct ligation 
(CBDL), 14 d after surgery. Left: CBDL rat liver; Right: CBDL + Quercetin rat liver. 
Brown staining shows alpha-smooth muscle actin, which is elevated by CBDL. See the 
article by Tieppo et al., page 1339, in this issue (J. Nutr. 139: 1139–1346, 2009). 

Copyright © 2009 American Society for Nutrition. 
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5 DISCUSSÃO_______________________ 

       

 

 

     Recentemente, o modelo de ligadura de ducto biliar comum tem sido reconhecido como 

modelo experimental capaz de reproduzir as alterações clínicas observadas na SHP em 

humanos. A disponibilidade de um modelo animal para estudo dos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento do SHP é de suma importância para o entendimento dos mecanismos 

fisiopatológicos da doença, além de que, atualmente, não existem terapias eficazes para o 

tratamento da SHP, sendo o único tratamento de sucesso o transplante de fígado (Rodriguez-

Roisin and Krowka, 2008, Fallon et al., 1997, Lee, 1989, Lee et al., 2004). Portanto, é 

essencial desenvolver novas estratégias terapêuticas e avaliar prováveis mecanismos 

patogênicos nessa doença. 

 

     Neste trabalho, foi utilizado o modelo de ligadura de ducto biliar comum para 

desenvolvimento da SHP. Avaliamos as alterações hepáticas e pulmonares e os efeitos 

antioxidantes e antigenotóxicos do flavonoide quercetina nos respectivos tecidos, além de 

testes em leveduras e bactérias para avaliação dessas atividades em diferentes organismos.  

 

     No experimento I, conforme descrito no Artigo I, foi avaliado o dano ao DNA no modelo 

experimental de cirrose biliar secundária e verificada a ação da quercetina como agente 

genotóxico/antigenotóxico, utilizando o teste de micronúcleos e o ensaio cometa, além de 

elucidação dos efeitos celulares da quercetina como pró-/antioxidante ou como agente 

mutagênico/antimutagênico, através de testes de sobrevivência em linhagens de 

Saccharomyces cereviseae deficientes em enzimas superóxido dismutase e testes de 

mutagenicidade com linhagens de Salmonella typhimurium (testes de Ames) e de Escherichia 

coli (Mutoxiteste WP2), que detectam mutagênese oxidativa.  
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     Através do teste de micronúcleos, realizado em medula óssea (Tabela 1 – Artigo I), 

observa-se aumento na frequência de micronúcleos no grupo cirrótico em relação ao grupo 

controle. Já no grupo controle submetido à administração de quercetina, os resultados foram 

similares aos encontrados no grupo controle que recebeu apenas veículo.O grupo cirrótico 

tratado com quercetina mostrou decréscimo significativo na frequência dos micronúcleos em 

relação aos ratos cirróticos não tratados. 

 

     Em relação à avaliação do dano ao DNA nos tecidos sanguíneo, hepático e pulmonar, ele 

foi realizado neste trabalho por meio da técnica de ensaio cometa. Os dados mostraram 

aumento significativo do dano ao DNA no fígado e no pulmão, mas não no sangue dos 

animais cirróticos, mensurados por Índice de Dano (ID) e Frequência de Dano (FD), em 

comparação com o grupo controle (Tabela 2 – Artigo I). No grupo controle tratado com 

quercetina, não foi observada diferença significativa de dano ao DNA em relação ao grupo 

controle que recebeu apenas veículo em nenhum dos três tecidos analisados. Já no grupo 

cirrótico tratado com quercetina, notou-se redução do dano ao DNA, em relação ao grupo de 

animais cirróticos não tratados, nos tecidos hepático e pulmonar (Tabela 2 – Artigo I). 

 

     O aumento da frequência de micronúcleos e dano ao DNA nos animais cirróticos em 

comparação com o grupo não cirrótico sugere que a SHP pode diminuir a estabilidade 

genômica. Estudos prévios relatam que, na patofisiologia da cirrose biliar, ocorrem lesões no 

fígado e no pulmão que são maximizadas pela ação de radicais livres, dados estes também 

observados no nosso trabalho pela avaliação de LPO e enzimas antioxidantes (Zhang et al., 

2003, Vallance and Moncada, 1991, Schattenberg et al., 2005, Singh, 2000). Além disso, na 

SHP, os níveis de óxido nítrico são aumentados e as defesas antioxidantes naturais são 

diminuídas (Zhang et al., 2003). Essa superprodução de óxido nítrico na SHP pode levar à 

geração de peroxinitritos, uma fonte importante de dano oxidativo ao DNA (Lohman et al., 

2001). 

 

     A quercetina, por si só, não levou ao aumento da frequência de micronúcleos em 

eritrócitos policromáticos e nem induziu danos ao DNA, como pode ser observado pelos 

resultados obtidos do grupo de animais controle tratados com esse flavonoide (Tabela 1 e 2 – 

Artigo I). De fato, na maioria dos estudos in vivo em mamíferos, a genotoxicidade dos 

flavonoides é predominantemente negativa (Brozmanova et al., 2001). Fato confirmado por 

estudos com o uso de antioxidantes em animais controles, nos quais não foram mostrados 
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fenômenos de genotoxicidade, mutagenicidade e nem aumento do estresse oxidativo (Moreira 

et al., 2004, Pavanato et al., 2003, Dias et al., 2005b, Vercelino et al., 2008a).  

 

     Neste estudo, a quercetina foi capaz de proteger o DNA em ratos cirróticos por ligadura de 

ducto biliar comum (Tabela 1 e 2 – Artigo I). Os animais cirróticos tratados com quercetina 

exibiram uma pequena redução nos eritrócitos policromáticos micronucleados (Tabela 1 – 

Artigo I). Além disso, os danos ao DNA em fígado e pulmão, tecidos alvo acometidos na 

SHP, foram menores no grupo cirrótico tratado com quercetina em relação ao não tratado 

(Tabela 2 – Artigo I).  

 

     Outros mecanismos protetores dos flavonoides em células-alvo têm sido sugeridos em 

experimentos in vitro (culturas de células) (Anderson et al., 1994, Lohman et al., 2001). Tais 

estudos têm mostrado que a quercetina e outros flavonoides inibem eficazmente a produção 

de óxido nítrico e do fator de necrose tumoral nas células de Kupffer (Kawada et al., 1998). 

Os flavonoides podem também proteger essas células da ação de radicais livres, 

consequentemente inibindo o dano ao DNA e a mutagenicidade (Edenharder and Grunhage, 

2003, Salter et al., 2004). Em nosso estudo, utilizando linhagem de S. cerevisiae, a quercetina 

mostrou seu potencial antioxidante, aumentando a sobrevivência em situação de 

citotoxicidade induzida por H2O2 (Figura 1 – Artigo I).  

 

     Outros mecanismos, para o efeito protetor dos flavonoides, sobre linhagens celulares têm 

sido sugeridos (Bors and Saran, 1987, Anderson et al., 1994, Ferguson, 2001). Com a 

utilização das linhagens de E. coli, que têm sensibilidade aumentada a danos oxidativos, 

observou-se que o uso da quercetina tem efeito antimutagênico contra mutação induzida por t-

BOOH, principalmente em IC203, sugerindo proteção antioxidante. Além disso, a quercetina 

não foi capaz de induzir, por si só, mutagenicidade nessas linhagens (Tabela 3 – Artigo I). 

Os flavonoides também podem proteger as células, agindo como varredores de radicais livres, 

inibindo a mutagenicidade e os danos ao DNA (Edenharder and Grunhage, 2003, Salter et al., 

2004). Na linhagem TA102, foi observado importante efeito antimutagênico dado pela 

quercetina contra t-BOOH e H2O2 (Tabela 4 – Artigo I).  

 

     Por meio deste trabalho, observamos que o uso da quercetina não provocou danos ao DNA 

e não apresentou atividade genotóxica nem mutagênica. Para tal, utilizamos diferentes tecidos 

de animais submetidos à BDL, confirmando que há dano nos tecidos hepático e pulmonar. 
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Observamos redução do dano nos animais tratados com quercetina na dose de 50mg/Kg. Por 

outro lado, ao estudarmos a atividade antigenotóxica da quercetina em diferentes linhagens 

celulares, constatamos que frente a agentes potencialmente oxidantes, como o H2O2 e o t-

BOOH, ela – quercetina - também foi eficaz em diminuir o estresse oxidativo e em aumentar 

a estabilidade genômica, sugerindo efeitos benéficos, possivelmente por suas propriedades 

antioxidantes.  

 

     O experimento II, conforme descrito no Artigo II, foi desenvolvido em modelo animal, 

sendo avaliada a integridade hepática através da análise de enzimas séricas bem como 

alterações do peso do fígado, do baço e do pulmão desses animais em relação ao seu peso 

corporal total.  Foram verificadas ainda alterações na difusão de gases através de gasometria 

arterial, alterações na pressão portal, análises histológicas nos tecidos pulmonar e hepático, 

imuno-histoquímica para α-SMA em tecido hepático, avaliação de LPO, quantificação da 

enzima antioxidante SOD e avaliação dos metabólitos do NO em tecido pulmonar, avaliação 

dos níveis de RNAm de ETBr, eNOS, iNOS e HO-1 no tecido pulmonar dos diferentes grupos 

estudados, avaliação dos níveis de RNAm de colágeno tipo I, pró-colágeno tipo IV, TGFβ, α-

SMA, ET-1 e HO-1 no tecido hepático dos diferentes grupos estudados, verificação da 

expressão proteica do marcador de macrófagos ED-1 no tecido pulmonar e também da 

ativação do NFκB no extrato nuclear de tecido pulmonar nos diferentes grupos estudados. 

 

     No presente estudo, o tratamento com quercetina diminuiu o dano oxidativo, a 

translocação nuclear do NFκB, a expressão de proteínas no tecido pulmonar, como iNOS, 

eNOS, HO-1 e ETBr, e também reduziu acentuadamente a expressão de colágeno tipo I, 

procolágeno IV, TGFβ, ET-1 e HO-1 no tecido hepático, demonstrando efeitos benéficos que 

poderiam ser explicados devido ao poder antioxidante e antifibrogênico desse flavonoide no 

fígado. 

 

     Na avaliação da integridade hepática (Table 1 – Artigo II), através das enzimas séricas 

AST, ALT, FA e Bilirrubinas total e direta, observamos aumento significativo delas no grupo 

cirrótico e  redução importante no grupo tratado com quercetina. As enzimas AST e ALT que 

catalisam a transferência do grupo a-amino do ácido aspártico e da alanina para o grupamento 

de a-ceto do cetoglutarato, com formação de ácido oxalacético e pirúvico, respectivamente, e 

atuam na gliconeogênese, facilitam a síntese de glicose a partir de outras fontes que não 
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carboidratos. Dessa forma, por estarem diretamente relacionadas à lesão e à necrose celular de 

tecidos ricos em ALT e AST, ou ainda a alterações da permeabilidade da membrana celular 

do hepatócito, ocorre liberação e elevação dos valores enzimáticos na corrente sanguínea, em 

alterações hepáticas estabelecidas (Brandão and Marroni, 2001).  

 

      A FA é um grupo de enzimas que catalisam a hidrólise de ortofosfatos em pH alcalino, 

originando fosfato inorgânico e radicais inorgânicos. A elevação dos níveis séricos da FA em 

pacientes com doença hepatobiliar é secundária à síntese da enzima no fígado e à sua 

posterior liberação no soro. Os ácidos biliares induzem à síntese de fosfatase alcalina que, por 

sua vez, atua na membrana do hepatócito levando à ruptura de organelas hepáticas e tornando 

solúvel a FA ligada às membranas (Kozlov et al., 1994). A dosagem sanguínea de FA é o 

exame mais comumente solicitado para identificar a presença de colestase em pacientes com 

enfermidade hepatobiliar ocasionada pela obstrução do fluxo biliar (Santos and Zucoloto, 

1998). 

 

     Nossos achados em relação à integridade hepática e à obstrução do fluxo biliar estão de 

acordo com trabalhos de outros autores que fizeram uso do modelo de ligadura de ducto biliar 

comum, indicando o comprometimento hepático e a fidelidade deste modelo animal (Pastor et 

al., 1997, Peres et al., 2000, Montero et al., 2005, Zhang et al., 2003).  

 

     Os animais cirróticos por ligadura de ducto biliar comum, submetidos à administração da 

quercetina, tiveram diminuição da atividade de todas as enzimas séricas avaliadas, mostrando 

que o flavonoide quercetina, através de seu potencial antioxidante, apresenta ação 

hepatoprotetora sobre o fígado. Esses dados também foram demonstrados por Peres e 

colaboradores, em 2003, no mesmo modelo animal e no uso deste flavonóide (Peres et al., 

2000). Em outro estudo, Pavanatto e colaboradores, utilizando o modelo de cirrose induzida 

por tetracloreto de carbono (CCl4), obtiveram efeitos similares aos nossos, achados na 

avaliação dessas enzimas após o uso do flavonoide quercetina em ratos (Pavanato et al., 

2003). 

 

     Doenças crônicas do fígado, especialmente a cirrose, podem estar associadas com 

hipoxemia arterial, que resulta da combinação de alterações na relação ventilação-perfusão de 

shunts pela dilatação vascular intrapulmonar (Andersen et al., 1982, Dal palu et al., 1968). 
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     No diagnóstico da SHP, a hipoxemia arterial, constatada pela gasometria arterial, é um 

achado fundamental. Os estudos apontam para um considerável desarranjo estrutural na 

microcirculação pulmonar, suficiente para permitir a passagem de sangue venoso misto para 

as veias pulmonares, que é representado pela disseminada vasodilatação pré-capilar no leito 

vascular pulmonar, próximo às áreas de trocas gasosas, permitindo diminuição nas 

concentrações de gases arteriais (Lima et al., 2004). O diâmetro normal dos capilares é de, 

aproximadamente, 8 a 15 µm, podendo chegar a 500 µm nos pacientes com Síndrome 

Hepatopulmonar (Chiesa et al., 1969, Schraufnagel and Kay, 1996). 

 

     Em pacientes cirróticos com suspeita de SHP, a análise gasométrica deve apresentar 

valores de PaO2 menores que 80mmHg, saturação de hemoglobina (SaO2/Hb) inferior ou 

igual a 92% e valores de PCO2 em torno de 30mmHg, indicando possível diagnóstico de SHP 

(Rodriguez-Roisin and Krowka, 2008, Martinez et al., 2000).  

 

     Na análise da gasometria arterial (Tabela 1 – Artigo II), observamos diminuição 

significativa da pressão parcial de oxigênio (PO2) e aumento na diferença alvéolo-arterial de 

oxigênio nos ratos cirróticos, demonstrando alteração na difusão de gases neste modelo. Esses 

dados confirmam os achados de diversos autores que utilizaram o mesmo modelo para avaliar 

as alterações pulmonares associadas à cirrose, e esta hipoxemia está relacionada à 

vasodilatação intrapulmonar, ocasionada por aumento da produção de substâncias 

vasodilatadoras no endotélio pulmonar, em especial, o óxido nítrico (NO) (Fallon et al., 1997, 

Zhang et al., 2003, Fallon, 2005, Nunes et al., 2001).  

 

     Achados semelhantes foram encontrados em diversos estudos que relatam o aumento do 

gradiente alvéolo-arterial de oxigênio em ratos submetidos à CBDL, demonstrando 

anormalidades na difusão de gases (Fallon et al., 1997, Zhang et al., 2003). 

 

     Em animais cirróticos que receberam tratamento com quercetina, notou-se, entretanto, 

aumento da PO2 e redução de 72% do gradiente AaO2. Tais achados mostram que a 

quercetina, possivelmente pelo seu efeito scavenger de radicais livres, melhora a função 

hepática e, consequentemente, ameniza as alterações pulmonares características dessa 

síndrome, como a hipoxemia arterial. Além disso, estudos mostram que os flavonoides têm 

importante função na manutenção da resistência e da integridade da parede capilar, podendo, 
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dessa forma, também melhorar a relação ventilação-perfusão, facilitando as trocas gasosas 

(Havsteen, 1983, Gabor, 1988, Pratico, 2005, Formica and Regelson, 1995). 

 

     Como previamente documentado, a administração da quercetina em ratos CBDL 

normalizou o gradiente alvéolo-arterial de oxigênio, levando à melhora da hipoxemia. Vários 

estudos, mensurando a concentração de NO exalado, encontraram como resultado maiores 

concentrações de NO exalado em pacientes com cirrose e SHP do que em pacientes apenas 

com cirrose, e a diferença AaO2 foi linearmente relacionada com as concentrações de NO 

exaladas (Rolla et al., 1997). No presente estudo, houve aumento da AaO2 paralelo ao 

aumento do NOx no tecido pulmonar, sugerindo que o NO tem  influência considerável sobre 

a oxigenação arterial. 

 

     Considerando-se as relações hepatossomática, esplenossomática e pneumossomática 

(Tabela 1 – Artigo II), podemos observar no grupo cirrótico aumento significativo do peso 

do fígado, do baço e dos pulmões em relação a todos os demais grupos estudados, salientando 

que, no grupo cirrótico tratado com quercetina, essa situação foi reduzida significativamente. 

 

     Em relação ao peso do fígado e do baço, os dados coincidem com trabalhos nos quais foi 

mostrado que tais aumentos também foram atenuados após o uso da N-acetilcisteína e da 

quercetina no modelo de CBDL (Pastor et al., 1997, Peres et al., 2000, Vercelino et al., 

2008a). O aumento da relação pneumossomática provavelmente decorre de shunts e da 

dilatação vascular intrapulmonar, o que aumenta o peso do órgão em estudo. Berthelot e 

colaboradores (1966) encontraram aumento no diâmetro de arteríolas em animais após CBDL, 

o que poderia influenciar no peso desse órgão nessa situação (Berthelot et al., 1966). Dados 

parecidos foram encontrados por Vercelino e colaboradores em recente estudo (Vercelino et 

al., 2008a). O aumento do peso pode decorrer, ainda, da infiltração de células inflamatórias e 

das proteínas plasmáticas no parênquima pulmonar, em função da endotoxemia presente neste 

modelo experimental (Chang and Ohara, 1993).  

 

     Referente à pressão portal, observamos aumento significativo dela em animais cirróticos 

demonstrando quadro de hipertensão portal e reversão em animais cirróticos tratados com 

quercetina. Moreira e colaboradores encontraram dados parecidos em estudo prévio, 

utilizando modelo experimental de hipertensão portal por ligadura parcial de veia porta e 

submetendo os animais ao tratamento com quercetina (Moreira et al., 2004). 
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     Por meio da histologia, em fragmentos de fígado e pulmão, foi verificado que ambos os 

tecidos apresentavam diferenças importantes entre o grupo cirrótico e os grupos controles e 

cirrótico tratado com quercetina. No exame histológico do tecido hepático pela coloração de 

hematoxilina-eosina, confirma-se o desenvolvimento de cirrose biliar no grupo com ligadura 

de ducto biliar comum (Figura 1 (B e E) – Artigo II), com nódulos regenerativos, intensa 

proliferação ductular, pontes fibróticas e focos de necrose. Já os animais cirróticos tratados 

com quercetina (Figura 1 (C e F) – Artigo II) apresentaram diminuição dessas alterações 

com marcada redução da proliferação ductular, diminuição de fibrose em pontes porta-porta e 

sem delimitação de nódulos formados. Esses achados estão de acordo com os estudos que 

utilizaram quercetina e outras substâncias antioxidantes, como a N-acetilcisteína e a rutina, 

em que se observa a redução da fibrose hepática (Pastor et al., 1997, Peres et al., 2000, 

Pavanato et al., 2003). A melhora no parênquima hepático acompanha-se da observada nos 

parâmetros enzimáticos e bioquímicos, assim como a melhora na integridade da membrana 

plasmática é acompanhada da redução na LPO. 

 

     Na análise histológica do pulmão, observamos, através de análise morfométrica, aumento 

importante do diâmetro dos vasos no grupo cirrótico (Figura 2 (C) – Artigo II), denotando-se  

a vasodilatação, característica chave da síndrome hepatopulmonar. Tais achados estão de 

acordo com os de outros autores que utilizaram o mesmo modelo para investigação da 

síndrome hepatopulmonar (Chang and Ohara, 1993, Fallon et al., 1997, Nunes et al., 2001, 

Zhang et al., 2003). Os animais cirróticos, quando submetidos ao tratamento com quercetina, 

apresentaram redução da vasodilatação (Figura 2 (D) – Artigo II). Isso possivelmente se dá 

em decorrência do potencial antioxidante da quercetina, que reduz a lesão oxidativa no fígado 

dos animais com CBDL, acarretando melhora na função hepática e, consequentemente, 

levando à redução da endotoxemia e à diminuição de NO e EAO no tecido pulmonar. O 

decréscimo da lesão oxidativa, a diminuição dos níveis de NO e a redução da vasodilatação 

pulmonar possivelmente restabelecem as alterações difusionais dos gases. 

 

     Muitos autores têm descrito que, na presença de cirrose, há aumento considerável da 

lipoperoxidação pela formação de espécies ativas de oxigênio (Britton and Bacon, 1994). 

 

     Sabe-se que todas as células fagocitárias são responsáveis pela geração de ânion 

superóxido (O2
•-), capaz de oxidar a membrana plasmática e produzir grande quantidade de 
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espécies reativas do oxigênio (ERO) (Thannickal and Fanburg, 2000). Considerando que 

neste modelo ocorre o processo de endotoxemia por translocação bacteriana, esse fator deve 

ser levado em consideração. 

 

     A avaliação da LPO pode ser realizada através da medida de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), método que verifica a presença de malondialdeído, que é um 

subproduto do processo de oxidação das membranas lipídicas celulares (Buege and Aust, 

1978).  

      

     Na avaliação da lipoperoxidação (Tabela 2 – Artigo II) no tecido pulmonar, observamos 

aumento de 80% das substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) nos animais 

cirróticos em relação ao grupo controle. Sugere-se que o aumento desse processo esteja 

relacionado ao aumento do estresse oxidativo.  

 

     Como citado anteriormente, tais achados no modelo de CBDL podem ser explicados pela 

endotoxemia e pelo aumento de ácidos biliares, que poderiam desequilibrar a atividade da 

cadeia de transporte de elétrons na mitocôndria hepática e, assim, favorecer o aumento da 

produção de espécies ativas de oxigênio (Pastor et al., 1997, Videla et al., 2004). 

 

      Em animais cirróticos que foram tratados com quercetina, entretanto, observaram-se 

valores de TBARS próximos aos dos grupos controle, reforçando o potencial antioxidante 

desse flavonoide. A diminuição da lipoperoxidação em situações de cirrose já foi demonstrada 

pelo uso de outras substâncias com ação antioxidante, como a rutina, a melatonina e a N-

acetilcisteína neste modelo de cirrose biliar secundária (Pastor et al., 1997, Peres et al., 2000, 

Esrefoglu et al., 2005).  

 

     Na cirrose, ocorre um desbalanço entre as substâncias oxidativas e as antioxidativas, 

levando ao processo de estresse oxidativo. A quercetina, por sua ação antioxidante, parece 

proteger o tecido hepático (dados não publicados), melhorando a função hepática e, através 

desta, de forma secundária diminui a translocação bacteriana do trato gastrointestinal e, 

consequentemente, a atenuação das alterações pulmonares encontradas nessa síndrome 

(Formica and Regelson, 1995).  
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     Vários trabalhos têm evidenciado o envolvimento do estresse oxidativo e da ação das 

enzimas antioxidantes na cirrose, na tentativa de proteger o fígado da ação lesiva dos radicais 

livres (Peres et al., 2000, Videla et al., 2004). As células têm um sistema de defesa 

antioxidante enzimático, que converte espécies oxidantes em moléculas não tóxicas, e 

protegem o organismo dos efeitos deletérios do estresse oxidativo(Formica and Regelson, 

1995). 

      

     A enzima superóxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa da célula 

contra o estresse oxidativo (Halliwell, 1994). Na análise enzimática, comparando a atividade 

da enzima SOD no tecido pulmonar, observa-se aumento significativo nos animais cirróticos 

tratados com quercetina, quando comparada aos não tratados, reforçando os mecanismos de 

proteção antioxidante da quercetina nesse modelo.  

 

     Vários trabalhos relacionam a diminuição da atividade da enzima SOD ao aumento do 

estresse oxidativo (Hodgson and Fridovich, 1975, Santiard et al., 1995). No presente estudo, 

observou-se diminuição de 69% da atividade da enzima SOD (Tabela 2 – Artigo II) no 

tecido pulmonar do grupo cirrótico em relação aos demais grupos. Em contrapartida, os 

animais cirróticos que foram tratados com quercetina mantiveram os valores da atividade da 

enzima SOD próximos aos do grupo controle. Tais dados, semelhantes aos nossos achados, 

foram também observados por Peres e colaboradores, em 2000, no tecido hepático, ao utilizar 

o flavonoide quercetina, e por Pastor e colaboradores, em 1997, ao utilizar NAC na avaliação 

do tecido hepático no modelo de cirrose por CBDL, levando-nos a pensar que, quando o 

fígado está protegido pela quercetina, a SOD é preservada. 

 

     Pavanatto e colaboradores obtiveram resultados semelhantes aos nossos em um estudo 

com animais cirróticos por tetracloreto de carbono. Nele, as enzimas antioxidantes CAT e 

SOD mostravam-se significativamente reduzidas no fígado dos animais cirróticos em relação 

aos grupos controle e se elevavam em 70% (SOD) e 80% (CAT) após a administração da 

quercetina (Pavanato et al., 2003). 

 

     A translocação bacteriana e a endotoxemia podem aumentar as citocinas no endotélio 

pulmonar com aumento da formação de espécies ativas de oxigênio, entre elas, o ânion radical 

superóxido, o que justificaria o consumo da SOD no tecido pulmonar pela grande quantidade 

deste radical. Tais dados reforçam a hipótese de que flavonoides como a quercetina são 
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potentes varredores de radicais livres, como o radical hidroxil e o ânion superóxido, pois, após 

seu uso, a SOD está aumentada em níveis semelhantes aos dos controles, fato observado 

também por nós neste estudo (Robak and Gryglewski, 1988). 

 

   A ausência ou a diminuição de bile no intestino delgado leva à perda do efeito emulsificante 

e antiendotóxico dos sais biliares, o que provoca níveis elevados de endotoxinas no intestino 

grosso, onde são absorvidas e, através da circulação portal, favorecem a translocação 

bacteriana, encontrada em 45 – 75% dos animais com cirrose experimental por CBDL, 

agravando a lesão hepatocelular. A lesão hepática favorece a inadequada filtração do sangue 

nos sinusóides e, pelo desenvolvimento de shunts portossistêmicos e acentuada diminuição da 

capacidade fagocitária do fígado, há entrada de bactérias e endotoxinas na circulação 

pulmonar. Nessa situação, o pulmão filtra o sangue, compensando o decréscimo da função 

fagocitária do fígado (Rabiller et al., 2002). 

 

     Acredita-se que a dilatação vascular intrapulmonar pode estar relacionada à translocação 

bacteriana do trato gastrointestinal, fenômeno que expõe o pulmão ao efeito de endotoxinas e 

citocinas inflamatórias (Falchuk et al., 1980). Esse aumento de endotoxinas na circulação 

pulmonar promove o acúmulo de macrófagos intravasculares na microcirculação pulmonar e 

se correlaciona com o aumento da expressão da óxido nítrico induzível (iNOS) (Nunes et al., 

2001). 

 

     O NO funciona como sinalizador molecular mediando a vasodilatação, quando produzido 

em baixas concentrações pela óxido nítrico sintase (NOS) em células vasculares endoteliais, 

mas como uma fonte altamente tóxica e oxidante, quando produzido em altas concentrações, 

pela NOS em macrófagos no processo patológico (Russo et al., 2005). 

 

     Na avaliação da produção de nitratos totais no homogeneizado de pulmão (Tabela 2 – 

Artigo II), dos grupos estudados, observamos aumento de 70% na produção desses 

metabólitos no grupo cirrótico em relação aos demais grupos. Esses dados estão de acordo 

com os estudos que correlacionam a vasodilatação intrapulmonar de ratos cirróticos por 

CBDL à presença de óxido nítrico (NO) no tecido pulmonar (Nunes et al., 2001, Zhang et al., 

2003, Fallon and Abrams, 2000). 
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     A excessiva produção de NO no tecido pulmonar em situação de SHP está associada a 

duas vias de produção de óxido nítrico. Na primeira, pela patogênese da endotoxemia 

(Titheradge, 1999), que se relaciona ao desenvolvimento da SHP no modelo de CBDL, pela 

atividade de macrófagos intravasculares pulmonares e expressão de iNOS no tecido pulmonar 

(Nunes et al., 2001). E, em segundo lugar, via endotelina-1, através da eNOS. Em condições 

normais, a endotelina-1 é um vasoconstritor parácrino que regula o tônus vascular e se liga a 

receptores do tipo A nas células musculares lisas da parede vascular, causando vasoconstrição 

e, em menor grau, aos receptores do tipo B das células endoteliais, desencadeando a produção 

de NO e contrabalançando os efeitos vasoconstritores. Na cirrose, ocorre a superprodução de 

endotelina-1 pelas células estreladas do fígado, e essa passa a atuar de forma endócrina, 

difundindo-se na corrente sanguínea e atingindo a circulação pulmonar, onde interage, 

preferencialmente, com receptores do tipo B da superfície luminal do endotélio vascular 

pulmonar e, dessa forma, aumenta a produção da eNOS e, consequentemente, a geração de 

NO, causando a vasodilatação intrapulmonar (Fallon and Abrams, 2000). 

 

     Em nosso estudo, os valores de nitratos totais dos animais que receberam tratamento com 

quercetina (Tabela 2 – Artigo II) permaneceram próximos aos do grupo controle, sendo 

significativamente menores que os dos níveis encontrados no grupo cirrótico sem tratamento. 

A quercetina parece apresentar efeitos sobre a produção de NO, provavelmente por melhorar 

a função hepática e reduzir a produção de endotelina pelas células estreladas do fígado e, 

subsequentemente, a produção da eNOS, e por diminuir a translocação bacteriana, 

minimizando o acúmulo de citocinas e células de defesa no endotélio pulmonar com 

consequente redução da produção da iNOS. 

 

     O aumento da produção hepática e das concentrações plasmáticas de ET-1 também foram 

observados em situações de cirrose experimental e em humana. A ET-1, como o NO, é um 

importante mediador endotelial que modula tônus vascular (Ling et al., 2004). Outros estudos 

têm revelado o aumento da produção hepática da ET-1 com liberação para a circulação 

sistêmica como importante mecanismo de desencadeamento do aumento da eNOS pulmonar, 

podendo também ser responsável pela vasodilatação intrapulmonar após a CBDL e, 

consequentemente, pelas alterações das trocas gasosas (Zhang et al., 1999). Esse efeito pode 

ser impulsionado por aumento na expressão de ETBr, o que aumenta a produção endotelial de 

NO secundariamente à ação da ET-1 (Tang et al., 2007). Da mesma forma, em outro estudo 

experimental, a administração de um antagonista seletivo de ETBr em ratos após CBDL 
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diminuiu a expressão de eNOS e ETBr no tecido pulmonar, ocasionando melhora significativa 

do quadro de SHP (Ling et al., 2004). 

 

     O presente estudo suporta a hipótese de que a superexpressão de ETBr na 

microvasculatura pulmonar (Tabela 3 – Artigo II) contribui para o aumento da ativação da 

eNOS e consequente aumento da produção de NO em resposta à CBDL. Após administração 

da quercetina, observou-se normalização dos níveis de RNAm de ETBr e de eNOS (Tabela 3 

– Artigo II), e também das concentrações de NO em tecido pulmonar (Tabela 2 – Artigo II), 

o que possivelmente levou ao impedimento da progressão da SHP.  

 

     Estudos utilizando inibidores das NOS têm mostrado que a superprodução de NO 

desempenha um papel central na evolução da SHP (Nunes et al., 2001, Sztrymf et al., 2004). 

Alguns pesquisadores demonstram que somente a expressão de eNOS, não da iNOS, está 

aumentada no leito vascular sistêmico (Sogni et al., 1997). Em contrapartida, outros têm 

sugerido que a superexpressão da iNOS, mais que da eNOS, provoca o aumento da atividade 

do NO nas artérias pulmonares (Chabot et al., 1996).  

 

     Nossos dados são consistentes com o aumento da expressão da iNOS e, em menor medida,  

da eNOS nos pulmões de ratos cirróticos não tratados (Tabela 3 – Artigo II), levando a 

aumento da produção pulmonar de NO, o que contribui para a gênese do SHP. Outro estudo, 

realizado por Nunes e colaboradores, em 2001, também com ratos cirróticos verificou o 

aumento da produção de NO pulmonar, correlacionada principalmente com a superexpressão 

da iNOS em macrófagos sequestrados de microvasos pulmonares, e constatou que a inibição 

por agentes antioxidantes previne a SHP. Em nosso estudo, também ocorreu acúmulo de 

macrófagos intravasculares pulmonares nos animais cirróticos, o que foi refletido pelo 

aumento dos níveis de ED1, visualizados por Western Blot. O tratamento com quercetina 

diminuiu em torno de 54% o recrutamento de macrófagos intravasculares (Figura 3 – Artigo 

II), em comparação com ratos cirróticos não tratados. 

 

     Devido ao constante acúmulo de macrófagos intravasculares na progressão da SHP 

experimental, ocorreu, além da superprodução de iNOS, consequente aumento dos níveis de 

HO-1 (Zhang et al., 2003, Nunes et al., 2001, Palma and Fallon, 2006). Esses eventos 

contribuem para maior vasodilatação através da superprodução de NO derivado da iNOS e de 
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CO derivado da HO-1. Há evidências sólidas do envolvimento dessas substâncias na 

vasodilatação intrapulmonar presente nessa doença.  

 

     Nossos achados estão em concordância com os estudos que sugerem que o NO derivado de 

iNOS e da eNOS está significativamente associado ao aumento da expressão de HO-1 no 

tecido pulmonar (Zhang et al., 2003). Nós encontramos a superexpressão da isoforma HO-1 

apenas no grupo cirrótico sem tratamento (Tabela 3 – Artigo II). Considerando que a HO-1 

tem papel protetor contra os efeitos do aumento do estresse oxidativo nas funções celulares 

(Chen et al., 2004), investigamos se a HO-1 pode ser superexpressa em situações de cirrose 

como um mecanismo homeostático contra o aumento do estresse oxidativo. Desse modo, a 

diminuição do estresse oxidativo após o tratamento com quercetina em ratos cirróticos, 

representada pelo restabelecimento dos níveis de TBARS, NO, e SOD (Tabela 2 – Artigo II), 

poderia estar relacionada com a normalização dos níveis de RNAm de HO-1 neste grupo de 

animais (Tabela 3 – Artigo II). Uma segunda possibilidade é sugerida por dados reveladores 

de que a inibição da NOS pode bloquear o aumento da pulmonar HO-1 após CBDL (Carter et 

al., 2002). Tomadas em conjunto, ambas as explicações poderiam estar relacionadas à 

potencial inativação de fatores de transcrição sensíveis ao estado redox , que regulam a 

expressão dessas enzimas.  

 

     Uma das mais importantes vias sinalizadoras que poderia ser ativada durante a SHP é a do 

fator de transcrição NFκB, uma vez que é ativado por uma variedade de estímulos externos, 

incluindo espécies reativas de oxigênio, citocinas e estresse de cisalhamento vascular. Após a 

ativação desse fator, ele migra para o núcleo, resultando em alterações na expressão de 

diferentes enzimas, incluindo a NOS e a HO-1 (Majano et al., 2001, Lavrovsky et al., 2000).  

 

     No presente estudo, observamos que os níveis de RNAm da iNOS, da eNOS, da HO-1 e 

dos ETBr (Tabela 3 – Artigo II) aumentaram em paralelo com a ativação do NFκB (50% em 

relação aos controles) no tecido pulmonar de ratos cirróticos (Figura 4 – Artigo II). A 

quercetina administrada após o aparecimento de lesões hepáticas atenuou significativamente o 

desenvolvimento da SHP, abolindo a ativação do NFκB (Figura 4 – Artigo II), e devido a 

isso reduziu os níveis dede RNAm de ETBr, iNOS, eNOS, e HO-1 (Tabela 3 – Artigo II). 
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     Os achados histológicos mostraram que os animais cirróticos não tratados tinham cirrose 

biliar estabelecida (Figura 1 (B e E) – Artigo II). O acúmulo excessivo de fibras de 

colágenos tipos I, III e IV leva à produção de um grande conjunto de moléculas pró-

fibrogênicas que aceleram rapidamente o desenvolvimento de fibrose(Friedman, 2004). A 

expressão de genes de colágeno tipo I e pró-colageno tipo IV foi consideravelmente mais 

baixa no grupo de animais cirróticos que receberam tratamento com quercetina em 

comparação ao grupo sem tratamento (Tabela 3 – Artigo II), o que poderia ser explicado 

pelos efeitos protetores da quercetina contra o estresse oxidativo, prevenindo a progressão da 

doença.  

 

     Coerente com esses achados,o TGFβ, o mais potente indutor de fibrose, imensamente 

citado na literatura por desempenhar papel chave na transformação de células estreladas 

quiescentes em miofibroblastos fibrogênicos e por estimular a síntese de proteínas da matriz 

extracelular e inibir a sua degradação (Gressner and Weiskirchen, 2006, Dooley et al., 2003), 

teve seus níveis significativamente reduzidos após o tratamento com a quercetina (Tabela 3 – 

Artigo II), confirmando seu papel antifibrogênico (Peres et al., 2000). Tais efeitos podem ser 

correlacionados ao efeito inibitório da quercetina sobre a indução da expressão do TGFβ pela 

matriz das células hepáticas estreladas. Podem também ser explicados pela redução na 

proliferação e diferenciação dessas células, conforme mostrado pela diminuição dos níveis de 

RNAm da α-SMA e pela sua imunoexpressão positiva no tecido hepático, recordando que se 

trata de um fiel marcador da ativação de células estreladas  (Figura 5 – Artigo II). Além 

disso, como citado anteriormente, a quercetina tem efeito protetor contra o dano hepático, 

observado pela melhoria nos marcadores de dano hepático, incluindo ALT, AST, ALP, e 

concentrações de bilirrubina em ratos cirróticos tratados com o flavonoide (Tabela 1 – Artigo 

II). 

 

     Nossos dados também demonstraram que a lesão hepática após CBDL resultou em 

aumento dos níveis de RNAm de ET-1 e HO-1 no tecido hepático, associados com o 

desenvolvimento de alterações moleculares e funcionais da SHP. A melhora do dano hepático 

em ratos cirróticos tratados com quercetina está intimamente relacionada à diminuição dos 

níveis de RNAm de ET-1 e HO-1 no fígado, respectivamente em 33% e 25% (Tabela 3 – 

Artigo II). Sendo assim, a quercetina foi particularmente eficaz na diminuição da expressão 
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gênica de mediadores hepáticos envolvidos na SHP após a CBDL, sugerindo que os efeitos 

desse antioxidante sobre a síndrome estão relacionados à prevenção da evolução da cirrose. 

 

     Os presentes achados têm, portanto, potencial importância clínica e implicações nos 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos no tratamento e na melhor compreensão da SHP, 

sugerindo que os efeitos protetores da quercetina poderiam ocorrer devido à combinação de 

diferentes mecanismos de ação em diferentes tipos celulares. Em primeiro lugar, nossos 

resultados mostram que, no modelo murino de ligadura de ducto biliar comum, a quercetina 

administrada após o aparecimento da lesão hepática leva à melhora significativa da SHP. Em 

segundo lugar, a partir de um ponto de vista prático, demonstramos que o tratamento com 

quercetina, iniciado na sequência do estabelecimento de lesões hepáticas em modelo 

experimental de cirrose biliar secundária, reduz a severidade da SHP e que o efeito positivo 

da quercetina sobre a evolução da cirrose contribui para esse efeito protetor. Além disso, 

demonstramos, como visto em nosso primeiro trabalho, que a quercetina não exerceu 

atividade genotóxica e nem mutagênica, não acarretando, pois, dano ao DNA das células. 

 

     Tendo em vista as diferentes discussões e as complicações advindas da doença – cirrose -,o 

alto custo do tratamento, os problemas sociais dela decorrentes e as altas taxas de 

mortalidade, o estudo de substâncias que possam impedir ou diminuir os danos ocasionados é 

de extrema relevância e importância.  

 

     Devido às evidências apresentadas nos resultados deste trabalho, podemos sugerir que o 

modelo desenvolvido é realmente efetivo para o estudo da SHP e que a quercetina poderá ser, 

uma terapia de escolha para essa doença. Dessa forma, denotamos a necessidade do 

seguimento de estudos ainda mais avançados, envolvendo novas perspectivas de tratamento 

em modelos experimentais, a fim de aproximar cada vez mais nossos estudos da realidade 

clínica. 
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          Pelos dados obtidos nos trabalhos apresentados, concluiu-se que a administração de 

quercetina 

 

     No experimento I: 

 

- reduziu a frequência de micronúcleos e o dano ao DNA no fígado e no pulmão dos 

animais cirróticos tratados. Não mostrou indícios de efeitos genotóxicos; 

 

- aumentou a sobrevivência celular em linhagens de Saccharomyces cereviseae e 

exerceu atividade antimutagênica em linhagens de Salmonella typhimurium e de 

Escherichia coli;  

 

     No experimento II: 

 

- diminuiu os níveis séricos das enzimas relacionadas à integridade hepática, manteve o 

peso do fígado, baço e pulmão, reestabeleceu a pressão portal e os valores de 

gasometria arterial nos animais cirróticos, diminuindo a diferença alvéolo-arterial de 

oxigênio neste grupo;  

 

- na histologia do fígado, ocorreu redução da proliferação ductular, atenuação dos sinais 

de necrose e dos nódulos regenerativos. Na histologia do pulmão, ocorreu redução da 

vasodilatação. 

 

- reduziu a imunorreatividade de células α-SMA positivas; 
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- diminuiu o dano sobre os lipídios das membranas e manteve os valores da SOD no 

tecido pulmonar; 

 

- reduziu os níveis de nitratos totais no tecido pulmonar; 

 

- reduziu os níveis de RNAm de ETBr, eNOS, iNOS e HO-1 no tecido pulmonar; 

 

- em tecido hepático, diminuiu os níveis de RNAm de colágeno tipo I, pró-colágeno tipo 

IV, TGFβ, α-SMA, ET-1 e HO-1; 

 

- reduziu a expressão proteica de ED-1 no tecido pulmonar, indicando redução do 

recrutamento de macrófagos intravasculares pulmonares; 

 

-  reduziu a ativação do fator de transcrição NFκB no extrato nuclear de tecido 

pulmonar. 

 

 

 

     A partir dos resultados obtidos, verificamos que o flavonoide quercetina mostrou efeito 

secundário de melhora da condição pulmonar por reduzir significativamente o dano hepático 

causado pela cirrose biliar. Visto que os problemas pulmonares são decorrentes do problema 

hepático, nossas conclusões tornam-se pertinentes, considerando a quercetina como agente 

terapêutico promissor nessa doença. O fato estimula-nos a maiores investigações, visto que, 

além de suas propriedades antioxidante e antinflamatória, ela não exerce efeito genotóxico e 

mutagênico sobre os tecidos estudados. 
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     Por essas evidências, o flavonoide quercetina desperta grande interesse e abre-nos 

perspectivas de investigar de forma mais aprofundada seus efeitos sobre as células estreladas 

hepáticas, as quais têm envolvimento vital no desenvolvimento da cirrose e nas consequentes 

complicações sistêmicas. Além disso, viabilizando essas investigações, podemos prosseguir 

com estudos envolvendo as modificações da matriz extracelular no processo cirrótico e 

pesquisar os efeitos da quercetina nesses parâmetros, adentrando, assim, no mundo das 

metaloproteinases e seus inibidores. Tais estudos poderiam ser realizados em modelo animal 

ou até mesmo em cultura de células estreladas, fazendo-se um estudo comparativo e 

verificando-se os efeitos da quercetina nesses mediadores. 

 

     Do mesmo modo, poderíamos abordar também o envolvimento de outros fatores de 

transcrição além do NFκB e outras citocinas envolvidas nos processos de ativação e 

proliferação das células estreladas como o PDGF. Ele é potente mitógeno para proliferação e 

ativação de uma variedade de sinalizadores moleculares, pois o papel de demais fatores de 

transcrição entre outros mediadores na ativação e proliferação das células estreladas 

permanece ainda indefinido, despertando-nos, portanto, imenso interesse quanto ao estudo de 

mecanismos e de efeito terapêutico da quercetina nesses mediadores. 

 

     Como perspectivas futuras, objetivamos prosseguir com investigações sobre os efeitos 

desse flavonoide em níveis moleculares, e aperfeiçoar a forma de administração, na tentativa 

de aproximar cada vez mais nossos estudos da realidade clínica. 

. 
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