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RESUMO 

SILVA, S. V. S. Obtenção do análogo estrutural quercetina pentaacetato e suas aplicações em culturas 

celulares (Dissertação). Salvador: Departamento de Ciências da Vida (DCV), Universidade do Estado 

da Bahia, 2021; 101p. 

A quercetina é um flavonóide com ação antioxidante e desperta interesse como agente biológico, em 
especial como potencial agente anticâncer. A baixa solubilidade em água, o extenso metabolismo 
enzimático e a reduzida biodisponibilidade limitam o emprego biofarmacológico dessa molécula. Esse 
trabalho objetivou realizar uma modificação estrutural na molécula da quercetina (Q) para a obtenção 
do análogo quercetina pentaacetato (Q5), visando investigar a sua atividade antioxidante e 
potencialidades biológicas, em culturas celulares. A rota sintética orgânica consistiu na reação da 
quercetina (300 mg) com anidrido acético (0,80 mL) e piridina (7,5 mL). O composto obtido foi 
caracterizado por infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) e por Ressonância magnética 
nuclear (RMN 1H e 13C). Os sinais dos espectros obtidos evidenciaram a reação de acetilação total. 
Avaliou-se o potencial antioxidante de Q e Q5 frente ao radical [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-
ácido sulfônico] – ABTS•+. Em seguida, foi avaliado o potencial antibacteriano dos compostos (Q e Q5) 
pelo método de microdiluição em caldo, e a concentração inibitória mínima (MIC), foi determinada  
frente às cepas das bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa e o 
efeito fungicida frente à cepa de Cândida albicans. A atividade antileishmania foi realizada pelo teste 
de citotoxicidade, em culturas axênicas de promastigotas das espécies de Leishmania amazonensis e 
Leishmania braziliensis. Posteriormente, foi avaliado o potencial anti-inflamatório dos compostos (Q e 
Q5) através da dosagem da citocina pró-inflamatória fator de necrose tumoral (TNF) e da produção de 
óxido nítrico (NO), em sobrenadante de macrófagos do exsudato peritoneal de camundongos da 
linhagem BALB/c, ativados com Lipopolissacarídeo (LPS) e interferon gama (INF-Y). Em adição, foram 
realizados testes de citotoxicidade pelo método do AlamarBlue, em células cancerígenas da linhagem 
HepG2 (hepatocarcinoma humano), HL-60 (leucemia promielocítica) e MCR-5 (fibroblastos saudáveis 
de pulmão humano), e o teste de citotoxicidade do 3-(4,5- di metil tiazol -2-il) -2,5-di fenil brometo de 
tetrazólio (MTT), para avaliar o potencial anticancerígeno frente a culturas de células C6 (glioma de 
ratos). Os resultados mostraram que a quercetina foi pouco reativa, nas tentativas de rotas sintéticas 
reacionais realizadas, entretanto Q5 foi obtido com um rendimento de 54%. Os espectros FTIR e RMN 
confirmaram as substituições das hidroxilas da molécula da quercetina por grupos acetato, formando o 
composto Q5. Na análise da atividade de sequestro de radicais livres (ROS) pelo radical ABTS•+, Q5 
apresentou atividade inferior (18%, CI50 = 379,560 ± 0,004 µM), quando comparado com Q (29% CI50 
= 188,850 ± 0,003 µM), o que se justifica pela substituição das hidroxilas na reação de acetilação. Os 
compostos (Q e Q5) não demostraram atividade antimicrobiana (MIC> 100 µg mL-1). A quercetina não 
apresentou atividade antileishmania (CI50 > 100 μM) para as espécies testadas. Para a L. braziliensis, 
o derivado Q5 não demonstrou atividade (CI50 > 100 μM), porém, para L. amazonensis, o análogo exibiu 
menor valor de CI50 (75,1 ± 4,7 μM). Na atividade anti-inflamatória, os tratamentos com os compostos 
(Q e Q5) mostraram redução, de forma concentração dependente, sobre a produção de NO e de TNF 
(p< 0,05). Interessantemente, observou-se uma atividade superior das duas moléculas testadas em 
concentrações acima de 40µM, quando comparadas com o fármaco padrão, a dexametasona (20 µM). 
Não foram observadas diferenças estatísticas entre os compostos testados. A atividade 
anticancerígena para a linhagem HepG2 demostrou valores de CI50 >80 µM para a quercetina e CI50 de 
53,86 µM para o análogo obtido. Para a linhagem HL-60, Q5 apresentou valor de CI50 superior ao da 
quercetina (33,55 e 51,26, respectivamente), demostrando seletividade da molécula sintetizada na 
indução de morte em células cancerígenas, quando comparada a linhagem de células saudáveis MRC-
5 (IC50 > 80 µM). Finalmente, a partir do MTT realizado em células C6, evidenciou uma superioridade 
citotóxica de Q5 (CI50 = 11 µM) quando comparado com a quercetina (CI50 >50 µM), além da promoção 
de modificações morfológicas celulares para perfis arredondados, ainda não observados na literatura. 
Conclui-se que o análogo quercetina pentaacetato apresentou efeitos biológicos potenciais, quando 
comparado com o bioflavonóide quercetina, podendo ser promissor para futuras investigações mais 
aprofundadas frente a outras culturas celulares, em especial as neurais.  
 

Palavras-chave: Flavonóides; Quercetina; Síntese orgânica; Quercetina pentaacetato; Atividades 
biológicas; Culturas de células 
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ABSTRACT  

SILVA, S. V. S. Obtaining the structural analogue quercetin pentaacetate and its applications in cell 

cultures (Dissertation). Salvador: Department of Life Sciences (DCV), State University of Bahia, 2021; 

101p. 

 

 

Quercetin is a flavonoid with antioxidant action and arise interest as a biological agent, especially as a 
potential anticancer agent. The low solubility in water, the extensive enzymatic metabolism and the 
reduced bioavailability limit the biopharmacological use of this molecule. This work aimed to carry out a 
structural modification in the quercetin (Q) molecule to obtain the quercetin-pentaacetate (Q5) analogue, 
in order to investigate its antioxidant activity and biological potential in cell cultures. The organic 
synthetic route consisted of reaction quercetin (300 mg) with acetic anhydride (0.80 mL) and pyridine 
(7.5 mL). The compound obtained was characterized by Fourier transform infrared (FTIR) and by 
nuclear magnetic resonance (1H and 13C NMR). The spectral signals obtained showed the total 
acetylation reaction. The antioxidant potential of Q and Q5 against the radical [2,2’-azino-bis (3-
ethylbenzothiazolin) 6-sulfonic acid] – ABTS. + was evaluated. Then, the antibacterial potential of the 
compounds (Q and Q5) was evaluated by the broth microdilution method, and the minimum inhibitory 
concentration (MIC) was provided against the strains of  bacteria Staphylococcus aureus, Bacillus 
subtilis and Pseudomonas aeruginosa and the fungicidal effect against Candida albicans strain. The 
antileishmania activity was performed by cytotoxicity test in axenic promastigotes cultures of Leishmania 
amazonensis and Leishmania braziliensis species. Subsequently, the immunomodulatory potential of 
the compounds (Q and Q5) was evaluated by measuring the proinflammatory cytokine tumor necrosis 
factor (TNF) and the production of nitric oxide (NO) in supernatant of mouse peritoneal exudate 
macrophages from the BALB/c lineage, activated with Lipopolysaccharide (LPS) and interferon gamma 
(INF-Y). In addition, cytotoxicity tests were performed using the AlamarBlue method, in cancer cells of 
the HepG2 (human hepatocarcinoma), HL-60 (promyelocytic leukemia) and MCR-5 (healthy human 
lung fibroblasts) lineage, and the cytotoxicity test of 3 -(4,5-dimethyl thiazol-2-yl) -2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide (MTT), to assess the anticancer potential against C6 cell cultures (rat glioma).The 
results showed that quercetin was little reactive in the attempts of synthetic reaction routes carried out, 
however Q5 was obtained with a yield of 54%. The FTIR and NMR spectra confirmed the substitution 
of the hydroxyls of the quercetin molecule by acetate groups, forming the compound Q5. In the analysis 
of free radical scavenging (ROS) activity by the ABTS.+ radical, Q5 showed lower activity (18%, IC50 = 
379.560 ± 0.004 µM), when compared to Q (29% IC50 = 188.850 ± 0.003 µM), which is justified by 
replacement of hydroxyls in the acetylation reaction. The compounds (Q and Q5) did not demonstrate 
antimicrobial activity (MIC> 100 µg mL-1). Quercetin did not show antileishmanial activity (IC50 > 100 
μM) for the tested species. For L. braziliensis, the Q5 derivative did not show activity (IC50 > 100 μM), 
however, for L. amazonensis, the analogue exhibited a lower IC50 value (75.1 ± 4.7 μM). In the anti-
inflamatory activity, the treatments with the compounds (Q and Q5) showed a concentration dependent 
reduction on the production of NO and TNF (p<0.05). Interestingly, there was a higher activity of the two 
molecules tested at concentrations above 40µM, when compared to the standard drug, dexamethasone 
(20 µM). No statistical differences were observed between the compounds tested. The anticancer 
activity for the HepG2 showed IC50 values >80 µM for quercetin and IC50 of 53.86 µM for the analog 
obtained. For the HL-60 lineage, Q5 had an IC50 value higher than that of quercetin (33.55 and 51.26 
µM, respectively), showed selectivity of the synthesized molecule in inducing death in cancer cells, when 
compared to the healthy cell line MRC-5 (IC50 > 80 µM). Finally, from the MTT performed on C6 cells, it 
showed a cytotoxic superiority of Q5 (IC50 = 11 µM) when compared to quercetin (IC50 >50 µM), in 
addition to promoting cellular morphological changes for rounded profiles, not yet observed in literature. 
It is concluded that the analogue quercetin penta-acetate had potential biological effects, when 
compared to the bioflavonoid quercetin, and may be promising for further investigations against other 
cell cultures, especially neural ones. 

 

 

Keywords: Flavonoids; quercetin; organic synthesis; quercetin pentaacetate; biological 
activities; cell cultures. 
 



 
 

 

 

 
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

ABTS   2,2'-Azino-Bis (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) 

ATR   Reflexão total atenuada (do inglês, Attenuated total reflection) 

CCD   Cromatografia em camada delgada 

CI-50   Concentração Inibitória em 50% 

D   Dupleto 

DA   Doença de Alzheimer 

Dd   Duplo dupleto 

DMEM Meio de Dulbecco modicado por Eagle (do Inglês, “Dulbecco's       
Modified Eagle Medium) 

DMSO   Dimetilsulfóxido 

DNA   Ácido desoxirribonucleico (do inglês, deoxyribonucleic acid) 

DP   Dopamina 

DPPH   2,2-Difenil-1-picril-hidrazil 

ELISA Ensaio de imunoabsorção enzimática (do inglês, Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) 

Eq   Equivalente 

FTIR Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (do 
inglês, Fourier-transform infrared spectroscopy)  

IL-10   Interleucina 10 

IL-12   Interleucina 12 

IL-1β   Interleucina 1 beta 

IL-6   Interleucina 6 

IUPAC União internacional de química pura e aplicada (do inglês, International 
Union of Pure and Applied Chemistry) 

IV   Infravermelho 

J    Constante de acoplamento 

LPS   Lipopolissacarídeos  

MBC Concentração bactericida mínima (do inglês, Minimum bactericidal 
concentration) 

MIC Concentração mínima inibitória (do inglês, (Minimum inhibitory 
concentration) 

MTT   (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide  

NO   Oxido Nítrico (do inglês, Nitric Oxide) 

NOS   Enzima óxido nítrico sintase (do inglês, Nitric oxide synthase) 

PBS   Tampão fosfato salino (do inglês, Phosphate buffered saline)  



 
 

Pf   Ponto de fusão  

RMN   Ressonância Magnética nuclear 

RMN13C  Ressonância magnética nuclear de carbono 13 

RMN1H  Ressonância magnética nuclear de carbono 13  

ROS   Espécies reativas de oxigênio (do inglês, Reactive oxygen species) 

S   Singleto 

SBF   Soro fetal bovino (do inglês, Fetal bovine sérum)    

SDS   Dodecil sulfato de sódio (do inglês, Sodium Dodecyl Sulfate) 

SNC   Sistema Nervoso Central 

TNF   Fator de necrose tumoral (do inglês, tumor necrosis fator) 

WHO   Organização Mundial da Saúde (do inglês, World Health Organization) 

δ   Desvio químico   

Kmáx   Comprimento de onda para os máximos de absorvância 
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ANEXOS 
 

Anexo A. Artigo científico publicado na revista “Molecules” (Qualis A1). 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

Flavonóides são compostos químicos de ocorrência natural amplamente 

distribuídos, em espécies vegetais (EBEGBONI; DICKENSON; SIVASUBRAMANIAM, 

2019).  O interesse pelos flavonóides é diverso e, decorre de suas propriedades físicas 

e químicas; como alguns apresentam cor, podem ser usados como pigmentos e 

agregarem valor nutricional para os alimentos (SIMÕES et al., 2007). Em adição, 

apresentam diversas ações farmacológicas, com propriedades antioxidantes, anti-

inflamatórias, antitumorais, antivirais, dentre outras (MAUÉS et al., 2019; 

RENGASAMY et al., 2019; WANG; LI; BI, 2018; WU et al., 2019). Atualmente, são 

conhecidos mais de 9.000 flavonóides, o que compreende uma das maiores famílias 

de produtos naturais, sendo essenciais para o metabolismo e interações das plantas 

com o meio ambiente, seja servindo como linha de defesa contra ataques de 

patógenos ou, até mesmo na proteção contra a radiação ultravioleta (UV) (WANG; LI; 

BI, 2018; WANG; CHEN; YU, 2011). 

A quercetina ou 3, 3’ ,4’, 5, 7 – pentahidroxiflavona é um flavonóide do tipo 

flavonol ubiquamente presente em frutas e vegetais (MUROTA; TERAO, 2003). Nas 

plantas, ocorrem principalmente como glicosídeos, nos quais um ou mais grupos de 

açúcar estão ligados a grupos fenólicos por ligações glicosídicas. Podem ocorrer 

também como aglicona, sem a presença de açúcares ligados na estrutura da molécula 

(BIESAGA et al., 2016). Numerosos estudos in vitro revelaram diversos efeitos 

biológicos da quercetina, destacando-se as atividades antioxidante, antileishimania, 

antimicrobiana, anti-inflamatória e anticancerígena, bem como atividades 

neuroprotetoras e anti-isquêmicas (COSTA et al., 2016; FONSECA-SILVA et al., 2011; 

LAKHANPAL; RAI, 2007; PARK; SHAH; KOH, 2018; WANG; LI; BI, 2018). 

 Embora as plantas, contendo quercetina, exibam potenciais como 

modalidades terapêuticas na neuropatologia e no câncer, os dados da literatura 

científica destacam a necessidade de elucidar questões sobre a sua 

biodisponibilidade, bem como sua correlação com a eficácia em biomarcadores em 

seres vivos (DAJAS, 2012). No entanto, a reduzida solubilidade em água, a baixa 

biodisponibilidade, a rápida depuração no corpo (intenso metabolismo) e degradação 

enzimática dificultam o uso da quercetina como agente terapêutico (MASSI et al., 

2017). 
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 Esforços de pesquisas têm sido focados na modificação do arcabouço 

(estrutura química) da quercetina para obter análogos com propriedades, 

potencialmente melhoradas, para diversas aplicações clínicas (MASSI et al., 2017). O 

uso de culturas celulares pode estabelecer a natureza da atividade biológica e, ainda, 

sinalizar preliminarmente, o possível mecanismo dos efeitos dos compostos testados 

diretamente no nível celular, bem como considerar efeitos sinérgicos e ou 

multidirecionais das misturas dos compostos testados (KANE; MISHRA; DUTTA, 

2016).  

Dessa forma, neste trabalho, foi sintetizado um análogo penta acetilado da 

quercetina (Q5) e foram investigadas as potencialidades biológicas da quercetina e 

do análogo Q5, por meio de ensaios de atividade antioxidante e dos efeitos 

antimicrobianos, antiparasitários, anti-inflamatórios e anticancerígenos destes 

compostos, frente a culturas celulares de diversas linhagens. 
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2. JUSTIFICATIVA   
 
 

Os compostos naturais forneceram substâncias químicas importantes (por 

exemplo, taxóis, estatinas e ciclosporina), com papéis de muito sucesso na 

farmacoterapia moderna (FALLARERO; HANSKI; VUORELA, 2014). Registram-se, 

ainda, medicamentos antimicrobianos de origem natural – compostos naturais ou suas 

modificações semi-sintéticas que representam mais de 65% de todos os agentes 

antibacterianos aprovados nos últimos 30 anos (CRAGG; NEWMAN, 2013). 

Adicionalmente, destacam-se os fármacos anticâncer, nos quais 50% de todos os 

medicamentos existentes são produtos naturais ou moléculas deles derivados 

(NEWMAN; CRAGG, 2012). 

O interesse nas propriedades físicas, químicas e biológicas de flavonóides tem 

levado a um intenso esforço sintético, na busca de meios alternativos para a obtenção 

de vários compostos. Como do ponto de vista funcional, os grupos hidroxilas das 

moléculas não são tão importantes, a modificação seletiva desses grupos passa a ter 

grande valor. A esterificação é um ponto de partida para a obtenção de moléculas com 

atividades biológicas melhoradas. Dessa forma, várias rotas, dentre elas a acetilação 

(enzimática ou química) já foram e, estão sendo, objetos de investigação da síntese 

química (MATTAREI et al., 2010). 

Substâncias com atividades biológicas potenciais são destinadas a serem 

utilizadas, subsequentemente, em contato com sistemas vivos e, como via de regra, 

são testadas quanto à sua toxicidade, em um primeiro estágio. Certamente, os 

métodos clássicos de avaliação da toxicidade de substancias biologicamente ativas 

em animais ainda são dominantes em experimentos. No entanto, métodos alternativos 

aos testes experimentais clássicos em animais, usando modelos de culturas de 

células animais são, cada vez mais, encontrados em estudos toxicológicos. Além de 

resolver os problemas éticos associados ao uso em massa, e morte de animais 

experimentais, esses métodos podem reduzir, significativamente o custo e o tempo 

de estudos preliminares de novas drogas, principalmente na fase de ensaios pré-

clínicos (RASSI FERNANDES; RIBEIRO PEDROSO, 2017). Outra vantagem 

indubitável de modelos in vitro é a capacidade de trabalhar com substancias de teste 

diretamente em culturas celulares humanas ou animais, o que torna os dados obtidos 

mais adequados do que quando são projetados em outros modelos. 
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Ensaios de citotoxicidade são considerados, primariamente, para avaliar o 

potencial de um composto químico em induzir alterações no comportamento e nos 

processos celulares resultando em morte, pois as células exibem respostas 

específicas após a exposição a diversas drogas, produtos químicos ou estresses 

físicos. Atualmente, os exames dessas respostas celulares, como alterações 

morfológicas, danos à membrana, irregularidade nos processos bioquímicos e 

condensação nuclear, estão sendo realizados com frequência para avaliar os riscos 

potenciais associados a um produto químico (MAHTO; CHANDRA; RHEE, 2010).  

Neste contexto, a busca de novos compostos modificados seletivamente, 

derivados de produtos naturais vem estimulando o desenvolvimento de estudos para 

avaliação de atividades antioxidantes, antimicrobianas, antiparasitárias, anti-

inflamatórias e anticancerígenas, frente a culturas celulares de diversas linhagens. E, 

portanto, o presente trabalho foi delineado nesta perspectiva.      

A prevalência de distúrbios neurodegenerativos está aumentando, devido, em 

parte, a extensões no tempo de vida. Atualmente, não há cura para nenhuma dessas 

doenças, embora não por falta de tentativa. Estima-se que o número de indivíduos 

com demência em todo o mundo quase duplique a cada 20 anos, passando de 35,6 

milhões em 2010 para 65,7 milhões em 2030 e 115,4 milhões em 2050 (PRINCE et 

al., 2013). À medida que a população mundial envelhece, espera-se que o número de 

indivíduos afetados por distúrbios neurodegenerativos relacionados à idade aumente, 

rapidamente, como por exemplo, para a doença de Alzheimer (DA), onde se espera 

que a prevalência dobre nos próximos 30 anos (MASCI et al., 2015). Logo, a avaliação 

de compostos com potencial antioxidante se torna uma ferramenta fundamental para 

a busca de novos produtos capazes de prevenir, atenuar e, quiçá até curar, distúrbios 

neurodegenerativos que incapacitam e afetam a qualidade de vida de indivíduos, em 

todo o mundo. 

As doenças infectocontagiosas, tais como as infecções bacterianas e fúngicas 

como também, as negligenciadas, por exemplo a Leishmaniose, afetam a população 

brasileira, como em grande parte dos continentes americano, asiático, europeu e 

africano, sendo necessário a criação prioritária de programa de controle (COSTA, 

2005). Sabe-se dos efeitos de flavonóides contra formas parasitárias de Trypanosoma 

brucei, e Leishimania donovani, entretanto são poucos os estudos sobre o mecanismo 

de ação desses compostos (FONSECA-SILVA et al., 2011). Os mecanismos de ação 

não estão apenas relacionados às propriedades de quelação, mas também de 
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múltiplos alvos que têm sido identificados para o tratamento da leishmaniose que 

incluem: arginase, ribonicleotídeo redutases, topoisomerase II e disfunção 

mitocondrial, o que faz desses análogos interessantes para a busca de novos 

fármacos com ação antileishmania e com propriedades anti-inflamatórias (MARYAM 

MOHAJERI, LOTFOLLAH SAGHAEI et al., 2019).  

Câncer corresponde a um conjunto de diferentes doenças que compartilham o 

fato de apresentarem um crescimento celular desordenado, com capacidade de 

invadir tecidos e órgãos, podendo disseminar-se para outras regiões do organismo. 

Seus diferentes tipos representam uma das principais causas de morte no mundo e, 

segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2018, cerca de 18,1 bilhões de 

pessoas ao redor do mundo tiveram câncer e, 9,6 milhões morreram dessa doença. 

Ainda, estima-se que, até 2040, esses números quase dobrarão, com aumento nos 

países de baixa e média renda, onde mais de dois terços de câncer no mundo 

ocorrerão. O câncer causa cerca de 30% de todas as mortes prematuras por doenças 

não transmissíveis entre adultos de 30 a 69 anos (WHO, 2020). Para o Brasil, a 

estimativa para cada ano do triênio 2020-2022 aponta que ocorrerão 625 mil casos 

novos de câncer (450 mil, excluindo os casos de câncer de pele não melanoma). O 

câncer de pele não melanoma será o mais incidente (177 mil), seguido pelos cânceres 

de mama e próstata (66 mil cada), cólon e reto (41 mil), pulmão (30 mil) e estômago 

(21 mil) (INCA, 2020). O câncer vem aumentando, em parte pelo envelhecimento, pelo 

crescimento populacional, como também pela mudança na distribuição e na 

prevalência dos fatores de risco de câncer, especialmente aos associados ao 

desenvolvimento socioeconômico (WHO, 2020).  

  Tendo em vista que, ainda, existem poucas alternativas terapêuticas naturais, 

esse trabalho visa contribuir para a busca de compostos, a partir de modificações 

químicas (síntese orgânica) de substâncias capazes de exibir atividades 

antioxidantes, antiparasitárias, anti-inflamatórias e anticancerígenas, bem como, com 

propriedades potenciais para o tratamento de doenças isquêmicas e 

neurodegenerativas. 
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3. OBJETIVOS  
 
 
3.1 GERAL 
 

Performar a modificação estrutural na molécula da quercetina (Q) padrão para a 

obtenção do análogo quercetina pentaacetato (Q5), com vistas à investigação 

de efeitos biológicos potenciais dos compostos frente a culturas celulares.  

 
 

3.2 ESPECÍFICOS 
 

 
- Avaliar o potencial antioxidante de Q5, em comparação com a molécula da 

quercetina padrão. 

 

- Observar o perfil antimicrobiano (antibacteriano e antifúngico) da Q e do Q5. 

 

- Analisa a atividade antileishmania da Q e do Q5. 

 

- Obter o perfil anti-inflamatório da Q e do Q5, frente a culturas de macrófagos 

ativados.  

 

- Avaliar a atividade anticancerígena e o comportamento citotóxico da Q e do Q5. 
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4. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA   
 

4.1 FLAVONÓIDES: ASPECTOS GERAIS, CLASSIFICAÇÃO E 

ATIVIDADES BIOLÓGICAS  

 

Polifenóis são substancias comumente encontradas em plantas e fazem 

parte dos elementos básicos da dieta. Um dos grupos mais estudado de 

polifenóis são os flavonóides. A relevância dos flavonóides não se dá apenas 

pelas suas propriedades organolépticas ou por razões tecnológicas, mas, 

também, devido ao seu potencial como promotor de efeitos benéficos à saúde. 

São responsáveis pelas cores avermelhadas e azul-escuras dos frutos, bem 

como pelas colorações amarelo e laranja das frutas cítrica (BRODOWSKA, 

2017).  

Flavonóides com atividades biológicas são frequentemente chamados de 

bioflavonóide (BRODOWSKA, 2017). Os flavonóides foram citados, pela 

primeira vez, pelo fisiologista e vencedor do prêmio Nobel, o húngaro Dr. Albert 

Szent-Györgyi, em 1936, quando o mesmo provou que a substância isolada se 

tratava de um importante venotônico com propriedade ativa sobre a 

permeabilidade capilar e, sendo assim, propôs o termo vitamina P (Rutina) 

(USZNYÁK, ST .; SZENT-GYÖRGYI, 1936).  

Os flavonóides são sintetizados na natureza, a partir da via dos 

fenilpropanóides, e possuem seus nomes triviais, na maioria, empregados em 

relação com a planta na qual foram, pela primeira vez, identificados; assim, a 

quercetina foi primeiramente isolada de Quercus sp (SIMÕES et al., 2007). A 

denominação bioflavonóide, frequentemente, é encontrada na literatura quando 

se trata de um flavonóide com atividade biológica. Esses compostos apresentam 

diversas ações farmacológicas, como propriedades antioxidantes, anti-

inflamatórias, antitumorais, antivirais, dentre outras (MAUÉS et al., 2019; 

RENGASAMY et al., 2019; WANG; LI; BI, 2018; WU et al., 2019).  
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Dessa forma, esses compostos podem ser encontrados na natureza como 

formas glicosiladas ou esterificadas, consistindo de anéis C6-C3-C6, chamados 

de anéis A e B ligados pelo carbono 3 do anel C (Figura 1) (WANG; LI; BI, 2018) 

 

 

 

Figura 1. Esqueleto estrutural da quercetina  
     (Adaptado de Lesjak et al., 2018). 

 

 

Os flavonóides são categorizados de acordo com o esqueleto estrutural 

como flavonol, flavanol, flavona, flavanona, antocianidina e isoflavona (Tabela 

1).  
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Tabela 1. Classificação dos bioflavonóides e efeitos biológicos já demostrados 
 

CLASSIFICAÇÃO ATIVIDADE BIOLOGICA 

FLAVANÓIS 

 

Catequinas 

 

 

Redução da modificação covalente de proteínas induzidas por radicais livres (ROS), ou subprodutos do estresse oxidativo 

Inibição da oxidação da lipoproteína de baixa densidade (LDL) 

Propriedades antiescleróticas 

Inibem proliferação celular e induzem apoptose 

Modulador e inibidor da atividade do fator nuclear kappa B (NFKB) 

Epigalocatequina-3-

galato 
Atividade anticancerígena e inibidor de uroquinase 

ANTOCIANIDINAS 

Malvidina 

Delfinidina-3-glicosídeo 

Petunidina-3-glicosídeo 

Peonidina-3-glicosideo 

Protegem contra o fator de necrose tumoral (TNFα-1) induzido de proteína quimiotática de monócito 1 (MCP-1) excretadas em células endoteliais 

 

Delfinidina 

Previne a expressão do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)  

Impede a ativação de proteína quinase ativada por mitógeno p38 (p38 MAPK) e c-Jun N-terminal quinase (JNK) 
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Cianidina-3-β-glicosídeo 

Peonidina-3-glicosídeo 

 

Influenciam na distribuição do colesterol através da proteção de células endoteliais contra o cluster de diferenciação 40 (CD40),  

na indução de sinalização pró-inflamatória 

 

Delfinidina 

Cianidina 

Delfinidina-3-

galactosídeo 

Dissolvem fibrilas e intermediários que induzem a reações de dobramento protéico 

Petunidina 

Malvidina 

Pelargonidina 

Peonidina 

Protegem a integridade do ácido desoxirribonucleico (DNA) e reforça os níveis antioxidantes teciduais 

FLAVANONAS 

 

Naringenina 

 

Inibição de citocinas pró-inflamatórias em macrófagos e redução da produção de nitrato e nitrito, minimizando danos ao DNA 

Inibe a proliferação e desenvolvimento de tumores, proteção contra danos do sol ao DNA por sua capacidade de absorver luz ultravioleta (UV) 

Ativação do fator nuclear 2 relacionado ao eritróide 2 (Nrf2), aumento dos níveis de parkina DJ1; inibidor de colinesterase 

 

Hesperitina 

Naringenina 

 

Inibição do câncer de mama induzido por 7,12-dimetil-benzil-antraceno em ratos fêmeas 
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FLAVONOÍS 

Kaempferol 

Inibem o crescimento das células cancerosas e a angiogênese 

Geram apoptose na célula cancerosa e mantem a viabilidade celular normal 

Miricetina 

Melhora a resistência à insulina, anti hiperlipidemia e anti inflamação 

Anti-aldose redutase, agente eficaz para parar de fumar 

Quercetina  

Reduz β-amiloidose extracelular, taupatia, astrogliose e microgliose pela diminuição da atividade da enzima β-secretase 1 (BACE1) em mediar a 

clivagem da proteína precursora amiloide (APP), em fragmento C-terminal (CTFβ) 

Aumenta a defesa antioxidante das enzimas glutationa (GSH) e superóxido dismutase (SOD) e aumento dos níveis de dopamina 

ISOFLAVONAS 

 

Daidzeína 

Genisteína 

 

 

Ligam-se a receptores de estrógeno- beta (ER-β) que são receptores essenciais no sistema nervoso central, bem como em sistemas 

cardiovasculares 

Efeitos antioxidantes nos vasos sanguíneos 

Podem reduzir câncer de mama e possuem influência no estado hormonal e regulação do ciclo menstrual 

 

Daidzeína 

 

Inibem isoenzimas de álcool desidrogenase (ADH-I) e a aldeído desidrogenase mitocondrial humana (ALDH-2) 

 

Genisteína 

Diminuição do índice de massa corpórea (IMC), circunferência da cintura, peso e massa total de gordura corporal em mulheres pós-menopausa 
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FLAVONAS 

Apigenina 

Luteolina 

Antibacterianos, antiflogístico e antiespasmódicos 

Apigenina Possuem baixa toxicidade em células normais comparados com células cancerosas 

 

Luteolina 

 

 

 

Propriedades anti inflamatórias, anticarcinogênicas e antioxidantes 

Inibem benzo pireno e a mutagênese bacteriana induzida por 2-aminoantraceno 

Fazem quelação metálica, sequestram radicais livres e estimulam enzimas de desintoxicação de fase II em cultura celular e em modelos tumorais 

in vivo 

Inibem ornitina descarboxilase, uma enzima que desempenha um papel essencial na promoção do tumor. 

Anticancerígenos em um modelo de carcinogênese da pele 

Propriedades anticancerígenas relacionadas à indução da apoptose 

Regulação de quinases proteicas e regulação Redox 

Inibição de metástase celular, proliferação e angiogênese 

Sensibilizam células cancerígenas para citotoxicidade, estimulando caminhos para apoptose 

Antioxidantes através da proteção ou indução de antioxidantes endógenos como: glutationa redutase (GRS), glutationa S-transferase (GST), e 

SOD 

Baicaleina 
Inibe a atividade de NF-κB, ERK e JNK, modula o balanço metabólico entre glutamato e ácido gama aminobutírico (GABA), atenua o stress 

oxidativo, disfunção mitocondrial, inibe a formação de fibrilas de alfa sinucleína 

Fonte: Produzida pelo autor como base nos dados de (BRODOWSKA, 2017; COSTA et al., 2016). 
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Flavanóis constituem um grande grupo de polifenóis que variam de forma 

monomérica ou polimérica formando os taninos, ocorrendo em frutas e em 

produtos derivados de frutas como sucos ou geleias. Também, aparecem em 

chás, vinho e chocolates. É descrito na literatura que Flavanóis podem estimular 

os níveis de óxido nítrico na corrente sanguínea de fumantes e reverter alguns 

danos relacionados ao cigarro no vaso sanguíneo (BRODOWSKA, 2017).  

Estudos epidemiológicos têm associado o consumo de bebidas e alimentos ricos 

em bioflavonóides à prevenção de doenças neurológicas. Isso se deve, não 

apenas, à capacidade de alguns desses compostos em atravessar a parede 

intestinal e a barreira hematoencefálica de mamíferos, mas principalmente pela 

capacidade desses compostos em interagir com peptídeos e proteínas 

(HASSAAN et al., 2014). 

Antocianidinas são um grupo de pigmentos naturais responsáveis pela cor 

azul, vermelho, purpura e laranja, presente em muitas frutas e vegetais. 

Antocianidinas demostraram possuir efeitos em doenças cardiovasculares, 

metabolismo do colesterol, acuidade visual, além de possuir eficácia antioxidante 

e ter efeitos sobre a citotoxicidade (BAGCHI et al., 2004). Antocianidinas são 

capazes de agir em diferentes tipos de células que participam do 

desenvolvimento da aterosclerose, e demostraram possuir efeito protetor contra 

a indução da proteína quimiotática de monócitos (MCP-1), pelo TNF-α em 

células endoteliais (GARCIA-ALONSO et al., 2009). 

Flavanonas são extremamente disseminadas em plantas das famílias 

Leguminosae e Rutaceae, pertencem ao grupo de compostos flavonóides 

frequentemente encontrados no mundo, e constituem parte da dieta humana, 

assim como também são encontradas em plantas medicinais. A maioria das 

propriedades farmacológicas das flavanonas são: sequestro de radicais livres, 

anti-inflamatórias, anticâncer e antiviral, além de efeitos cardiovasculares que 

lhes conferem clara significância como potencial farmacológico (KHAN; 

DANGLES, 2013). A naringenina, principal flavonóide dessa classe, tem sido 

estudada frente ao seu papel neuroprotetor. Foi observado que protegem 

animais da neurotoxicidade induzida pela oxidopamina (6-OHDA), agindo na 

manutenção da substancia negra e dos níveis de dopamina no estriado. Evento 

que foi dependente do aumento nos níveis de Nrf2 e ativação do elemento de 

resposta antioxidante (ARE) tanto in vitro como in vivo (COSTA et al., 2016).   
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Flavonóis são um dos subgrupos de flavonoides que são mais analisados, 

devido a sua importância no que se refere às suas propriedades antioxidantes e 

aos seus efeitos biológicos. Esse grupo de compostos químicos ocorrem em 

vegetais, frutas e bebidas derivadas de plantas como vinho tinto e chás. A 

ingestão de flavonóis está relacionada à redução do risco de doenças 

cardiovasculares (BRODOWSKA, 2017). Esses efeitos podem ser imputados 

para além de suas propriedades antioxidantes, o que tem sido interesse em 

muitas linhas de pesquisa. Por possuírem efeitos pleiotrópicos, esses 

flavonóides podem comportar-se como “balas magicas” no tratamento de 

diversas doenças, agindo como candidatos que podem ser considerados 

protótipos para o design racional de drogas baseado na inibição rotas 

patológicas ou na indução de mecanismos de sobrevivência celular (DA SILVA; 

MAQUIAVELI; MAGALHÃES, 2012; DAJAS, 2012). 

Isoflavonas são amplamente encontradas em legumes, principalmente na 

soja. As Isoflavonas possuem um anel 2- fenilcromenona característico. Esses 

compostos têm sido utilizados na composição de vários alimentos vegetarianos 

e em preparações de alimentação infantil. Esses compostos podem se ligar a 

receptores de estrógeno beta (ER), que são essenciais no sistema nervoso, 

assim como em sistemas cardiovasculares, além de possuírem ação 

antioxidante na corrente sanguínea (BRODOWSKA, 2017). Também, é bem 

documentado o papel das Isoflavonas na prevenção de vários tipos de câncer, 

agindo como agentes quimioprotetores (RAÚL F. GUERREROA, MARIA C. 

GARCÍA-PARRILLAB, 2010; ZHAO et al., 2007). Além disso, é bastante 

difundido o seu uso em aditivos alimentares para atenuar o transtorno 

relacionado à menopausa, sendo comprovada a sua atuação em regulação 

hormonal e perda óssea, através do estímulo em osteoblastos (MORABITO et 

al., 2002). 

As flavonas, assim como os flavonóis, fazem parte de um grupo de 

flavonóides de origens biossintéticas muito próximas, haja vista que as flavonas 

são substituídas na posição C-3 por uma hidroxila, o que se justifica, uma vez 

que suas análises, síntese e reações químicas possuem uma base teórica 

comum (SIMÕES et al., 2007). A apigenina é o principal componente dessa 

classe, responsável por efeitos antibacterianos, antiflogísticos, 

antiespasmódicos e anticarcinogênicos (BRODOWSKA, 2017). Também, tem 
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sido relatado que esses compostos são capazes de são capazes de quelar-se 

com metais, sequestrar radicais livres e estimular enzimas do metabolismo de 

fase II (LIN et al., 2008). 

 

4.2 FLAVONÓIDES: ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMAÇÃO  

  

A inflamação é um mecanismo de proteção contra a invasão de patógenos 

e injuria tecidual. Durante a inflamação, o processo de produção de moléculas 

pró inflamatórias tais como oxido nítrico (NO), fator de necrose tumoral alfa 

(TNF), interleucinas IL - 1β e IL-6, juntamente como quimiocinas e eicosanoides, 

promovem o recrutamento de leucócitos e dano tecidual. Logo, a redução de 

mediadores inflamatórios pode atenuar o dano tecidual, em doenças inflamatória 

(RUIJTERS et al., 2016). 

Radicais livres são espécies reativas contendo um ou mais elétrons 

desemparelhados, tais como o radical oxido nítrico (NO-), o radical oxigênio 

superóxido (O2
.-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) que são produzidos durante 

o metabolismo normal e desempenham várias funções celulares úteis. A 

produção excessiva de O2
- e H2O2 podem resultar em dano tecidual, o que 

frequentemente envolve a geração do radical hidroxila (OH-) altamente reativo e 

outros oxidantes na presença dos íons ferro (Fe2+) catalítico ou íon cobre (Cu2+) 

(GERLACH et al., 2002). O estresse oxidativo é resultante do aumento da 

produção de radicais livres e/ou defeitos nas defesas antioxidantes, por exemplo, 

as enzimas superóxido dismutase (SOD) e glutationa (GSH), que podem ser 

centrais para o desenvolvimento de processos patológicos (BEAL, 1997).  

Sabendo das propriedades anti-inflamatórias dos flavonóides, Ruijters e 

colaboradores (2016) verificaram a atuação desses compostos na resistência ao 

cortisol em inflamações crônicas e doenças autoimunes. Estes autores, 

descobriram que a maioria dos bioativos apresentaram uma ação importante na 

resposta ao cortisol em preservar seus efeitos anti-inflamatórios, o que ilustra 

claramente o quão interligados está o estresse oxidativo e a inflamação 

(RUIJTERS et al., 2016). O papel da inflamação e do estresse oxidativo estão 

intimamente relacionados ao processo de oncogênese (TRABER, 1999). Além 

de que, a inflamação crônica é um fator crítico na patogênese de muitas 
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doenças, incluindo câncer e doenças neurodegenerativas (LUCAS; RUSSELL; 

KEAST, 2011). 

 

 

4.3 FLAVONÓIDES E CÂNCER  

 

O câncer é um problema de saúde crescente ao redor do mundo e, 

recentes estudos têm estimado que mais de dois terços dos cânceres humanos 

poderiam ser prevenidos através da mudança em um estilo de vida apropriado. 

Tal fato se baseia em dados estatísticos e epidemiológicos onde, 

aproximadamente, 35% da mortalidade pelo câncer em humanos é atribuída à 

dieta (BRAGANHOL et al., 2006). Reconhece-se que os flavonóides, derivados 

da dieta, possuam, além das atividades antioxidantes e anti-inflamatórias, 

atividades antiangiogênicas, anticarcinogênicas e antiproliferativas (SAK, 2014).  

Essas moléculas promovem proteção significativa contra o câncer, agindo 

em todos os estágios do processo carcinogênico por inibir, reverter ou retardar 

a tumorigênese. Os flavonóides estimulam o sistema imune, sequestram radicais 

livres, modulam atividades enzimáticas, alteram o ciclo mitótico, modificam a 

expressão genética e induzem apoptose através de diferentes caminhos de 

sinalização. Flavonóides podem, também, ser considerados como promissores 

quimiopreventivos e agentes quimioterápicos contra vários tipos de canceres 

humanos (ANGST et al., 2013).  

A ação dos flavonóides têm sido demostradas para os diferentes tipos de 

câncer. Na classe dos flavonóis, a quercetina e o kaempferol têm sido os mais 

ativos, e  amplamente estudados contra vários tipos de células de roedores e de 

humanos (CAROCHO; FERREIRA, 2013). A quercetina provou ser efetiva, 

contra leucemia mieloide crônica, leucemia linfocítica aguda, linfoma de Burkitt 

em termos de mudanças morfológicas, condensação da cromatina nuclear, 

fragmentação nuclear e indução de apoptose (TAN et al., 2003). Em células 

humanas, a quercetina demostrou inibir a angiogênese, migração, e proliferação 

em adenocarcinoma gástrico, carcinoma hepatocelular e adenocarcinoma de 

pulmão. Linhagens celulares de câncer de próstata agressivo, também foram 

inibidas pela quercetina (NAIR et al., 2004).  O Kaempferol possui propriedades 
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anticâncer e foi relatado por inibir linhagens celulares de osteosarcoma, assim 

como observou-se redução do osteosarcoma in vivo (HUANG et al., 2010). 

 Dentre a classe das flavonas, a molécula mais representativa é a crisina, 

que demostrou resultados na inibição de vários tipos de canceres como 

carcinoma humano nasofaríngeo, câncer colorretal, carcinoma de cérvix, e 

linhagens celulares de hepatoma, em estudos de sinergismo (CAROCHO; 

FERREIRA, 2013). A catequina é o composto mais ativo da classe dos flavonóis, 

conhecida por prevenir metástase de melanoma, em modelos de roedores 

(MENON; KUTTAN; KUTTAN, 1999).  

Dentre as Isoflavonas, as que mais se destacam são a genisteína e 

daidzeína. A genisteína foi relatada pela inibição de células de câncer de 

próstata, de forma concentração dependente, além de sensibilizarem tumores 

para a quimioterapia com gemcitabina e cisplatina, contra câncer pancreático, 

câncer de ovário e câncer cervical (BANERJEE et al., 2005; WANG; ELTOUM; 

LAMARTINIERE, 2002). A daidzeína é reconhecida por demostrar atividade 

contra câncer de mama, inibindo a proliferação celular (LIU et al., 2012). 

Similarmente xenoenxertos de tumores mamários humanos foram 

acentuadamente inibidos pela associação da genisteína com tamoxifeno 

(CONSTANTINOU et al., 2005) . 

 A hesperidina é a molécula da classe das flavanonas de maior 

importância, quanto aos relatos de atividade anticâncer, têm sido descrita como 

inibidora in vitro, de células epiteliais de carcinoma humano nasofaríngeo e em 

linhagens celulares de câncer de mama (LI et al., 2010; NATARAJAN et al., 

2011).  

Vários compostos da família das Antocianidinas têm sido estudados para 

atividade anticâncer e muitos deles têm demostrado propriedades 

quimioterapêuticas, tanto in vitro como in vivo (CAROCHO; FERREIRA, 2013). 

A  delfinidina demostrou inibir linhagens celulares de câncer de próstata 

(HAFEEZ; SIDDIQUI; ASIM, 2008).  Também cianidina e peonidina – 3- 

glicosídeo demostraram resultados satisfatórios contra carcinoma de pulmão e 

carcinoma colorretal (CVOROVIC et al., 2010; HO; CHEN; CHEN, 2010). 

Devido à limitada eficácia em monoterapia, a prática clínica corrente para 

o tratamento de diferentes formas de câncer inclui a coadministração de 

fármacos, com o intuito de atingir múltiplos alvos moleculares, em uma via celular 
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simples ou paralela, assim como endereçar contra o mesmo alvo, através de 

diferentes mecanismos de ação, para maximizar a eficácia, minimizar a 

toxicidade e superar a resistência celular à quimioterapia (FRATANTONIO et al., 

2019). Flavonóides podem exercer sua atividade regulatória nas células por 

agirem em diferentes vias de transdução de sinais, tais como kinases 

dependentes de ciclina, (CDKs), caspases, proteínas da família Bcl-2, 

fostatidilinositol -3-Cinase/AKT e MAPK, que são relevantes em processos 

patológicos, incluindo inflamação e câncer (GUPTA; HUSSAIN; MUKHTAR, 

2003; MAUÉS et al., 2019).  

Flavonóides, da classe dos flavonóis, têm sido relatados pelo seu efeito 

citotóxico, em várias linhagens de tumores celulares de diferentes origens, assim 

como, em modelos de câncer animais induzidos (ANGST et al., 2013; 

BRODOWSKA, 2017). Em adição, regimes de combinação de componentes 

naturais com agentes quimioterápicos padronizados, têm sido muito promissores 

em promover um efeito sinérgico ou, ainda, por induzir uma 

quimiossensibilização (BANERJEE et al., 2008).  

 

 

 

4.4 FLAVONÓIDES E DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS  

 

Muitas doenças neurodegenerativas têm sido associadas ao estresse 

oxidativo. O aumento da produção de radicais livres e/ou defeitos nas defesas 

antioxidantes podem ser centrais na doença de Parkinson (DP), esclerose lateral 

amiotrófica, Doença de Alzheimer (DA), dentre outras (BEAL, 1997) 

Neuroinflamação e estresse oxidativo estão envolvidos na degeneração 

dos neurônios dopaminérgicos na DP. A pigmentação de neurônios contendo 

neuromielina na substancia negra resulta da oxidação da dopamina em 

neuromielina. Os grupos hidroxilas, no anel catecol da dopamina, se oxidam em 

grupos carbonil gerando quinonas. Dopamina se oxida em dopamina orto-

quinona que é completamente instável em pH fisiológico e cicliza-se 

espontaneamente em aminocromo. O Aminocromo é a quinona mais estável 

formada durante a oxidação da neuromielina, e foi proposto ser a neurotoxina 
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que dispara os mecanismos de neurodegeneração do sistema nigroestiatal na 

DP (SILVA; SEGURA-AGUILAR, 2021). 

O cérebro é particularmente, vulnerável ao excesso de radicais livres. No 

tecido neural, o estresse oxidativo pode resultar na interrupção da sinalização e 

homeostase (COSTA et al., 2016). Assim, os processos inflamatórios 

desempenham um papel importante na progressão de um número de doenças 

neurodegenerativas e a ativação de células micróglias, macrófagos residentes 

no sistema nervoso central (SNC), é um importante passo inicial da resposta 

inflamatória. Suas funções primárias são promover a defesa do hospedeiro, 

destruindo patógenos invasores e removendo detritos, promovendo a reparação 

tecidual e facilitando a homeostase, em parte por sua influência nos astrócitos e 

neurônios circunvizinhos (GLASS et al., 2010). 

Na DA, estudos forneceram evidências de estresse oxidativo e níveis 

aumentados de peroxidação lipídica nas membranas celulares, alterações em 

enzimas antioxidantes como catalase e superóxido dismutase e aumento da 

oxidação e nitração de proteínas (KLINGEMANN; TESCH; WÄSCH, 1997). Após 

exposição à citocinas pró-inflamatórias e/ou lipopolissacarídeos (LPS), são 

ativadas vias de transdução de sinais específicas que regulam a indução de 

óxido nítrico sintase induzível (INOS) e outros mediadores oxidativos e 

inflamatórios (SPENCER et al., 2012). Portanto, a supressão da ativação 

microglial pode levar a uma restauração mais precoce da homeostase e 

resolução da neuroinflamação (SIMONYI et al., 2015). 

Flavonóides estão sendo amplamente estudados em doenças neuro 

degenerativas, como por exemplo, aqueles oriundos de extratos de plantas 

brasileiras, pois induzem a um amplo espectro de respostas em astrócitos e 

neurônios em cultura, como ativação de astrócitos, diferenciação neuronal e 

neuritogense (COSTA et al., 2016).  Lee e colaboradores (2016) observaram 

uma redução do efeito inflamatório em células de micróglia estimuladas in vitro 

com lipopolissacarídeos (LPS) e tratadas com o flavonóide tangretina. Nesse 

estudo, a tangretina, um flavonóide encontrado em cascas de frutas cítricas, 

diminuiu os níveis da produção de óxido nítrico induzida pelo LPS, inibiu a 

produção do fator de necrose tumoral alfa e de citocinas como IL-6 e IL1β, assim 

como inibiu a expressão de RNA mensageiro (mRNA) induzida por LPS da INOS 

(LEE et al., 2016). No trabalho de Dourado e colaboradores (2020), o flavonóide 
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apigenina foi avaliado, frente a modelos de neuroinflamação (in vitro), 

associados com a DA. Nesse estudo, foi observado que a apigenina preservou 

a integridade de neurônios e astrócitos e apresentou efeito neuroprotetor, além 

disso, a molécula demostrou reduzir a ativação microglial e apresentou atividade 

imunomoduladora, por diminuir a expressão do marcador inflamatório CD68 

(DOURADO et al., 2020). A agatisflavona demostrou possuir potencial 

farmacológico para células do sistema nervoso, nos estudos realizados por 

Almeida e colaboradores (2020), nos quais, co-culturas de neurônios e células 

gliais foram expostas a fatores inflamatórios como LPS e IL-1 β, e tratados com 

o flavonóide.  

Bispo e colaboradores (2017) evidenciaram que o flavonóide rutina, 

extraído de sementes de Dimorphandra mollis, possui a propriedade de 

promover a proliferação microglial, especialmente induzindo a polarização para 

o perfil M2, o que demonstra que a resposta microglial melhorada pode ser 

considerada como uma estratégia para prevenção de distúrbios 

neurodegenerativos associados à neuroinflamação (BISPO DA SILVA et al., 

2017). Sabe-se que essas células transformadas possuem perfis diversos que 

as classificam como fenótipos M1 e M2. A única característica que coloca essas 

células na classificação M2 é que elas expressam mediadores ou receptores 

com capacidade de diminuir, reparar ou proteger o corpo da inflamação 

(CHERRY; OLSCHOWKA; O’BANION, 2014). 

Pôrto (2001) publicou um trabalho a respeito do uso de radicais livres e 

neurodegeração, demostrando a associação entre o estresse oxidativo e a 

peroxidação lipídica. Propôs, também, o uso de antioxidantes como base para 

uma nova terapia para neurodegeneração, DA, doença de Parkinson, doença de 

Huntington, esclerose lateral amiotrófica, Síndrome de Down e esquizofrenia 

(PÔRTO, 2001). Mais recentemente, Cardoso, Jackix e Pietro (2016) publicaram 

uma revisão sistemática sobre o papel dos flavonóides na DA, em que foi 

evidenciado que a administração oral desses compostos polifenólicos geraram 

efeito protetor contra DA (CARDOSO; JACKIX; PIETRO, 2016). Recentemente, 

sabendo-se da fisiopatogenia da DA e da formação de placas amiloides no 

cérebro por depósito de peptídeos AB na presença de íons metálicos implicados 

nas lesões oxidativas do cérebro, diversos estudos foram publicados 
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evidenciando o efeito neuroprotetor do flavonol quercetina (HAQ; ALAMRO, 

2019; JEON et al., 2018; MERT et al., 2019). 

 

 

 

4.5 FLAVONÓIDES, INFLAMAÇÃO E IMUNOMODULAÇÃO  

 

Respostas imunes anormais estão envolvidas na iniciação e 

desenvolvimento de um grande número de doenças, incluindo doenças 

autoimunes, alergias, câncer e doenças neurodegenerativas. Anormalidades na 

função dos linfócitos e macrófagos são fatores chave para desencadear o 

desenvolvimento e a manutenção doenças imunomediadas (DOS SANTOS, 

2016) 

A ativação do macrófago pelo LPS resulta na liberação de vários 

mediadores inflamatórios, incluindo citocinas pró-inflamatórias tais como TNF, 

IL-1, IL-6, IL-8, e IL-12, assim como o óxido nítrico. A produção exacerbada 

desses mediadores por macrófagos ativados são a principal causa das 

consequências deletérias da septicemia ou endotoxemia, e podem levar à 

hipotensão, coagulação intravascular disseminada, extravasamento de 

neutrófilos para os tecidos, hipóxia tecidual e morte (OLIVEIRA COSTA et al., 

2014). 

Os flavonóides constituem uma fonte importante de terapias potenciais 

para um grande número de doenças e extratos ricos e compostos isolados, com 

potencial atividade anti-inflamatória e imunomoduladora, estão sendo estudados 

como possíveis alternativas para a utilização clínica (FARHADI et al., 2014). A 

quercetina, encontrada em altas concentrações nas chalotas (planta bulbosa do 

género Allium), pode exercer efeitos imunomoduladores significativos, por 

modular a produção celular de citocinas derivadas do perfil TH1 e TH2 

(FARHADI et al., 2014). A quercetina, também, possui potentes efeitos na 

proliferação linfocítica e pode regular a imunidade celular (FARHADI et al., 2014). 
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4.6 FLAVONÓIDES E LEISHMANIOSE 

 

Leishmanioses são um espectro de doenças consideradas por possuir 

implicações negativas e muitas consequências para a saúde. Suas ambas 

manifestações visceral e cutânea são causadas por parasitas do gênero 

Leishmania, transmitida por flemotomídeos fêmeas de flebotomus e lutzmomya. 

A sua forma visceral, conhecida como calazar é amplamente distribuída na 

África, Asia, América Latina e em regiões do mediterrâneo. Os parasitas da 

Leishmania infectam 10-12 milhões de pessoas no mundo, com mais de 400 mil 

novos casos por ano e, essa incidência está associada ao desenvolvimento 

humano, devastação de florestas, mudanças ambientais e migração de pessoas 

para áeras endêmicas (MARYAM MOHAJERI, LOTFOLLAH SAGHAEI et al., 

2019; MERCADO-CAMARGO et al., 2020) 

Na ausência de vacinas e de controle do vetor, a quimioterapia 

desempenha um papel critico no controle da infecção por leishmaniose. No 

entanto, a maioria dos tratamentos disponíveis, apenas, é eficaz na primeira fase 

da doença ou são difíceis de administrar devido à sua elevada toxicidade, além 

dos efeitos adversos desses compostos, a resistência associada a essas drogas 

é crescente (MERCADO-CAMARGO et al., 2020; WONG et al., 2009).   

Flavonóides possuem múltiplos alvos, para tratamento de leishmanioses 

e incluem alvos como arginase, ribonucleotídeo redutase e topoisomerase II. 

Esses dados fazem dessas moléculas descritas, como por Hamptom (2004) 

“balas magicas” no design de drogas, que são focados em alvos biológicos 

simples, o que não deve ser a abordagem ideal para doenças complexas e assim 

não deveria ser considerado um modelo ideal para o tratamento da leishmaniose 

(DA SILVA; MAQUIAVELI; MAGALHÃES, 2012; HAMPTON, 2004). Flavonóides 

como fisetina, luteolina e quercetina demostraram atividades em culturas de 

leishmanias e apresentaram baixas toxicidades em células de mamíferos 

(MANJOLIN et al., 2013).  

Flavonoides de extratos de plantas demostraram excelente atividade em 

ensaios in vitro contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis e 

demostraram-se proeminentes na atividade leismanicida, assim como 

compostos isolados apresentaram atividade significativa contra formas 
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amastigotas de L. amazonensis sem demostrar efeitos tóxicos para a célula 

hospedeira (ARAÚJO et al., 2019).  

Tasdemir e colaboradores (2005) realizaram um estudo em que avaliaram 

a atividade antileshmania de flavonóides e seus análogos. Esses autores 

encontraram resultados promissores para os flavonódes fisetina, luteolina e 

quercetina, que apresentaram concentração inibitória de 50% (IC-50) de 0,6; 0,8 

e 1,0 µg mL-1, respectivamente) e suas IC50’s foram quase comparáveis com 

miltefosina (IC50 0,34 µg mL-1), uma droga antileishmania usada na clínica. 

Corroboraram, também, a habilidade dos flavonóides em inibir infecções por 

leishmanias sem causar toxicidade significativa para a célula de mamíferos, 

entretanto indicaram que a baixa biodisponilidade desses compostos apontam 

para o desenvolvimento de formulações mais específicas (TASDEMIR et al., 

2006). 

Flavonóides são multifacetados e possuem efeitos nas vias de transdução 

de sinais envolvidos na proliferação celular, atividades antioxidantes e 

modulação da atividade enzimática associadas à biossíntese de estrogênio e 

vias metabólicas de agentes cancerígenos (ZHAO et al., 2007). Em doenças 

parasitárias, flavonóides são um grupo de interesses elevados. É devido à sua 

baixa toxicidade nos hospedeiros e vários mecanismos pelos quais eles podem 

modular processos patologicamente alterados durante infecções (FAIXOVÁ et 

al., 2021). 

 

4.7 QUERCETINA – ASPECTOS GERAIS  

 

O nome quercetina deriva-se do querceto (floresta de carvalhos), pertence 

à classe química dos flavonóis, de flavos que significa amarelo, sua cor comum 

e tem sido usada desde 1857 (KIM; PARK, 2018) Mais precisamente, a 

quercetina é o flavonóide mais representativo da família dos flavonóis, 

componentes que possuem a estrutura 3-hidrodrixiflavona (D’ANDREA, 2015). 

Foi nomeada como 3 3’, 4’ 5 7-pentahidroxyflavona pela Internacional Union of 

Pure And Applied Chemistry (IUPAC) (Figura 1).  

A quercetina é o flavonóide mais amplamente distribuído e o mais 

extensivamente estudado. É encontrada em várias fontes incluindo frutas, 

vegetais, nozes, vinho e sementes, na maioria das vezes, como glicosídeos em 
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alimentos à base de plantas e têm atraído bastante atenção por seu potencial 

efeito benéfico em prevenção de doenças (MOON et al., 2000). Por essas e 

outras razões, é sugerido que a quercetina esteja envolvida em diversos efeitos 

benéficos à saúde, sendo útil tanto para a dieta diária quanto para nutracêuticos 

(NGUYEN et al., 2015). Ultimamente, tem sido demostrado que a quercetina 

exerce seus efeitos benéficos para a saúde em uma série de modelos celulares 

e em animais, bem como em humanos, por meio da modulação de vias de 

sinalização, e expressão gênica envolvidas nesses processos (WANG et al., 

2016). Porém, possui aplicação clínica limitada devido a pobre solubilidade em 

água e, consequentemente, reduzida biodisponibilidade (JEON et al., 2018). 

 

4.8 QUERCETINA – ATIVIDADES BIOLÓGICAS  

 

A quercetina é um componente alimentar com impacto comprovado na 

saúde. Suas atividades bioquímicas são muito bem documentadas e é um dos 

mais potentes antioxidantes dentre os polifenóis (FORMICA; REGELSON, 1995; 

MATERSKA, 2008; WANG; LI; BI, 2018). Diversas são as atividades biológicas 

encontradas para a quercetina e, o potencial antioxidante da mesma, tem sido 

evidenciado em diferentes ensaios e em diferentes aplicações (Tabela 2).  

Com relação à capacidade de varredura de radicais livres, a quercetina 

em sua forma aglicona, demostrou ser a mais reativa dentre os seus derivados 

no ensaio do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), até mesmo com mais 

atividade do que o padrão hidroxitolueno butilado (BTH) utilizado. Sabe-se que 

flavonóides inibem o estresse oxidativo in vitro por agirem tanto no sequestro de 

radicais livres, como sendo agente queladores de metais, a quercetina também 

exibiu a melhor atividade quando comparada a seus derivados no ensaio que 

verifica a habilidade de redução do ferro plasmático (FRAP) (LESJAK et al., 

2018). Essas propriedades ja estão sendo exploradas na busca de compostos 

capazes de se ligar a íons metálicos no cérebro, agindo por competição com o 

peptídeo Aβ, para impedir a progressão da doença de Alzheimer (HAUSER-

DAVIS, 2009). 

 



41 
 

Tabela 2. Atividades biológicas da quercetina já entremostradas 
 

Atividades biológicas Referências 

Por inibir o estresse oxidativo, a quercetina suprimiu a autofagia induzida pelo cádmio Yuan et al., 2016 

A injeção de quercetina em tumor A549 de ratos, efetivamente reduziu o crescimento do câncer in vivo. A fosforilação de histona 3 diminuiu nos 

tecidos tumorais depois do tratamento com quercetina. Dessa forma a quercetina pode suprimir o crescimento celular de câncer de pulmão in vitro e in 

vivo. 

 

Xingyu et al., 2016 

Foi demostrado que oxigenasse protege a função hepática contra a acrilamida na indução de danos aos DNA em ratos Ansar et al., 2016 

O tratamento com quercetina protege a contratilidade do tecido sanguíneo contra a injuria da isquemia aguda\reperfusão (I\R)  

por reduzir o estresse oxidativo e apoptose induzida pelo I\R 

Tinay et al., 2017 

Quercetina possui potencial aplicação clínica para o tratamento de glioblastoma por causa do dos seus efeitos inibitório na proliferação de células do 

glioblastoma e invasão 

Liu et al., 2017 

Quercetina inibe a resposta inflamatória mediada pela micróglia través da indução da heme oxigenasse -1, dessa forma protegendo contra a 

obesidade induzida pela infamação hipotalâmica. 

Yang et al., 2017 

Quercetina, quando usada em associação com diferentes níveis de pesticidas (5 mg\kg) ou suas misturas (10 mg\kg), previne o inchaço mitocondrial 

em tecidos cerebrais variados 

Beghu et al., 2017 

Através dos seus efeitos anti-inflamatórios, a quercetina reduz a dor neuropática pela inibição do caminho de sinalização do  

receptor Toll-like 

Ji te al., 2017 

Quercetina protege roedores do dano cognitivo funcional induzido pela d-galactose e apoptose neuronal induzida pelo caminho  

de sinalização Nrf2-ARE 

Dong et al., 2017 

 

Quercetina diminui a taxa de hiperalgesia causada pelo tamoxifeno na indução da adenomiose em roedores. O mecanismo de resposta é a redução 

da sensibilização central, o que pode uma terapia promissora para o tratamento de adenomiose 

Nie; Liu, 2017 

Quercetina possui efeito leishmanicida no estágio amastigota de Leishmania donovani e L. amazonensis, e reduz a carga parasitária de células do 

baço de hamster infectadas com L. donovani  

Da Silva et al., 2011  

Fonte: Produzida pelo autor, com base nos dados de (KIM; PARK, 2018; DA SILVA et al 2011). 
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Para além de seus efeitos no sequestro de radiais livres e de íons 

metálicos, a quercetina também exerce atividade antioxidante por induzir a 

atividade de enzimas como superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase 

(GPx) no cérebro. Além disso, reduz significativamente a peroxidação lipídica no 

hipocampo e córtex pré-frontal de roedores, quando administrada em 

combinação com quetamina, em um modelo de esquizofrenia (MERT et al., 

2019).  

A quercetina exerce efeito antiviral e antitumoral por modular 

diferencialmente a expressão genes de interleucinas em células mononucleares 

periféricas (PBMC), favorecendo o perfil Th-1, que promove a imunidade celular 

pelo interferon gama (IFN-γ) e a diminuição do perfil Th-2 envolvido na imunidade 

humoral e ativação macrofágicas pela IL-4 (NAIR et al., 2002). Similarmente, o 

seu glicosídeo mais comum, a rutina, age em células de micróglia, no SNC 

promovendo uma redução nos níveis de citocinas pró-inflamatórias (COSTA et 

al., 2016) 

“Droga promíscua” foi o termo cunhado por Hampton (2015) em que se 

diz das capacidades de certas drogas em se ligar a múltiplos alvos e, assim, tem 

se comportado a quercetina no que tange as interações com múltiplas proteínas 

das leishmanias. A quercetina interage com múltiplos alvos nas leishmanias 

como as arginases, ribonucleotídeo redutases e topoisomerases (DA SILVA; 

MAQUIAVELI; MAGALHÃES, 2012). A atividade antileishmania da quercetina foi 

observada em culturas de L. amazonensis e os mecanismos de ação propostos 

foram a disfunção mitocondrial e a geração de ROS (FONSECA-SILVA et al., 

2011). Também, é verificado que além de exercer atividade antileishmania em 

formas amastigotas de L. amazonensis, a quercetina pareceu melhorar a infeção 

parasitária em modelos de roedores, sem exibir citotoxidade tanto in vitro como 

in vivo (TASDEMIR et al., 2006).   

A atividade antibacteriana da quercetina, ultimamente, tem sido 

investigada em detalhes, especificamente com relação à Staphylococcus aureos 

resistentes à meticiclina (MRSA) e bactérias multidroga resistentes (MDR) 

(HIRAI et al., 2010; SHARMA et al., 2019). Estudos com quercetina e seus 

análogos demostraram inibição enzimática importante em enzimas como DNA-

girase e topoisomerase IV, o que sugere o potencial dual de inibição desses 

compostos (HOSSION et al., 2011). Tanto a quercetina isolada de extrato 
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metanólico de Alium cepa, quanto o extrato bruto apresentaram atividade 

atibacteriana. O extrato bruto demostrou ser mais potente contra K. Pneumonia 

MDRPA3, com um halo de inibição de 21mm, enquanto que a quercetina isolada 

foi mais potente contra M. Smegmatis cepa 994, como halo de inibição de 18 

mm. O que demostra que a quercetina, o principal composto do estrato, pode ser 

usada para o tratamento de infecções causadas por cepas bacterianas MDRs 

(SHARMA et al., 2019).  

O potencial anticancerígeno da quercetina tem sido fortemente 

evidenciado, não apenas em estudos com a molécula padrão, mas também 

através de seus análogos naturais e dos seus compostos semi-sintéticos 

(CHATZIATHANASIADOU et al., 2018; DAJAS, 2012; MASSI et al., 2017; SAK, 

2014). Em carcinoma hepatocelular, a quercetina inibiu o crescimento de células 

in vitro através de vários mecanismos de morte evidenciados como parada do 

ciclo celular, apoptose e promoção de autofagia (WU et al., 2019). Com o objetivo 

de avaliar os efeitos da quercetina em carcinoma hepatocelular, Zhao e 

colaboradores (2014) trataram células da linhagem HepG2 com 50 µM de 

quercetina e 10 µM de cisplatina e concluíram que a quercetina possui atividade 

supressora através da indução da parada do ciclo celular e apoptose. E, em 

combinação com a cisplatina, gerou um efeito sinérgico inibitório na supressão 

do crescimento celular e indução de apoptose (ZHAO; ZHAO; JIAO, 2014).  

A quercetina e o glicosídeo rutina demostraram suprimir o crescimento de 

células de glioblastomas pela inibição do metabolismo celular, migração e 

regulação da matriz protética extracelular e expressão de metaloproteinases 

(SANTOS et al., 2015). Mais além, esses flavonóides demostraram atividade 

moduladora no perfil inflamatório de micróglia, e apresentaram atividade 

antiglioma em co-culturas de micróglia com células de glioma C6, oriundas de 

gliomas de ratos (DA SILVA et al., 2019). Também em células C6, a quercetina 

demonstrou atividade ambígua, por proteger essas células contra a peroxidação 

lipídica induzida pelo hidroperóxido de cumeno e, em contraposição induziu, nas 

mesmas concentrações, citotoxidade (ZIELIŃSKA; GÜLDEN; SEIBERT, 2003). 

Mais recentemente evidenciou-se que a quercetina agiu em sinergismo com o 

butirato de sódio, inibindo os mecanismos autofágicos envolvidos com a 

proteção de glioblastomas, em células C6, e em células humanas T98G. Os 

autores evidenciaram um aumento significativo na taxa de apoptose, 
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demostrando o potencial terapêutico do uso da quercetina em promover 

alternativas para o tratamento de glioblastomas resistentes a temozolamida 

(TAYLOR; KHATHAYER; RAY, 2019). 

A quercetina é um bioflavonóide com múltiplas atividades 

anticancerígenas em vários tipos de tumores sólidos e, mais além, foi 

comprovado, ter atividade em células HL-60, oriundas de leucemia mieloide 

aguda (LMA), ao reduzir significativamente o crescimento tumoral através de 

indução do estresse oxidativo intratumoral, ativação do sinal ERK e subsequente 

apoptose (W.J. LEE; FANG, 2015) Em macrófagos da linhagem THP1, a 

quercetina reduziu a resposta pró-inflamatória reduzindo a expressão de IL-6 e 

TNF-α e reduziu a viabilidade celular para aproximadamente 60% em 

comparação ao controle, demostrando que a quercetina, assim como o ácido 

salicílico, estão entre os mais significativos polifenóis com atividade anti-

inflamatória positiva em populações macrofágicas humanas (DRUMMOND et al., 

2013).  

 

4.9 QUERCETINA - ASPECTOS FÍSICO-QUÍMICOS  

 

A quercetina possui identificação pela International Uinion of Pure And 

Applied Chemistry (IUPAC) como 2-(3,4-di-hidroxifenil) -3,5,7-tri-hidroxicromen- 

4-ona; sua fórmula molecular é C15H10O7, tem peso molecular de 302.2357 g 

moL-1 e possui alguns nomes triviais, como soporentina e melentina. Dentre as 

suas principais propriedades físicas, a quercetina é descrita como um pó 

amarelo, que se converte a forma anidra a 203-207 °F.; Densidade de 1,799 

g/cm3; Ponto de Fusão de 316 °C; Solubilidade em água: 60 mg mL-1 a 16 °C, 

menor que 1 mg mL-1 a 70 °C. Muito solúvel em éter e metanol, solúvel em etanol, 

acetona, piridina, ácido acético e DMSO. Possui Pressão de Vapor de 2,81 x 10-

14 mmHg a 25 °C. Suas propriedades espectrais são: Absorção máxima: 256 nm 

(log E= 4.32); 301 nm (log E= 4.32); Número Sadtler Ref: 594 (IR, PRISM) 

(D’ANDREA, 2015). 
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4.10 QUERCETINA - ASPECTOS (BIO)FARMACOLÓGICOS 

 

Devido à suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, a 

quercetina têm sido testadas para variadas aplicações terapêuticas, dentre as 

mais proeminentes, destacam-se: envelhecimento, artrite, asma, diabetes, 

alergias, resistência e proteção cardiovascular, anticâncer, antiobesidade, 

gastroproteção, adenocarcinoma de próstata, imunidade e infecção, desordens 

de humor e performance no exercício físico (D’ANDREA, 2015). 

A quercetina e seus derivados podem promover um aumento das funções 

cardíacas, indicando a proposta do seu uso terapêutico no tratamento de 

doenças cardiovasculares. A quercetina exibe benefícios significantes 

relacionados com a saúde cardiovascular, como inibição da oxidação da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL), inibição do efeito vasodilatador 

dependente do endotélio, redução de moléculas de adesão e outros marcadores 

inflamatórios, efeito protetor sobre o óxido nítrico na função endotelial sob 

condições de estresse oxidativo, prevenção de danos oxidativos e inflamatórios 

neuronais e efeitos antiagregantes plaquetários (PATEL et al., 2018). 

Atuando em outros sistemas fisiológicos, a quercetina pode ser, 

terapeuticamente útil, na prevenção e controle de diferentes enfermidades. A 

patogenia de doenças neuronais como esquizofrenia é atribuída ao aumento do 

estresse oxidativo. Recentemente, Mert e colaboradores (2019) evidenciaram o 

efeito neuroprotetor da quercetina em diminuir o estresse oxidativo na 

esquizofrenia e assim, prevenir a destruição cognitiva que ocorre nessa doença 

(MERT et al., 2019). A quercetina, também, possui efeito neuroprotetor contra a 

isquemia cerebral induzida em ratos, diminuindo o edema cerebral e o volume 

do infarto na isquemia cerebral focal (PARK; SHAH; KOH, 2018). 

Atualmente, Ebegboni e colaboradores (2019) relataram que a quercetina 

e seus metabólitos, isoladamente ou em combinação, desencadearam 

significativos efeitos protetores na linhagem celular de trofoblasto de primeiro 

trimestre humano contra o estresse oxidativo induzido pela hipóxia e 

reoxigenação (EBEGBONI et al., 2019)  Estudos, também, foram publicados, 

comprovando a atividade da quercetina em inibir o crescimento de células 

cancerígenas, seja com o tratamento isolado ou em combinação com outros 
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agentes quimioterápicos (ANGST et al., 2013; BANERJEE et al., 2008; 

BRAGANHOL et al., 2006; PRADHAN et al., 2010). 

 

 

4.11 QUERCETINA- ASPECTOS FARMACOCINÉTICOS  

 

A quercetina está amplamente presente na natureza, principalmente, na 

sua forma glicosídica. O intestino delgado é eficaz na absorção de glicosídeos 

de quercetina devido à atividade hidrolisante pertencente aos enterócitos, à 

atividade de enterobactérias e, ainda pela atividade enzimática de glicuronidação 

e sulfatação. Sendo assim, antes mesmo de atingir a circulação êntero-hepática 

e o fígado, a quercetina começa a sofrer conversão metabólica (MUROTA; 

TERAO, 2003). 

Em um modelo farmacocinético, Chen e colaboradores (2005), 

observaram que depois de uma administração oral de quercetina em ratos, 93% 

foi metabolizada por células intestinais, antes mesmo de serem absorvidas, e 

apenas 3,1 % foi metabolizada no fígado, demostrando a extensa metabolização 

extra-hepática da quercetina (CHEN et al., 2005). Ao alimentar ratos (500 mg Kg-

1 de quercetina) por 11 semanas, De Boer e colaboradores (2005) demostraram 

que a quercetina e seus metabólitos estão amplamente distribuídos entre os 

diversos órgãos, sendo que o maior nível de quercetina é encontrado no pulmão 

e, os menores níveis no cérebro e no baço, demostrando assim a capacidade 

desse composto em atravessar a barreira hematoencefálica (DE BOER et al., 

2005).  

Tang e colaboradores (2016) demostraram que o ácido 3,4-di-

hidroxifenilacético é o catabólito predominante e, biologicamente ativo, dos 

glicosídeos da quercetina (TANG et al., 2016). Suas evidências foram 

substanciadas por Mullen e colaboradores (2008) usando-se glicosídeos da 

quercetina radiomarcados, que são convertidos em ácidos fenólicos com 

propriedades biológicas, no trato gastrintestinal (TGI) de ratos (ALDWELL et al., 

2008). 

No estômago, em condições ácidas, a quercetina pode ser degradada a 

ácidos fenólicos por ação de bactérias na fissão do anel, levando à quebra do 

esqueleto da estrutura da quercetina e, posteriormente, esses ácidos fenólicos 
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também podem ser absorvidos pelo estômago (FARRELL et al., 2012). No 

intestino delgado existe uma extensiva glicuronidação da quercetina, pela ação 

da difosfafo uridina glucuronosil transferases e intensa O-metilação pela ação da 

catecol-O-metiltranferase. Neste mesmo local do TGI, acontece também a 

liberação do glicosídeo da quercetina; a deglicosilação acontece mediada por 

enzimas beta glicosidase oriundas da microbiota (NÉMETH et al., 2003). 

Subsequentemente, a quercetina e seus derivados são transportados, através 

da veia porta ao fígado, onde sofrem metabolização como O-metilação, 

glicuronidação e sulfatação (MUROTA; NAKAMURA; UEHARA, 2018). 

Segundo Nemeth (2003), a quercetina alcança o plasma depois de uma 

dieta rica em flavonóides; no entanto, os seus glicosídeos polifenólicos são 

relativamente hidrofílicos, e não se difundem passivamente através das 

membranas (NÉMETH et al., 2003). Para Paganga e Rice-Evans (1997), 

glicosídeos intactos da quercetina se acumulam no plasma sanguíneo depois de 

uma dieta rica em glicosídeos de quercetina (PAGANGA; RICE-EVANS, 1997). 

Porém, Moon (2000) demonstrou que não se tratava de glicosídeos de 

quercetina, mas sim, de metabólitos de quercetina que se acumulavam na 

circulação em dietas ricas em flavonóides (MOON et al., 2000). 

De acordo com Nemeth e colaboradores (2003) a absorção de glicosídeos 

flavonóides na dieta em humanos envolve um passo crítico de desglicosilação, 

que é mediado por betaglicosidases epiteliais. Ainda, segundo estes autores, a 

variação significativa na atividade da betaglicosidase entre os indivíduos pode 

ser um fator determinante na variação da biodisponibilidade dos flavonóides 

(NÉMETH et al., 2003). Para Jacobasch e colaboradores (2003), a 

disponibilidade dos glicosídeos de quercetina depende da posição da ligação do 

açúcar e, assim, metabólitos da quercetina foram cinco vezes mais absorvidos 

do que, quando a quercetina foi administrada na forma quercetina-4’-O-

glicosídeo, ao invés de quercetina-3-O-rutinosídeo e, além disso, o sítio de 

absorção para esses glicosídeos foram diferentes (JACOBASCH et al., 2003). 

Também, tem sido relatado, na literatura, que alguns desses flavonóides 

possuem atividade fisiológica mais evidente, do que os seus precursores 

glicosídeos de quercetina (LEE et al., 2016; MUROTA; NAKAMURA; UEHARA, 

2018). 
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Experimentos usando quercetina-O-glicosídeo (Q4’G) radiomarcada 

demostraram que a molécula atravessa o TGI de ratos, e quase toda Q4’G é 

convertida em ácidos fenólicos, sendo o 3,4 diidroxifenolacético (DOPAC) e 3-

hidroxifenolacétco os mais predominantes (PETERSEN et al., 2016). Tang e 

colaboradores (2016) demostraram que o DOPAC é o ácido fenólico mais ativo 

derivado do catabolismo da quercetina, no que se refere às propriedades 

antioxidantes (TANG et al., 2016). 

A absorção da quercetina e seus metabólitos conjugados continua no 

intestino grosso, onde microrganismos do cólon pode desassimilar esses 

compostos. Por exemplo, Clostridium pode causar fissão do anel C da quercetina 

e os metabólitos formados pela flora intestinal são absorvidos e transportados 

via veia porta, onde sofrem as reações de conjugação (WANG et al., 2016). 

Geralmente, nem a quercetina livre, nem seus glicosídeos são detectados no 

plasma, onde a quercetina existe apenas na forma conjugada (MASSI et al., 

2017). Dessa forma, quercetina 3-O glicoronídeo, 3’-O-metil-quercetina 

(isohametina), isohametina 3-Oglicuronídeo, e quercetina 3-O-sulfato entram na 

corrente sanguínea (WANG et al., 2016). 

Segundo Patersen (2016), a quercetina possui uma ampla variabilidade 

interindividual de biodisponibilidade e a concentração plasmática total de 

quercetina livre e conjugada varia na taxa de 72 e 193 nmoL L-1, após a ingestão 

em curto prazo de alimentos ricos em quercetina (PETERSEN et al., 2016; 

WANG et al., 2016). No entanto, de acordo com Dajas (2012), em um tratamento 

de curto prazo, a quercetina não é capaz de atingir o limiar de concentração 

plasmática eficaz, mas a suplementação de quercetina, em longo prazo, pode 

ser diferente (DAJAS, 2012).  

Guo, Mah e Bruno (2014) evidenciaram que a ingestão diária de 1.095 mg 

de quercetina por 3 dias levou a uma concentração plasmática de 1.430 nmoL L-

1 (GUO; MAH; BRUNO, 2014). No estudo de Petersen e colaboradores (2016), 

a suplementação de uma cápsula de 22 mg de quercetina resultou em uma 

concentração plasmática de quercetina equivalente a 109 nmoL L-1 (PETERSEN 

et al., 2016). Dessa forma, é interessante notar que existe uma grande 

variabilidade interindividual na absorção da quercetina. Interessante, também, é 

o fato de que os níveis plasmáticos de quercetina podem ser aumentados após 

a administração, em longo prazo (WANG et al., 2016). Isso pode ser, em parte 
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devido as altas doses administradas nos animais estudados, também pela 

saturação e alta demanda do sistema enzimático, e ou outros fatores como 

eliminação lenta, e  acúmulo dos metabólitos (RANGEL-ORDÓÑEZ et al., 2010). 

A quercetina e seus metabólitos podem ser excretados por via urinária, 

mas também podem ser excretados pela bile e eliminados nas fezes (NISHIJIMA 

et al., 2015; SHI; WILLIAMSON, 2015). A quercetina, também, pode sofrer 

metabolização por bactérias, pela quebra do anel e decomposição em ácidos 

fenólicos e CO2, que foram excretados através das fezes e da respiração (GUO; 

BRUNO, 2015). Walle, Walle e Halushka (2001), em estudos com humanos, 

evidenciaram que a quercetina é eliminada na forma de conjugados 

glicuronídeos e sulfato via CO2, urina e fezes. Para estes autores, o CO2 é o 

maior metabólito da quercetina em humanos, perfazendo um total de 52,1%, o 

que demonstra extensa metabolização da molécula (WALLE; WALLE; 

HALUSHKA, 2001). 

Embora a quercetina seja extensivamente metabolizada e dosada, 

principalmente, na forma de seus metabólitos, Moon e colaboradores (2000) 

desenvolveram estudos farmacocinéticos da quercetina em humanos e, 

demostraram uma variação de 0,25 a 18mg de quercetina inalterada na urina 

após a ingestão de 500mg de quercetina, em indivíduos saudáveis (MOON et 

al., 2000). Ahmad e colaboradores (2007), também encontraram uma alta 

depuração oral de quercetina (3,5 x104 L h-1) com uma meia vida média de 3,5 

horas (AHMAD, 2007). 

  Sabe-se que a quercetina é susceptível a muitas alterações químicas, 

como a oxidação durante o processamento e armazenamento. A estabilidade 

química da quercetina é influenciada pela concentração de oxigênio, pH, 

temperatura, concentração de outros antioxidantes, bem como a presença de 

íons metálicos (WANG et al., 2016).  

No organismo, a quercetina pode ser oxidada em vários produtos de 

oxidação conhecidos como quercetinas-quinonas, que são altamente reativas 

com mercaptanos e podem reagir rapidamente com glutationa (GSH), o 

mercaptano endógeno mais abundante, gerando assim glutationil-quercetina 

(GSQ) (POCERNICH; BUTTERFIELD, 2012). Também, ficou evidenciado que 

GSQ é altamente instável podendo se dissociar e, dessa forma, em altas 

concentrações de GSH, a quercetina-quinona tende a formar GSQ. Por outro 
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lado, em baixas concentrações de GSH, a quercetina-quinona pode reagir com 

grupos sulfidrila de outras proteínas (POCERNICH; BUTTERFIELD, 2012; 

WANG et al., 2016). 

A quercetina pode reagir com íons metálicos para formar complexos 

quercetina-metal e, essa ligação pode alterar o potencial de oxidação da 

molécula. Assim, dependendo do metal ligado à quercetina, a atividade de 

sequestrar o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) aumenta ou pode diminuir 

(DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012). Sabe-se, também, que os íons metálicos se 

ligam com mais afinidade ao oxigênio da carbonila e à hidroxila do carbono 3 no 

anel C da quercetina, levando à diminuição da atividade antioxidante da molécula 

(PȨKAL; BIESAGA; PYRZYNSKA, 2011). 

Recentemente, Tamura e colaboradores (2017) publicaram uma relação 

entre o metabolismo da quercetina fecal e a estrutura da comunidade microbiana 

intestinal, em indivíduos saudáveis e, verificaram que a rápida biotransformação 

da quercetina pela microbiota intestinal altera a biodisponibilidade da quercetina 

no intestino grosso. As bactérias intestinais metabolizam a maior parte da 

quercetina fornecida em 24 horas sob condições anaeróbias, apesar das 

variações interindividuais na composição da microbiota fecal (TAMURA et al., 

2017). 

Omar e colaboradores (2014) afirmaram que existem, ainda, novas 

informações a serem obtidas sobre a transformação química e biológica da 

quercetina. Em seus estudos, os autores encontraram 35 metabólitos da 

quercetina usando espectroscopia de massa de alta resolução, dos quais foram 

inclusos: glicuronídeos, sulfatos, metabólitos mistos de sulfato/glicuronídeo e 

versões metiladas desses metabólitos, além dos vários metabólitos formados a 

partir de produtos da degradação química da quercetina (OMAR et al., 2014). 

Diversos estudos revelaram que a quercetina é pouco absorvida, conjugada 

extensivamente e sua biodisponibilidade oral é baixa, associados com a baixa 

solubilidade em água (MULHOLLAND et al., 2001; WANG et al., 2016). 

 

 

4.12 QUERCETINA - ASPECTOS FARMACODINÂMICOS 
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A quercetina possui vários mecanismos de ação já demostrados para as 

diversas atividades propostas, além da eliminação direta de radicais livres, 

outros mecanismos antioxidantes contribuem para a ação potente da quercetina 

contra o estresse oxidativo, como a inibição de enzimas, incluindo xantina 

oxidase e óxido nítrico sintase bem como outros mecanismos bioquímicos, como 

a quelação de ferro e cálcio e a inibição da peroxidação lipídica (DAJAS, 2012). 

Mais além, demonstra-se que a mitocôndria é a principal organela celular 

beneficiada pelas ações da quercetina, e assim tem sido estudada por seu efeito 

mitocondriotrópico (MATTAREI et al., 2010). Assim a quercetina age como 

protetor nas funções deste componente celular, o que pode ser explicado pela 

acumulação mitocondrial do flavonóide na organela (COSTA et al., 2016; 

FIORANI et al., 2010).  

Esse potencial efeito protetor da quercetina, para condições envolvendo 

disfunção mitocondrial e associado com estresse oxidativo no cérebro, é a base 

do potencial terapêutico da quercetina. De fato, na Doença de Parkinson um 

defeito no complexo mitocondrial tem sido identificado como possível causa de 

degeneração neuronal e indução de apoptose pela abertura do poro de transição 

mitocondrial e liberação de citocromo C (DAJAS, 2012; OLANOW; TATTON, 

1999). 

Em adição aos efeitos antioxidantes da mitocôndria em sequestrar 

radicais livres, outros mecanismos contribuem para o potencial da quercetina na 

mitocôndria contra o estresse oxidativo, como inibição de enzimas, incluindo a 

xantina oxidase e a oxido nítrico sintase. Além disso, outros mecanismos como 

quelação do ferro e cálcio e a inibição da peroxidação lipídica foram discutidos 

na literatura (DAJAS, 2012). 

Lee e colaboradores (2014) evidenciaram que a proteína de extrusão 

multidroga e compostos tóxicos (MATE1) é um transportador de membrana para 

flavonóides com alta afinidade pela quercetina. Os autores avaliaram o acúmulo 

intracelular da quercetina em células com super expressão desses receptores e, 

também, o desaparecimento desse efeito frente a inibidores de da proteína 

MATE1 e do silenciamento do gene da MATE1 (LEE et al., 2014). 

High-mobility group box protein 1 (HMGB1) é um grupo de proteínas 

altamente preservadas, são secretadas pela ação de macrófagos previamente 

ativados e possuem um papel crucial na formação da imunidade tardia. A 
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proteínas HMGB1 que se encontram fora da célula podem motivar a libração de 

do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1β e outros mediadores 

inflamatórios. A quercetina inibe a estimulação de HMGB1, o que sugere o seu 

poder em modular a sinalização celular através da ação de citocinas pró-

inflamatórias (KHAN et al., 2016). 

A ativação de proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) é um 

importante caminho de sinalização induzido por HMGB1 na expressão genes 

pró-inflamatórios. HMGB1 induz a liberação de citocinas que estão 

potencialmente relacionadas com a inflamação através do caminho MAPK. 

Lipopolissacarídeos ou HMGB1 induzem a fosforilação de quinase c-Jun N-

terminal envolvidas no desencadeamento da apoptose em células somáticas e 

a sinalização extracelular regulada por quinase em macrófagos. A quercetina 

inibiu consideravelmente HMGB1 e LPS na indução da fosforilação da quinase 

c-Jun N-terminal, reduzindo a expressão de fatores pró-inflamatórios (DEGRYSE 

et al., 2001; KHAN et al., 2016). 

A via de sinalização JAC/STAT é um típico caminho de transdução de 

sinais para vários tipos de citocinas inflamatórias e fatores de crescimento. A 

ligação aos seus receptores leva a ativação de JAC, o que aumenta o processo 

de fosforilação que leva a ativação de STAT. As STAT’s ativadas entram no 

núcleo, onde exercem a sua ação através da regulação da expressão de genes. 

A quercetina possui a habilidade de inibir a ativação de JAK-STAT em várias 

desordens inflamatórias e, desse modo o tratamento de células T ativadas com 

quercetina inibiu a fosforilação de JACK 2, tirosina kinase 2 (TRK2), STAT3 e 

STAT4 o que resultou na diminuição dos níveis de propagação de células T e 

variação para o fenótipo Th1 (MUTHIAN; BRIGHT, 2004). 

Segundo Park (2018) a quercetina inibe a apoptose através de 

mecanismos antiapoptóticos baseados na via PI3K/Akt na isquemia cerebral 

focal. A Poli ADP ribose polimerase (PARP) e a caspase-3 são proteínas 

associadas à apoptose que ativam os fatores de fragmentação do DNA e causam 

clivagem do DNA e, portanto, são usadas como indicadores de apoptose. A 

ativação de PARP e caspase-3 induz a processos apoptóticos através de uma 

via apoptótica mediada por mitocôndrias. Park, Shah e Koh (2018) observaram 

o efeito atenuante da quercetina sobre ratos com isquemia cerebral focal 
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induzida e a diminuição na expressão de PARP e caspase-3 nos indivíduos que 

foram tratados com quercetina (PARK; SHAH; KOH, 2018). 

 

 

4.13 QUERCETINA - MODIFICAÇÕES ESTRUTURAIS   

 

Uma abordagem interessante para superar a baixa biodisponibilidade de 

polifenóis, a fim de testar e explorar sua atividade in vivo, depende da 

modificação química do composto natural, que visa em aumentar a solubilidade 

e retardar o metabolismo. Dessa forma, muitas rotas sintéticas estão sendo 

estudadas como a adição de aminas e brominação, a modificação em oximas e 

a complexação com hidrazinas (FOTI; ROCCO, 2014; HELGREN et al., 2015; 

ÖZYÜREK et al., 2014).  Esforços estão, obviamente, concentrados na proteção 

dos hidroxilos polifenóis. Outra possibilidade é a modificação da molécula pela 

introdução de um substituinte estável capaz de conferir propriedades desejáveis. 

Sob esse ponto de vista, a esterificação é um ponto de partida para a obtenção 

de moléculas com aplicações farmacológicas melhoradas (MATTAREI et al., 

2010). 

Diversas reações químicas de modificação da quercetina foram descritas, 

com o intuito fundamental de tornar a molécula mais apolar, facilitando sua 

absorção entre as membranas e a proteção dos seus grupos hidroxila e a 

melhora da biodisponibilidade (DANIHELOVÁ et al., 2013; ENAYAT et al., 2016; 

HIRPARA et al., 2012; KIM et al., 2015). Para superar as limitações da quercetina 

em solubilizar-se, um programa de síntese química foi realizado e a pró-droga 

modificada da quercetina, o (QC12), foi a droga mais promissora a chegar em 

estudos clínicos (LIAO et al., 2015; MULHOLLAND et al., 2001). Também, é 

conhecida a atividade melhorada da quercetina estruturalmente modificada 

sobre a inibição da trombina, atividade antimutagênica e anticancerígena 

(AZUMA et al., 2011; WANG et al., 2012). 

Veverka e colaboradores (2015) sintetizaram co-cristais de quercetina e 

verificaram uma melhor estabilidade, melhora da atividade antioxidante, melhor 

atividade inibitória de protease, melhor efeito inibidor da protrombina e, 

aproximadamente, duas vezes melhor atividade citotóxica em células humanas 

de câncer cervical e câncer de cólon (VEVERKA et al., 2015). 
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Gonçalves e colaboradores (2019) obtiveram bons resultados ao utilizar o 

derivado tetra etil-éter quercetina, incorporado a uma nanoemulsão, o que 

resultou em um componente promissor com propriedades melhoradas para a 

penetração na pele e incorporação em formulações contendo protetores solares 

(GONÇALVES et al., 2019). Dessa forma, a modificação química da quercetina 

supera várias barreiras na entrega da substância, como a baixa solubilidade, 

absorção oral insuficiente e o rápido metabolismo pré-sistêmico (VEVERKA et 

al., 2015). 

Kim e colaboradores (2015) sintetizaram uma série de alquil-éter 

derivados de quercetina e caracterizaram suas propriedades físicas, além de 

medirem a atividade antibacteriana e antioxidante desses compostos (KIM et al., 

2015). Os autores sintetizaram éteres derivados de quercetina, de acordo com a 

reação de síntese de Williamson, na qual se reagiu quercetina com um haleto de 

alquila correspondente na presença de K2CO3. Ainda, segundo Kim e 

colaboradores (2015), esses derivados são mais estáveis à oxidação e mais 

hidrofóbicos (KIM et al., 2015). Danihelová e colaboradores (2013) avaliaram a 

atividade de 15 novos compostos acil derivados da quercetina e encontraram 

uma melhor atividade citotóxica contra células cancerígenas de câncer cervical 

(HeLa), sugerindo que uma lipofilização apropriada da molécula de quercetina 

pode melhorar a ação dessa molécula, por melhorar a sua biodisponibilidade 

(DANIHELOVÁ et al., 2013).  

Hisanaga e colaboradores (2016) avaliaram os efeitos da quercetina 

prenilada (PQ) e encontraram que o composto foi mais eficiente na inibição da 

produção da enzima induzível oxido nítrico síntese (INOs), cicloxigenase-2 

(COX-2), óxido nítrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2) além de 12 tipos de 

citocinas (HISANAGA et al., 2016). A prenilação aumentou o efeito inibitório da 

quercetina sobre a fosforilação da proteína quinase ativada pelo estresse-1 

(SEK1), quinase jun-N-terminal (JNK1/2), quinase MAPK/ERK (MEK1/2) e 

quinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2) induzida por 

lipopolissacarídeos em macrófagos de ratos, o que demonstrou mais interação 

da quercetina prenilada com SEK1 e MEK 1, do que a quercetina ao inibir a 

atividade dessas quinases (MUKAI, 2018). 

Liao e colaboradores (2015) investigaram o efeito antitumoral de dois 

novos derivados alquilados de quercetina, o 7-O-butilquercetina e o 7-O-
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geranilquercetina, em células cancerígenas de pulmão. Demostraram que os 

compostos sintetizados foram mais tóxicos para as células cancerígenas e com 

melhor capacidade de acumulação nas células comparados com a quercetina 

(LIAO et al., 2015). Hauser e colaboradores (2013) sintetizou um híbrido derivado 

da quercetina e do fármaco antituberculose isoniazida, o CBNQS, como 

potencial composto atenuador de metal-proteína (MPAC) (NICOLÁS; REY; 

HAUSER-DAVIS, 2013).  

Uma revisão bibliográfica sobre o progresso da pesquisa na 

modificação estrutural da quercetina para gerar agentes anticancerígenos foi 

publicada por Massi e colaboradores (2017). Estes autores organizaram os tipos 

de modificação química da quercetina que, atualmente estão sendo foco de 

pesquisas em manipulação dos grupos hidroxila fenólicos, como modificações 

no carbono C4 do resíduo carbonila, funcionalização dos anéis A e B da 

quercetina e complexação da molécula com metais (MASSI et al., 2017). Dessa 

forma, fica evidente que as diversas formas de reações químicas de modificação 

da quercetina, descritas na literatura, têm o intuito de viabilizar a molécula para 

uso medicinal.  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS   
 

 

O estudo é do tipo quantitativo, analítico e experimental. Experimentos 

foram realizados nos Laboratórios dos Departamentos de Ciências da Vida 

(DCV) e Ciências Exatas e da Terra (DCET), da Universidade do Estado da 

Bahia (UNEB), em parceria com os Laboratórios de Neuroquímica e Biologia 

Celular (LabNq), alocados no Instituto de Ciências da Saúde (ICS), da 

Universidade Federal da Bahia (UFBA) e Laboratório de Engenharia Tecidual e 

Imunofarmacologia (LETI), do Instituto Gonçalo Moniz, Fiocruz.  

 

 

 

5.1 MATERIAIS DE CONSUMO  

 

5.1.1 REAGENTES E VIDRARIAS  

 

Todos os reagentes foram de grau analítico e comercialmente disponíveis. A 

maioria dos reagentes foram obtidos diretamente dos fornecedores Merck® e 

Sigma Aldrich® (quercetina, piridina, anidrido acético, ácido tricoloroisocianurico, 

diclorometano, 2,4 – dinitro-fenilhidrazina, cloridrato de hidroxilamina, acetato de 

sódio, éter de petróleo, ácido sulfúrico, nitrato de potássio).  

Todas os materiais e vidrarias (béqueres, balões volumétricos, erlenmeyers, 

pipetas graduadas e volumétricas, funil de separação, pinças, placa para 

Cromatografia em camada delgada (CCD) de alumínio revestidas de sílica Gel, 

tubos capilares de vidro, vidros de relógio, sistema de refluxo, placas de Petri 

35mm, microplacas de 96 poços, dentre outros) foram utilizados diretamente das 

embalagens e/ou descontaminados, lavados em água destilada e secos a 

temperatura ambiente 

 

 

5.2 MATERIAIS PERMANENTES  
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5.2.1 EQUIPAMENTOS  

 

 Os equipamentos utilizados neste estudo foram: Balança de precisão 

(Urano UA 220/0,0001), evaporador rotativo (modelo QUIMIS Q344M), placa de 

agitação magnética e aquecimento (NOVA NI 1103), refrigerador (Consul 

CRD37EB), freezer horizontal (Consul CHB53), medidor de ponto de fusão 

(MARCONI MA380), espectrofotômetro de Infravermelho por Transformada de 

Fourier (FTIR) - (100S PerkinElmer), espectrofotômetro de absorção molecular 

UV-Vis (HEXIS DR3900), espectrofotômetro (DubesserLab), 

Spectrômetro Bruker Avance III 500 MHz NMR.  

 

5.3 SÍNTESE DO DERIVADO QUERCETINA PENTAACETATO (Q5) 

 

Tentativas de rotas reacionais descritas na literatura foram adaptadas, 

porém, em sua maioria, recuperou-se o reagente no meio reacional. As rotas 

reacionais descritas para molécula da quercetina apresentaram os meios viáveis 

e reprodutíveis (Figura 2).  Além disso, também foram selecionadas as reações 

que apresentaram maior rendimento e menor quantidade de reagentes químicos 

ou nocivos. O programa utilizado para visualizar as estruturas foi o Marvin® 

sketch 14.4.20 (CHEMAXON, 2015, http://www.chemaxon.com/).  

A mistura contendo a quercetina (300 mg, 1 eq.), anidrido acético (0.80 

mL, 20 eq.) e piridina (7.5 mL) foi mantida em agitação magnética à temperatura 

ambiente (Figura 2). Após 24 horas de agitação, foram adicionados 250 mL de 

diclorometano ao meio reacional. Em seguida, a reação foi lavada com HCl a 

10% (3×100 mL), NaOH diluído (3×50 mL) e água (3×100 mL), seca pelo sulfato 

de sódio anidro, filtrada e evaporada no rota evaporador (MATTAREI et al., 

2010).  

 

 

http://www.chemaxon.com/
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Figura 2.  Tentativas de rotas reacionais descritas para a quercetina. 
 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DA QUERCETINA PENTAACETATO 

 

A reação de modificação estrutural da molécula de quercetina foi 

monitorada por cromatografia de camada delgada (CCD). Para a caracterização 

físico-química, foi utilizado o ponto de fusão. Para os testes de Infravermelho 

com transformada de Fourier (FTIR), pelo método de Reflexão total atenuada 

(ATR), usou-se um Espectrômetro FTIR, com obtenção dos espectros de 
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varredura no infravermelho médio (4000 a 600 cm-1). A amostra (massa ~ 5,0 

mg) foi acondicionada sobre o cristal de ATR e submetida a uma pressão de 

aproximadamente 20 N, com o auxílio de uma prensa mecânica manual. Os 

espectros de FTIR foram traçados pelo software OriginPro 8, OriginLAB® 

(www.originlab.com ). Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

foram obtidos em parceria com o Laboratório de Ressonância Magnética 

(LabRMN), da Universidade Federal de Goiás (UFG), e registrados em 

espectrômetro (500 MHz para RNM de 1H e 125 MHz para RNM de 13C, usando 

como solvente o DMSO. Os desvios químicos foram expressos na escala de ppm 

(µg mL-1) e o clorofórmio (CHCl3) foi usado como referência interna. Os espectros 

de RMN foram processados pelo software  TopSpin®, 4.1.3 (www.bruker.com).  

 

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO DE SEQUESTRO DO 

RADICAL [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-ácido sulfônico] - ABTS•+ 

 

A atividade de sequestro do ABTS•+ foi adaptada do método descrito por 

Dorman e Hiltunen (2004). Persulfato de potássio e ABTS (Sigma Aldrich – SP 

Brasil), foram dissolvidos em água destilada para formar uma concentração final 

de 2,45 mM e 7 Mm, respectivamente. A solução de ABTS•+ foi produzida pela 

adição de ambas as soluções na taxa de 1:1 e depois, incubada à temperatura 

ambiente, por 16 horas no escuro. A solução resultante, de coloração 

intensamente azulada, foi ajustada com etanol, no espectrofotômetro, para uma 

absorbância de 0,7 ± 0,05 nm, a 734 nm antes do uso. Alíquotas de 30 µL das 

amostras ou do 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico  - Trolox 

(Sigma Aldrich – SP Brasil), usado como padrão de referência em diferentes 

concentrações (5, 10, 25, 50, 75 e 100 µM), foram adicionados a 3 mL da solução 

de ABTS•+ e aguardou-se reagir por 6 minutos. A absorvância foi medida a 734 

nm contra um branco (etanol). A capacidade de sequestro do ABTS+ foi calculada 

de acordo com a equalçao I:  

Efeito de sequestro do ABTS+ (%) = (1 – A0 /A1) x 100     (Equação I) 

Onde A0 é a absorvância do controle; A1 é a absorvância da amostra ou 

padrão. Todas das determinações foram performadas em triplicata. Os valores 

de CI50 foram calculados e expressos como média ± DP, em µM. 

http://www.originlab.com/
http://www.bruker.com/
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5.6 AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

  

5.6.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (ANTIBACTERIANA E ANTIFÚNGICA) 

 

Os microrganismos utilizados no teste foram obtidos através do 

Laboratório de Bioensaio do DCET - Campus I, da UNEB.  Para as atividades 

antibacterianas foram utilizadas linhagens padrão de bactérias Staphylococcus 

aureus (ATCC 6538), Bacillus subtilis (ATCC 6833) e Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 15442). A atividade fungicida foi testada em cepas de Candida albicans. 

As atividades antimicrobianas foram avaliadas pelo método de microdiluição em 

caldo, com base no documento M7 – A6 (NCCLS, 2002). 

Todas as cepas bacterianas foram mantidas em caldo nutriente (NA, 

Himedia) e incubadas a 37 ° C por 24 horas. A espécie Candida albicans foi 

cultivada em caldo de levedura (Acumedia® Michigan), extrato de malte e glicose 

a 26°C por 72 horas. Em seguida, foram transferidas alíquotas de 100 μL da 

solução estoque da Quercetina (Q) e Quercetina – pentaacetato (Q5) e das 

soluções dos controles para a primeira linha da placa de microtitulação (Tabela 

3). Estas soluções foram diluídas em série (diluições duas vezes) com caldo 

nutriente e o caldo de levedura. Finalmente, 100 μL de uma suspensão padrão 

da bactéria e do fungo (ajustada para 0,5 McFarland, aproximadamente 108 UFC 

mL-1) foram adicionados em cada poço. Todas as placas de microtitulação foram 

incubadas a 37 ° C por 24 h para as bactérias e a 26°C por 72 horas para o 

fungo. Os valores de concentração inibitória mínima (MIC) foram determinados 

como a concentração mais baixa que inibiu visualmente o crescimento de 

bactérias. A diluição dos compostos foi realizada em DMSO 20% (400 μg mL-1) 

e água 80% (v v-1). A concentração de DMSO no ensaio final não excedeu 5%.   

As concentrações finais dos compostos foram testadas, variando de 0,78 

a 100 μg mL-1. A concentração final dos microrganismos utilizados neste 

experimento foi de 9 × 105 células mL-1. Cada amostra foi testada em triplicata. 

Os agentes antimicrobianos benzilpenicilia e garamicia foram usados como 

controle positivo no ensaio antimicrobiano, e o Ciclopirox olamina como controle 

positivo para o ensaio fungicida. Após a microdiluição do caldo, 10 μL das 
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amostra dos poços foram subcultivados em placas de ágar nutriente e incubados 

a 37 ° C por 24 h para a determinação da concentração bactericida mínima 

(MBC), para a  concentração funcida minima (MFC) definida em agar  como 

capaz de matar a colônia de bactérias nas placas (ARAÚJO et al., 2017). 

 

Tabela 3. Concentração dos controles para ensaio de atividade 

antimicrobiana (antibacteriana e antifúngica) 

Controles  Concentração da solução 

estoque (µg mL-1) 

Concentração máxima utilizada 

no experimento ( µg mL-1) 

Benzilpenicilina 100 25 

Garamicina 20 5 

Ciclopirox olamina 100 25 

 

5.6.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA 

 

Promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis (1x106 por poço) foram 

cultivadas em placa de 96 poços em meio Schneider (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS; GIBCO) e 50 μg mL-1 de 

gentamicina (Life, Carlsbad, CA) e submetidas ao tratamento com diferentes 

concentrações (100μM; 50µM; 25µM; 12,5µM; 6.25; 3.12µM e 1,56µM) do Q5. 

Os parasitos foram incubados por 72h a 26ºC. Em seguida, 20 μL/poço de 

AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA) foram adicionados durante 2 horas. O 

Alamar Blue (resazurina) é um indicador que produz uma mudança colorimétrica 

e um sinal fluorescente em resposta à atividade metabólica. A resazurina é 

reduzida em resorufina por células metabolicamente ativas, desse modo, o 

corante age como aceptor intermediário de elétrons na cadeia de transporte de 

elétrons, sem interferir na transferência normal de elétrons. Sendo assim, o 

alamar blue pode ser reduzido, na mitocôndria por NAPH, FADH, FMNH, assim 

como pelos citocromos (RAMPERSAD, 2012). A forma oxidada é azul (não 

fluorescente/célula não viável) e a forma reduzida é rósea (fluorescente/célula 

viável). A redução do resazurina em resorufina reflete a viabilidade celular 

(AHMED et al., 1994). 
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 A leitura foi realizada no espectrofotômetro usando os comprimentos de 

onda de 570 e 600 nm. O cálculo de inibição da cultura axênica foi determinado 

baseado no controle não tratado (GUEDES et al., 2018). 

 

 

5.6.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA 

 

5.6.3.1 SUBSTÂNCIAS  

 

A dexametasona foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Para 

todos os ensaios os compostos foram solubilizados primeiramente em 

dimetilsulfóxido (DMSO; PanReac, Barcelona, Espanha) e, posteriormente, em 

meio de cultura, não excedendo a concentração final de 0,1% de DMSO nos 

testes. 

 

5.6.3.2 ANIMAIS 

 

Camundongos da linhagem BALB/c, com idade entre 4-10 semanas, 

foram fornecidos pelo biotério do Instituto Gonçalo Moniz (IGM, Salvador, Bahia, 

Brasil) onde ficaram mantidos em gaiolas contendo no máximo 5 camundongos. 

Todas as gaiolas foram mantidas em sala climatizada a 21 ºC ± 1 ºC, em ciclo 

claro/escuro de 12 horas, com água e alimentação ad libitum durante todo o 

período experimental. Os experimentos com animais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética e Uso Animal do Instituto Gonçalo Moniz/FIOCRUZ-BA (IGM- 

018/15). 

 

5.6.3.3 CULTURA DE MACRÓFAGOS 

 

Macrófagos do exsudato peritoneal (2 x 105 células/poço) foram 

incubados em placas de 96 poços, em Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) suplementado com 10% de SBF e 50 µg/mL de gentamicina, em 

triplicata, estimulados ou não com LPS (500 ng mL-1) e IFN-γ (5 ng mL-1), e 

tratados ou não com diferentes concentrações dos compostos quercetina e 
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quercetina – pentaacetato (20, 40 e 80 µM). As células foram mantidas em estufa 

a 37 °C e 5% CO2, durante 4 e 24 horas. Após esse período, os sobrenadantes 

das culturas foram coletados para dosagem de citocinas e de óxido nítrico. 

 

5.6.3.4 AVALIAÇÃO CITOTÓXICA 

 

Para avaliar a citotoxicidade dos compostos testados foi utilizado o 

método colorimétrico do Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA). Sendo assim, o 

sobrenadante foi substituído por meio acréscido de 10% de de Alamar Blue 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) e as placas foram incubadas por mais 4 h. A leitura 

no espectrofotômetro foi realizada a 570 e 600 nm. 

 

 

5.6.3.5 DOSAGEM DE TNF 

 

A dosagem de TNF foi realizada a partir do sobrenadante das culturas de 

células, pela técnica de ELISA sanduíche, utilizando kitsDuoset ELISA 

Developmet System (R&D Systems, Minneapólis, EUA), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Placas de ELISA (NUNC – IMMUNO PLATE 

Maxisorp Surface) foram sensibilizadas com 50 µL/poço do anticorpo de captura, 

na concentração de 2 µg/mL, diluído em PBS 1x e incubadas por 16 horas à 4° 

C. As placas foram lavadas três vezes com PBS 1x / Tween 20 a 0,05% e 

bloqueadas com 100 µL/poço de PBS 1x e tween 20 a 0,05%, 0,1% de albumina 

bovina por 2 horas. Em seguida, foram adicionados 50 µL/poço das amostras, 

do branco e da curva padrão dos recombinantes diluídos no tampão Tris-salina 

(20 mM triz na base e 150 mM de NaCl) contendo 0,1% de albumina bovina e 

0,05% de tween 20, durante 2 horas, à temperatura ambiente. O padrão foi 

diluído seriadamente (1:2), a partir da concentração inicial de 2000 pg/mL, com 

11 diluições em duplicata. A placa foi lavada três vezes com PBS/tween 0,05% 

e incubada com 50 µL do anticorpo de detecção (biotinilado) na concentração de 

400 ng/mL por um período de 2 horas. A placa foi lavada três vezes com 

PBS/tween 0,05% e incubada durante 20 minutos com avidina-peroxidase 

diluída 1:200. A revelação foi realizada adicionando o substrato TMB (Thermo 
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Fisher) e interrompida com ácido fosfórico a 0,05 M. A leitura da reação foi 

determinada utilizando o espectrofotômetro (Spectramax), com filtro de 450nm. 

As análises foram realizadas utilizando o Software Softmax 4.3.1. 

 

5.6.3.6 DOSAGEM DE ÓXIDO NÍTRICO 

 

A produção de oxido nítrico em sobrenadante de macrófagos foi estimada 

através da quantificação de seu produto oxidativo, o nitrito, pelo método de 

Griess (GREEN et al., 1982). A absorbância foi determinada em 

espectrofotômetro (Spectramax), com filtro de 570 nm. As análises foram 

realizadas no Software Softmax 4.3.1. e os resultados foram expressos em µM 

de nitrito, tendo por base uma curva padrão de nitrito de sódio com concentração 

inicial de 400 µM. 

 

5.6.4 ATIVIDADE ANTICÂNCER 

 

5.6.4.1 SUBSTÂNCIAS 

 

O cloridrato de doxorrubicina foi obtido a partir do Laboratório IMA S.A.I.C. 

(Buenos Aires, Argentina). Para todos os ensaios os compostos foram 

solubilizados primeiramente em dimetilsulfóxido (DMSO; PanReac, Barcelona, 

Espanha) e posteriormente em meio de cultura, não excedendo a concentração 

final de 0,1% de DMSO nos testes. 

 

5.6.4.2 CÉLULAS 

 

HL-60 (leucemia promielocítica aguda humana) e HepG2 (carcinoma 

hepatocelular humano), obtidas da American Type Culture Collection - ATCC 

(Rockville, Maryland, U.S.A.), foram utilizadas. Para avaliar a seletividade da 

quercetina e do derivado penta acetilado sobre a proliferação de células não 

cancerígenas, a linhagem MRC-5 (fibroblasto de pulmão humano), também 

obtida da ATCC, foi utilizada. As linhagens celulares foram cultivadas em 

garrafas para cultura de células (75 cm3, volume de 250 mL) utilizando o meio 
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de cultura RPMI 1640 (Gibco™) suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(Gibco™) e 50 µg mL-1 de gentamicina (Gibco™). As células foram mantidas em 

incubadoras com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC e acompanhadas diariamente. 

Todas as linhagens celulares foram testadas para micoplasma usando um kit de 

detecção de micoplasma por coloração com Hoechst (Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO), e todas as células estavam isentas de qualquer contaminação. 

 As células C6 de glioma C6 de rato foram cultivadas até a confluência 

em placas de poliestireno (TPP, Trasadingen, Suíça), conforme descrito 

anteriormente por (SANTOS et al., 2015) em meio Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM; Cultilab, Campinas, Brasil) suplementado com 100 UI mL-1 de 

penicilina G, 100 µg mL-1 de estreptomicina, 7 mmoL L-1 de glicose, 2 mmol / l 

de L-glutamina, 0,011 g L-1 ácido pirúvico e soro fetal de vitela a 10% (FCS). As 

culturas foram mantidas em atmosfera umidificada composta de 95% de ar e 5% 

de CO2 a 37 ° C. 

 

5.6.4.3 AVALIAÇÃO CITOTÓXICA 

 

As células foram distribuídas em placas de 96 poços numa densidade 

pré-definida de 0,3 x 106 células/mL para células da linhagem HL-60 e 0,7 x 105 

células/mL para células da linhagem HEPG2 e MRC-5. As moléculas foram 

adicionadas em uma série de 8 concentrações (80 a 0,62 µM), com exceção da 

doxorrubicina, que foi utilizada em concentrações variando de 0,003 a 5 µM. O 

controle negativo recebeu a mesma quantidade do DMSO (0,025%). As placas 

foram incubadas por 72 horas em estufa a 37ºC e 5% de CO2. Após esse 

período, foram adicionados 20 μL/poço de Alamar Blue e as placas foram 

incubadas por mais 4 h. A leitura das placas foi feita no espectrofotômetro 

(Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA), nos comprimentos de 

onda de 570 e 600 nm. 

Devido aos diferentes protocolos utilizados e já validados entre os 

diferentes laboratórios parceiros, a viabilidade celular de C6 foi mensurada 

através do método de redução do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazolium (MTT, 1 mg mL-1, Thermo Fisher), que se baseia na eficácia 

das células viáveis de metabolizar o anel de tetrazólio, um substrato de cor 
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amarelo, em cristais de formazan, de cor púrpura, através das desidrogenases 

mitocondriais.  As células C6 foram distribuídas em placas de 96 poços na 

densidade de 1x104 células/poço. Os compostos foram adicionados em 7 

concentrações (50 a 0,39 µM). Após 24, 48 e 72 horas dos tratamentos, as 

culturas celulares semeadas em placas de 96 poços foram incubadas com a 

solução de MTT a 37 °C e 5% de CO2 por 2 h. Em seguida, as células foram 

lisadas com a adição do tampão de lise (dodecil sulfato de sódio (SDS) e 

dimetilformamida (DMF) e a placa foi incubada a temperatura ambiente por 18 

h. A mensuração foi realizada em espectrofotrômetro Varioskan Flash (Thermo 

Scientific, EUA) em comprimento de onda de 560 nm. 

Destaca-se que as diferenças metodológicas entre os ensaios, se deu 

por conta de protocolos já estabelecidos para a avaliação das atividades 

citotóxicas, nas diferentes linhagens celulares, entre os diferentes laboratórios, 

que colaboraram com a realização desse estudo. 

As observações morfológicas foram feitas em microscópio ótico (Nikon 

Instruments Inc., Americas) e fotografadas usando uma câmera digital (Nikon 

Instruments Inc., Americas). O programa photoscape x 4.1.1 

(www.photoscape.org), foi utilizado para a formatação das imagens. 

 

5.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

comparações múltiplas de Bonferroni para determinar a significância estatística 

das comparações entre os grupos nos estudos. Os estudos foram realizados em 

triplicata. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos 

quando o valor de p < 0,05. Todas as análises foram realizadas utilizando o 

programa GraphPad Prism versão 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA). 

 

 
 
 
 
 

http://www.photoscape.org/


67 
 

 
 
6. RESULTADOS E DISCUSSÃO   
 

 

6.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DO ANÁLOGO QUERCETINA 

PENTAACETATO (Q5) 

Para a síntese do análogo, quercetina 3, 3’, 4’, 5, 7 – penta acetato, foi 

utilizada a abordagem da acetilação total, a partir de adaptações das condições 

experimentais descritas na literatura por Mattarei e colaboradores (2010). Dessa 

forma, usou-se o anidrido acético como agente acilante e a piridina como 

catalisador. O rendimento obtido na reação foi de 54%. O produto obtido foi um 

sólido amarelado, com ponto de fusão na faixa de 178 – 186 °C. Adicionalmente, 

a análise comparativa do FTIR entre a quercetina padrão e o produto Q5, 

demostrou ausência de bandas de absorção em 3400 cm-1, características das 

hidroxilas da quercetina: IR (KBr) ν (cm-1): 3096,  1657, 1610, 1581, 1546, 1505, 

1470, 1435, , 1435, 1312, 1230, 1166, 1090, 996, 932, 886, 839, 792, 675, 634; 

(Figura 3), e o surgimento de bandas em torno de 1600-1650 cm-1, indicativas 

de carbonila de éster, demonstrando a substituição dos grupos hidroxila por 

grupos acetil: IR (KBr) ν (cm-1): 1761, 1652, 1615, 1505, 1442, 1377, 1208, 1176, 

1121, 1085, 1012, 892, 837, 691, 600.  (figura 4). Os espectros foram 

compatíveis com os descritos na literatura para a quercetina e para o análogo 

quercetina pentaacetato (Q5) (MATTAREI et al., 2010). 
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Figura 3. Espectro de infravermelho da Quercetina padrão 
 

 

Figura 4.  Espetro infravermelho do produto obtido, o análogo quercetina 3, 3’, 
4’, 5, 7 – penta acetato (Q5) 

QUERCETINA 

 

Q5 
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6.1.1 ANÁLISE POR RMN 1H E 13C  

 

As análises da RMN 1H comprovaram o esqueleto estrutural da molécula 

da quercetina com cinco sinais singletos na faixa mais alta do espectro, 

correspondentes aos cinco hidrogênios ligados às hidroxilas (Figuras 5). 

Destaca-se o sinal característico do hidrogênio da hidroxila mais eletronegativa, 

ligada ao carbono 5, correspondente à região de aproximadamente 12,48 ppm 

do espectro (Figura 6), e as regiões intermediárias do espectro entre 6 e 8 ppm, 

correspondentes aos singletos e dupletos de hidrogênios aromáticos, 

característicos da quercetina;  1H RMN (500MHz, DMSO-D6): 12,48 (1H, s, 5-

OH); 9,56 (1H, s, 5-OH); 9,32 (1H, s, 4´-OH); 9,28 (1H, s, 3-OH);  7,68 (1H, brd, 

J= 2,5 Hz); 7,54 (1H, dd, J= 10,5 Hz, J= 8,5 Hz  ou 6,90 ( 2H, brd, J=8,5 Hz) ; 

6,41 (1H, brd, J= 2 Hz); 6,19 (1H, brd, J= 2,5 Hz). 

 

Figura 5. Espectro de RMN 1H da quercetina 
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Figura 6.  Expansão do espectro de RMN 1H da quercetina  

 
 

O espectro de RMN C13 evidenciou o carbono da carbonila, característico 

dos flavonóis, com sinal no espectro em 175,81 ppm, e o restante dos carbonos 

com sinais correspondentes a faixa de carbonos aromáticos do espectro, 

característica da quercetina, além da ausência de carbonos na região menor do 

espectro, provenientes de carbonos alifáticos (Figura 7): 13C NMR (126 MHz, 

DMSO-D6) δ 175.81, 163.85, 160.69, 156.11, 147.67, 146.78, 145.03, 135.69, 

121.93, 119.94, 115.57, 115.04, 102.99, 98.15 e 93.32. 
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Figura 7. Espectro completo de RMN 13C da quercetina 
 

Para o composto obtido (Q5), as análises dos espectros de RMN 1H 

apresentaram um padrão que evidenciou se tratar do análogo quercetina 

pentaacetato (Figura 8). Os sinais do produto obtido demostraram acetilação 

total, com o desaparecimento dos singletos característicos das hidroxilas acima 

de 9 ppm no espectro de RMN 1H, e o surgimento de sinais grandes e 

característicos das metilas nas regiões alifáticas do espectro, entre 2 e 3 ppm 

(Figuras 9 e 10). Para o espectro de RMN 13C, o produto obtido demostrou 

aumento dos sinais representativos das carbonilas de éster próximos a 170 ppm 

e o surgimento de sinais entre 20 e 21 ppm correspondentes aos deslocamentos 

químicos dos cinco carbonos alifáticos das metilas, verificados através da 

integral dos sinais (Figuras 11, 12 e 13)  1H NMR (500 MHz, CDCl3) 2,341 (6 H, s, -

OCOCH3)  ; 2,347 (3 H, s, -OCOCH3) ;2,352 (3 H, s, -OCOCH3) ;  2,440 (3 H, s, -

OCOCH3) ; 6,884( 1 H, d, J = 2,5 Hz);  7,342 (1 H, d, J =2,0 Hz ); 7,360 ( 1 H, d, J =8,5); 

7,70 ( 1 H d, J = 2,0 Hz); 7,73 (1H, dd, J1=8,5 Hz, J2 =2,0 Hz). 13C NMR (126 MHz, 
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CDCl3) δ 170.04, 169.24, 167.86, 167.79, 156.87, 154.28, 150.43, 144.40, 142.22, 

127.78, 126.42, 124.01, 123.93, 123.85, 113.89, 108.96, 21.16, 21.02, 20.65, 20.49. 

 

 

Figura 8. Espectro completo RMN 1H do composto obtido, o análogo 
quercetina pentaacetato (Q5) 
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Figura 9. Expansão do espectro RMN 1H do composto obtido, o análogo 
quercetina pentaacetato (Q5) 

 

 

 

Figura 10. Expansão da região mais alifática do espectro da RMN 1H do 
análogo obtido, o análogo quercetina pentaacetato (Q5) 
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Figura 11. Espectro complete de RMN 13C do produto obtido, o análogo 

quercetina pentaacetato (Q5) 
 

 

 

Figura 12. Expansão do espectro de RMN 13C do composto obtido, o análogo 
quercetina pentaacetato (Q5) 
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Figura 13. Expansão da região alifática do espectro de RMN 13C do análogo 

obtido, o análogo quercetina pentaacetato (Q5) 
 

 

Biasutto e colaboradores (2007) foram os pioneiros na investigação de 

precursores baseados em ésteres com o intuito de aumentar biodisponibilidade 

da quercetina. Baseados em seus trabalhos, Mattarei e colaboradores, (2010) 

promoveram a acetilação total da quercetina e obtiveram o derivado Q5 em alto 

rendimento (79 -97%) (MATTAREI et al., 2010). Mais recentemente, Maryan e 

colaboradores (2019), obtiveram um rendimento de 85% na obtenção do análogo 

Q5 sob aquecimento (180 °C por 6 horas) (MARYAM MOHAJERI, LOTFOLLAH 

SAGHAEI et al., 2019). De modo geral, observa-se que a reação de acetilação 

da quercetina gera um bom rendimento. As diferenças aqui observadas, podem 

ser explicadas pelas adaptações das condições reacionais, reagentes e 

equipamentos utilizados por cada grupo de pesquisa.    
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6.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  

 

A análise comparativa da atividade antioxidante da Q e do Q5 demonstrou 

que a quercetina foi mais ativa em sequestrar o radical ABTS•+ do que Q5 (29% 

e 18%, respectivamente), apresentado valores de IC50 (em µM) de 188,850 ± 

0,003 para a quercetina (Q) e 379,560 ± 0,004 para o análogo quercetina 

pentaacetato (Q5), respectivamente (Figura 14).  

A atividade antioxidante dos flavonóides está diretamente relacionada à 

sua estrutura molecular. Existem dois mecanismos através dos quais compostos 

fenólicos podem exercer suas funções antioxidantes: transferência de átomos de 

hidrogênio e doação de elétrons (DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012). A quercetina 

pura (Q) demostrou um pouco mais de atividade, quando comparada com Q5. A 

superior atividade antioxidante da quercetina pode ser atribuída à contribuição 

significativa das hidroxilas, e seus hidrogênios, que são substituídos por acetilas 

em Q5, dessa forma, diminuindo a capacidade para a doação de hidrogênios ou 

de sequestro de radicais livres pela molécula da molécula da quercetina.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 14. Atividade de sequestro do radical ABTS•+ pela Quercetina e análogo 
obtido, o análogo quercetina pentaacetato (Q5). Experimentos foram realizados 

em triplicatas e foram expressos através da média ± DP 
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Nenhum trabalho foi encontrado na literatura científica relatando-se a 

atividade antioxidante do composto Q5. Porém, em um estudo que avalia 

preparações de ésteres de quercetina, e suas atividades antioxidantes, os 

autores demostraram que a quercetina obteve a maior atividade em sequestrar 

radicais, entre as amostras testadas (OH; AMBIGAIPALAN; SHAHIDI, 2019). 

Sabe-se da elevada contribuição dos grupos hidroxilas na atividade antioxidante 

da quercetina (DEHGHAN; KHOSHKAM, 2012). Sendo assim, o ineditismo 

desse trabalho, está de acordo com o encontrado. Baseado neste conhecimento, 

a Q5 foi escolhida, no intuito de se comparar o potencial antioxidante dessa 

molécula frente Q, haja vista as diversas publicações comprovando o potencial 

antioxidante de Q e suas aplicações em sistemas biológicos (FIORANI et al., 

2001; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). 

 

6.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

 

 Não foram observadas atividades antimicrobianas (antibacterianas e 

antifúngica) da Q e do Q5 para as espécies de bactérias testadas, Gram- 

positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e Gram-negativa 

(Pseudomonas aeruginosa), na maior concentração testada (100 µg mL-1). Nas 

mesmas condições, os compostos também não apresentaram atividade frente a 

inibição do crescimento do fungo Candida albicans. As concentrações inibitórias 

mínimas (MIC), concentrações bactericidas mínimas (MBC) e a concentração 

fungicida mínima dos controles utilizados estão informadas na Tabela 4.   

 Tabela 4. Atividade antimicrobiana da Quercetina (Q) e do análogo quercetina 

pentaacetato (Q5), em µg mL-1. 
 

        

Microorganismos / 

Amostras 

Sa Bs Pa Ca 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MFC 

Q  NA  NA  NA  NA  

Q5  NA  NA  NA  NA  

Benzilpenicilina 0,19 0,19 0,08 0,08     

Garamicina     1,25 >5,00   

Ciclopirox olamina       12.5 >25 
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As - Staphylococcus aureus; Bs - Bacillus subtilis; Pa - Pseudomonas aeruginosa; Ca - Candida 

albicans; NA - Não ativo na maior concentração testada. Controles positivos utilizados nos 

ensaios: Benzilpenicilina, para as bactérias Gram positivas (Sa e Bs), Garamicina, para a bactéria 

Gram negativa (Pa), Ciclopirox olamina para C. albicans (Ca). 

Os resultados obtidos para a quercetina (Q) estão de acordo com o 

encontrado por Alquino e colaboradores (2016), que evidenciaram uma MIC ≥ 

1024 µg mL-1, corroborando as atividades inibitórias irrelevantes frente a cepas 

de Staphlococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (AQUINO et al., 2016). A 

quercetina também não demostrou atividade antifúngica quando testada em 

linhagens padrão de C. albicans (ATCC 40227) (AQUINO et al., 2016). Além de 

não demostrar resultados satisfatórios frente a outras cepas de Candida (ALVES 

et al., 2014). 

 Quanto aos resultados demostrados pelo análogo quercetina 

pentaacetato (Q5) frente às culturas bacterianas Staphlococcus aureus, Bacillus 

subtilis e Pseudomonas aeruginosa, assim como do fungo Candida albicans, 

nenhum dado foi encontrado na literatura. O que demostra o ineditismo desses 

resultados, ainda que, as atividades inibitórias demostraram inatividade frente as 

culturas testadas (Tabela 4).  

Alguns autores mencionaram que a quercetina pode demostrar 

discrepâncias de resultados em testes de atividade antibacteriana devido a 

fatores como a utilização de diferentes cepas bacterianas, bem como da 

metodologia utilizada (DE CAMARGO; GONÇALVES RADDI, 2010; MENDES et 

al., 2021). Sendo assim, tais resultados em si não são desanimadores, haja visto 

que outros testes podem ser realizados, como a atividade moduladora para 

verificar o efeito sinérgico ou antagônico das amostras, quando associadas a 

antibióticos em cepas resistentes a múltiplos fármacos (AQUINO et al., 2016). 

Em adição, futuramente podem ser realizados ensaios para a avaliação da 

modulação de fatores de virulência bacterianos, já que os compostos não 

interferem na viabilidade celular (RIBEIRO et al., 2020). Mais além, sabendo-se 

que flavonóides podem exercer efeitos benéficos regulando o metabolismo da 

microbiota intestinal, e que a microbiota intestinal pode ter um importante papel 

na patogênese de doenças metabólicas (LU; XIAO; ZHANG, 2013), é de grande 

relevância, verificar as atividades de Q e Q5 em secretomas, assim como em 

bactérias benéficas da microbiota intestinal.   
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6.4 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA  

 

Para avaliar a atividade do composto frente às formas promastigotas das 

duas espécies de Leishmania, o valor da concentração inibitória de 50% (CI50) 

foi calculado a partir do ensaio de viabilidade celular em cultura axênica. Para a 

Leishmania braziliensis, o análogo Q5 apresentou valores de CI50 superiores a 

100 μM. Como esperado, a anfotericina B, fármaco de referência utilizada no 

ensaio, apresentou baixos valores de CI50 (1,1 μM ± 0,1). Também, foi avaliado 

o efeito de Q5 sobre as formas promastigotas de L. amazonenses e, este 

composto exibiu menor valor de CI50 (75,1 ± 4,7 μM) para esta espécie em 

comparação a L. braziliensis, como apresentado na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Atividade anti-leishmania, frente às formas promastigotas de 
Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis, da Quercetina (Q) e do 

análogo quercetina pentaacetato (Q5). 
 

 
Compostos 

CI50  (µM) 
L. amazonenses 

 

CI50  (µM) 
L. braziliensis 

 
Quercetina (Q) 

 
>100,00 

 
>100,00 

 
Q5 

 
75,10 ± 4,70 

 
>100,00 

 
Anfotericina B 

 
0,99 ± 0,02 

 
1,10 ± 0,10 

 
 

Valores representam a média ± desvio padrão calculados a partir de três experimentos independentes. 

CI50= concentração inibitória de 50%. 

 

Em estudos realizados comparando as atividades antitripanossoma e 

antileishmania de flavonoides e seus análogos (derivados da quercetina) foram 

considerados agentes antiprotozoários potentes e efetivos contra formas 

amastigotas de L. donovani (CI50 = 1,0 µg mL-1) (TASDEMIR et al., 2006). Para 

formas promastigotas de L. amazonensis, Fonseca e Silva et al. (2011), 

encontraram valores de CI50 = 31,4 µM, em culturas tratadas com quercetina, em 

48 horas, e uma parada total no crescimento celular com 96 µM de quercetina 
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em 96 horas, o que demonstrou uma boa atividade antileishmanicida da 

quercetina contra L amazonenses (FONSECA-SILVA et al., 2011).  

O contraste dos dados da literatura com os achados deste estudo, pode 

estar relacionados por diferenças de formulações e/ou da metodologia 

empregada. Cataneo e colaboradores (2019), utilizam até 192 µM para avaliar o 

efeito antipromastigota da quercetina frente a L. brasiliensis, o que pode sinalizar 

para um aumento nas concentrações usadas, haja vista a baixa toxicidade da 

molécula e do seu análogo, frente a células peritoneais de macrófagos 

(CATANEO et al., 2019). O análogo quercetina penta-acetato demostrou uma 

melhor atividade (CI50= 75,1 µM) quando comparada com a quercetina (CI50 não 

observada). Tal melhora no efeito, pode ser considerada, em perspectiva da 

melhor absorção empregada da molécula modificada. Em culturas promastigotas 

de L. major, o composto quercetina e seu análogo quercetina-pentaacetato 

demostraram efeito concentração dependente, com valores de CI50 de 2,5 ± 0,92 

µM para a quercetina e 2,85 ± 0,99 µM para o composto quercetina-

pentaacetato, respectivamente (MARYAM MOHAJERI, LOTFOLLAH SAGHAEI 

et al., 2019), pouco contrastando com o resultado aqui encontrado. 

Alguns autores demostraram que a quercetina induz a morte em 

promastigotas de L amazonensis através da disfunção da membrana 

mitocondrial resultante da produção de ROS (CATANEO et al., 2019; FONSECA-

SILVA et al., 2011). Outros autores identificaram alvos para a quercetina, no 

tratamento das leishmanioses, como arginase, ribonucleotídeo redutase e 

topoisomerase II, considerando a quercetina como uma candidata com múltiplos 

alvos para o tratamento das leishmanioses (DA SILVA; MAQUIAVELI; 

MAGALHÃES, 2012; MITTRA et al., 2000). Esses achados indicam que outros 

testes devem ser considerados em perspectiva para os compostos testados, 

considerando testes in silico, para a investigação de alvos, que possam estar 

envolvidos nos mecanismos de morte observados. 
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6.5 ATIVIDADE ANTIINFMATÓRIA   

 

Primeiramente, foram determinadas as concentrações não toxicas da 

quercetina e de Q5, em macrófagos peritoneais obtidos de camundongos 

BALB/c. Os valores de CC50 não demostraram citotoxicidade em concentrações 

iguais ou inferiores a 80 µM (Figuras 15A e 15D). A dexametasona não foi 

citotóxica na concentração testada (20 µM). Baseado nisso, testes subsequentes 

foram feitos em concentrações não superiores a 80 µM.  

O efeito anti-inflamatório dos compostos fora inicialmente avaliado em 

culturas de macrófagos peritoneais, pela análise da produção de óxido nítrico. 

Como esperado, a ativação macrofágica do LPS com IFN-y aumentou a 

quantidade na produção de nitrito (Figuras 15B e 15E). O tratamento com a 

quercetina inibiu, de forma concentração-dependente, a produção de nitrito (p< 

0,05). O composto penta acetilado (Q5) não demostrou atividade semelhante em 

20 µM. Interessantemente, a atividade foi significativa nas maiores 

concentrações testadas (40 e 80µM), para os dois compostos. Na maior 

concentração testada (80µM), os efeitos dos compostos foram semelhantes ao 

observado em culturas de macrófagos ativados e tratados com dexametasona a 

20µM.  

Para uma melhor caracterização do efeito anti-inflamatório dos compostos 

(Q e Q5), a citocina inflamatória TNF foi quantificada pelo método ELISA (do 

inglês, Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay). A estimulação macrofágica 

usando LPS + INF-y induziu a um aumento proeminente na produção de TNF. O 

tratamento com Q e Q5 reduziu, significantemente, a produção de TNF (p<0,05). 

Interessantemente, os efeitos dos compostos ocorreram de maneira 

concentração dependente (Figuras 15C e 15F).  

A redução de fatores inflamatórios pela quercetina é diversamente 

descrita, inclusive na modulação para perfis inflamatórios TH2, relacionados com 

proteção em doenças neurais (BISPO DA SILVA et al., 2017; COSTA et al., 

2016). Os dados aqui obtidos indicam sobre a conservação dos efeitos na 
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molécula semissintética, porém, a dosagem de outros fatores, como a citocina 

IL-10, pode ser uma perspectiva na avaliação desses perfis. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos resultados encontrados, é importante endossar a respeito dos 

efeitos deletérios oriundos dos tratamentos com corticosteroides como vasculite, 

distúrbios gastrointestinais, alopecia, rash cutâneo, reações anafiláticas, dentre 

outros, e que flavonóides como Q, assim como compostos deles derivados, 

Figura 15. Efeitos da quercetina e do análogo quercetina-penta acetato em macrófagos (in 

vitro). Macrófagos do exsudato peritoneal estimulados ou não com LPS +INF-y foram cultivados 

na presença ou ausência dos compostos (20, 40 ou 80 µM) ou dexametasona (20 µM). A 

viabilidade celular foi determinada pelo método do Alamar Blue (Figuras A e D). O sobrenadante 

celular foi coletado depois de 24 horas para a quantificação do nitrito (Figuras B e E) ou 4 horas 

para a dosagem do TNF (Figuras C e F).  - Grupo de células não tratadas e não estimuladas. C- 

Grupo de células estimuladas com LPS +INF-γ. Os valores foram representados pela média ± 

desvio padrão da média de nove determinações obtidas de três experimentos independentes. 

*** P < 0,001 comparado a células estimuladas e não tratadas, ** p < 0,01 comparado a células 

estimuladas e não tratadas, # p < 0,05 comparado a células não estimuladas e não tratadas, e 
$ p < 0,05 comparado a células tratadas com dexametasona. 
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como Q5, podem ser uma alternativa aos tratamentos com corticosteroides, em 

diversas patologias imunomediadas (D’ANDREA, 2015; SANTIAGO et al., 2021).    

A ação anti-inflamatória da quercetina é bem descrita na literatura 

(MENDES et al., 2019; OZDAL et al., 2019), porém ainda são escassos os 

trabalhos que demostram o potencial anti-inflamatório do análogo Q5. Este 

trabalho corrobora com os achados de Chen e colaboradores (2001), que 

evidenciaram o papel de Q e Q5 na inibição da produção de NO induzida por 

LPS, de forma concentração-dependente, sem efeitos citotóxicos deletérios para 

linhagem de macrófagos RAW 264.7 (CHEN et al., 2001). Mais além, esse 

trabalho se demostrou inédito quanto ao efeito do Q5 na inibição da citocina pró-

inflamatória TNF.  

 

6.6 ATIVIDADE ANTICÂNCER 

 

A citotoxicidade dos compostos (Q e Q5) testados foi avaliada em 20, 40 

e 80 µM, usando o método colorimétrico AlamarBlue em uma linhagem de 

células saudáveis (MRC-5, fibroblastos de pulmão humano) e, em duas 

linhagens diferentes de células cancerígenas, HepG2 (carcinoma hepatocelular 

humano) e HL-60 (leucemia promielocítica humana), conforme mostra a Figura 

16. A doxorrubicina foi o fármaco padrão, utilizada como controle positivo.  
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Figura 16. Efeitos da quercetina e do análogo quercetina-pentaacetato na viabilidade de 
células HepG2 (Figuras A e B) e HL-60 (Figuras C e D) - (20, 40 e 80 µM) ou doxorrubicina (20 

µM) determinada pelo AlamarBlue após 24, 48 ou 72 horas de tratamento. Valores 
representados como média ± DP de três experimentos independentes feitos em triplicata 

***<0,005 comparado com células não tratadas. 

 

Como revelado na Figura 6, para as células HepG2, a quercetina (Q) não 

apresentou atividade citotóxica significativa na maior concentração investigada 

(80 µM) e seu análogo pentaacetato (Q5) apresentou pouca atividade (CI50 = 

53,9 ± 5,1 µM). Para a linhagem de células cancerígenas HL-60, Q demonstrou 

ser pouco ativa (CI50 = 51,3 ± 0,4 µM); porém, interessantemente, Q5 se mostrou 

significativamente mais ativa do que a quercetina com CI50 de 33,6 ± 2,6 µM. O 

fármaco padrão doxorrubicina apresentou valores de CI50 variando de 0,1 a 0,2 

µM para linhagens celulares cancerígenas, apresentando efeitos tóxicos 

significativos contra a linhagem de células saudáveis MRC-5 (Tabela 6), o que 

não foi visto para os compostos (Q e Q5).  
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Tabela 6. Citotoxicidade dos compostos Quercetina (Q) e Quercetina penta-acetato 
(Q5) frente a linhagem de células saudáveis MRC-5 (fibroblastos de pulmão humano) 

e linhagens diferentes de células cancerígenas: HepG2 (carcinoma hepatocelular 
humano), HL-60 (leucemia promielocítica humana) e C6 (glioma de rato). 

 
 

 

a  

 

 

 

 

 

 

 

Determinado em HL-60 incubada com os compostos por 72 horas. b determinado em HepG2 
incubada com os compostos por 72 horas. c determinada em C6 incubada com os compostos por 
72 horas. * MTT em células C6. Valores representados como média ± DP e foram calculados 
através de três experimentos independentes. CC50 = concentração citotóxica a 50%. CI50 = 
concentração inibitória a 50%.  

 

O método colorimétrico de ensaio MTT foi usado para avaliar a 

citotoxicidade em cultura de células C6. Quercetina e Q5 induziram a uma 

diminuição na absorbância de MTT em 570 nm, o que representa a atividade 

desidrogenase mitocondrial e sugere uma diminuição na viabilidade celular em 

Células C6. Conforme revelado na Figura 17, a citotoxicidade induzida pela 

quercetina em células C6 em concentrações superiores a 25 µM por 72 h (Figura 

17A), enquanto 0,78 µM de Q5 por 72 h foi capaz de diminuir viabilidade celular 

(Figura 4B). Foi observado que 50 µM de quercetina (Q) e Q5 diminuíram a 

viabilidade celular para 41,3% ± 2,9% e 47,5% ± 1,2%, respectivamente, quando 

comparada com o grupo controle (100,0% ± 6,4%) (Figura 4A,B). Nenhuma 

mudança significativa na viabilidade celular foi visualizada em culturas C6 

tratadas com DMSO (0,05%), quando comparadas com células não tratadas.  

 Compostos testados (IC50 µM) 

 Quercetina (Q) Q5 Doxorrubicina 
 

 
Células cancerígenas 

 

   

CI50 (µM)a HL-60 
 

51,30± (0,40) 33,60 (± 2,60) 0,20 (± 0,00) 

CI50 (µM)b HepG2 
 

>80,00 53,90 ± (5,10) 0,10 (± 0,00) 

 
Célula não cancerígena 

 

   

CC50 MRC-5 >80,00 >80,00 0,90 (±0,00) 



86 
 

 

Figura 17. Análise da Atividade citotóxica pelo teste do MTT em células C6 expostas a 
quercetina (Q) e ao composto quercetina-pentaacetato (Q5), nas concentrações de 50 
µM e 7 diluições 1:2. (A) C6 após 72 horas de exposição a quercetina. (B) C6 após 72 
horas de exposição à quercetina pentaacetato (Q5). Células sob condições de controle 
foram tratadas com 0,05% de DMSO, um veículo para a diluição das drogas. Os 
resultados expressos em porcentagem em relação ao controle, tido como 100% (*p< 
0,05; *** p< 0,001). Os diferentes padrões das colunas são representativos das 
diferentes concentrações de quercetina (Q) em (A), e quercetina-pentaacetato (Q5) em 
B.  

 

Poucos são os trabalhos que demostram a atividade do análogo da 

quercetina Q5, em células de linhagens cancerígenas. No entanto, a atividade 

de Q5 em células da linhagem tumoral HeLa foi documentada por Danihelová e 

colaboradores (2013), os quais evidenciaram que ésteres acetilados da 

quercetina foram os derivados citotóxicos mais efetivos (DANIHELOVÁ et al., 

2013).  

Nenhum trabalho foi encontrado demostrando o papel citotóxico Q5 em 

células da linhagem HepG2. Apenas, um trabalho foi encontrado na literatura 

revelando que o análogo tetra-acetilado da quercetina possui efeito significativo 

na inibição de células da linhagem LH-60, através da ativação de caspase-3, 

promovendo apoptose (SAKAO; FUJII; HOU, 2009).  

Esse trabalho apresenta caráter inédito com relação ao análogo Q5 no 

tratamento de células de glioma C6. No entanto, Paola e colaboradores (2017) 

evidenciaram uma melhor ação de acil derivados da quercetina em de culturas 

de linhagens glioma humano U373-MG e glioma murino 9L, indicando caminhos 

de morte por apoptose (DELL’ALBANI et al., 2017).  
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A avaliação morfológica das células C6 tratadas com os compostos foi 

observada em microscópio óptico de contraste de fase (Figura 18). Observou-se 

que o análogo quercetina-pentaacetato (Q5) foi capaz de modificar o perfil 

morfológico das células C6 tratadas. Também, verificou-se que, após 72 h, Q5 

foi capaz de induzir modificações nas células C6, para uma forma arredondada, 

a qual não foi encontrada relato, na literatura científica. Esse efeito não foi 

observado para as células tratadas com a quercetina, em que se verificou a 

indução para um perfil morfológico fusiforme, corroborando ao encontrado por 

Silva et al. (2019).  
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Figura 18. Análises das mudanças morfológicas de células C6 sob condições 
de controle (DMSO 0,5%), ou após 24, 48 e 72 horas de exposição a 50 µM 

dos compostos quercetina (Que50) ou quercetina-pentaacetato (QP50). 
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Esses resultados obtidos corroboram com os encontrados por Danihelova 

et al. (2013), em que os grupos acetila inseridos na molécula da quercetina 

promoveram uma melhoria na atividade anticâncer. Para, além disso, indicam 

um tropismo maior para células cancerígenas, em especial para células de 

linhagens neurais. A modificação da morfologia celular para um perfil 

arredondado pode remeter a mecanismos de morte como como apoptose, 

amplamente atribuídos à quercetina (COELHO et al., 2016). Mais além  testes 

com células neurais saudáveis podem ajudar a elucidar tal suposição 

Os resultados da atividade antiglioma da quercetina, demostradas em 

células C6, também estão de acordo com os dados encontrados por Bispo da 

Silva e colaboradores (2019), que considerou as propriedades antiglioma da 

quercetina, e da rutina, correlacionadas às propriedades de modulação do perfil 

inflamatório da micróglia. Em perspectivas futuras, é interessante se observar os 

efeitos potencializados de Q5 em co-culturas de glioma/micróglia, sabendo-se 

da influência da micróglia na progressão do tumoral (DA SILVA et al., 2019). 
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7. CONCLUSÕES   
 

A quercetina é um flavonóide pouco reativo, porém nas condições 

adaptadas para a reação de acetilação apresentou um bom rendimento na 

geração do análogo quercetina-pentaacetato (Q5). A caracterização do 

composto obtido por FTIR e, posteriormente, por RMN 1H e 13C, confirmou a 

conformação estrutural do análogo Q5 através da acetilação total da molécula 

da quercetina. O potencial farmacológico do composto obtido foi acessado 

através das avaliações do potencial antioxidante, antimicrobiano, antileishmania, 

imunomodulador e anticâncer. A estratégia da melhoria de compostos com ação 

comprovada e que podem ter seu efeito otimizado através da inserção de grupos 

hidrofóbicos é uma estratégia simples e quem têm se mostrado bastante efetiva. 

Conclui-se que o composto sintetizado (Q5) demonstrou, através de alguns 

testes biológicos realizados, superioridade em relação a sua molécula original.  

Sobre a atividade antioxidante, este trabalho demostrou que o derivado 

Q5 foi menos efetivo do que Q, em sequestrar o radical ABTS•+, corroborando 

ao encontrado na literatura sobre a superioridade da quercetina, em razão da 

ação das hidroxilas, em relação aos seus acil derivados. A atividade 

antimicrobiana dos compostos não demostrou ação na maior concentração 

testada, no entanto, concentrações superiores podem ser acessadas em virtude 

da baixa taxa de toxicidade e da segurança demostrada pelos compostos no 

tratamento de células saudáveis. Estudos futuros poderão ser realizados, não 

apenas para demostrar o potencial bacteriostático e/ou bactericida das 

moléculas, mas também para demostrar capacidade de modulação de fatores 

de virulência microbianos.   

A atividade anti-Leishmania dos compostos Q e Q5, nas espécies 

estudadas, demostrou-se pouco efetiva, mas a redução da CI50, em uma das 

espécies, é indicativa de que a inserção de grupos acetila na molécula da 

quercetina potencializou, ainda que levemente, os efeitos citotóxicos da 

molécula, sem prejuízo significativo para a célula hospedeira.   
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Os potenciais resultados encontrados evidenciaram perfis anti-

inflamatórios de Q e Q5, sobretudo em concentrações acima de 40 µM, em que 

apresentaram, efeitos mais acentuados do que o fármaco padrão dexametasona 

na inibição de TNF. Contudo, considerando-se os efeitos adversos oriundos de 

tratamentos com antiflamatórios esteroidais, a busca de mais evidencias que 

possam co-substanciar o uso de compostos com atividade anti-inflamatória e 

pouco deletéria, como Q5, se torna necessária.  

Em células de hepatocarcinoma humano (linhagem HepG2), o composto 

Q5 demostrou inibir de forma significativa o crescimento celular com CI50 de 

53,86 µM, o que não foi demostrando por Q, o que comprova o sucesso da 

reação de acetilação em promover uma melhora do efeito biológico. Esse efeito 

melhorado, também, foi evidenciado quando se observou o efeito de Q (CI50 

51,26 µM) e Q5 (CI50 33,55) sobre células de leucemia promielocítica aguda 

humana (linhagem LH-60). Interessantemente, em células saudáveis e não 

transformadas de fibroblasto de pulmão humano (linhagem MRC-5), o composto 

Q5 demostrou não causar citotoxicidade significativa, indicando seletividade. 

Em células C6 de glioma de rato, o análogo Q5 demostrou um padrão de 

morte diferenciado com IC50 de 11,3 µM, e uma mudança morfológica para um 

perfil arredondado, ainda não observado na literatura, revelando-se promissor 

para que se possa continuar observando suas atividades na verificação dos 

mecanismos de morte envolvidos, além de indicar sobre a necessidade 

observação do comportamento biológico do análogo quercetina-pentaacetato 

frente a outros tipos de culturas celulares, em especial em culturas células 

neurais.  

Neste contexto, as perspectivas futuras são promissoras para o estudo de 

outros efeitos biológicos promovidos pelos compostos Q e Q5, tanto em nível 

celular, como molecular. Mais além, outras rotas sintéticas reacionais e a 

manipulação dos grupos hidroxila da quercetina podem ser alvo para a busca de 

novos análogos com potencial biológico a serem estudados, sobretudo em 

células neurais, em que os resultados dos testes biológicos envolvendo a 

quercetina, tem sido os mais promissores. 
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Abstract: Quercetin (Q) is a bioflavonoid with biological potential; however, poor solubility in water,
extensive enzymatic metabolism and a reduced bioavailability limit its biopharmacological use.
The aim of this study was to perform structural modification in Q by acetylation, thus, obtaining the
quercetin pentaacetate (Q5) analogue, in order to investigate the biological potentials (antioxidant,
antileishmania, anti-inflammatory and cytotoxicity activities) in cell cultures. Q5 was characterized by
FTIR, 1H and 13C NMR spectra. The antioxidant potential was evaluated against the radical ABTS•+.
The anti-inflammatory potential was evaluated by measuring the pro-inflammatory cytokine tumor
necrosis factor (TNF) and the production of nitric oxide (NO) in peritoneal macrophages from BALB/c
mice. Cytotoxicity tests were performed using the AlamarBlue method in cancer cells HepG2 (human
hepatocarcinoma), HL-60 (promyelocytic leukemia) and MCR-5 (healthy human lung fibroblasts)
as well as the MTT method for C6 cell cultures (rat glioma). Q and Q5 showed antioxidant activity
of 29% and 18%, respectively, which is justified by the replacement of hydroxyls by acetyl groups.
Q and Q5 showed concentration-dependent reductions in NO and TNF production (p < 0.05); Q and
Q5 showed higher activity at concentrations > 40µM when compared to dexamethasone (20 µM).
For the HL-60 lineage, Q5 demonstrated selectivity, inducing death in cancer cells, when compared
to the healthy cell line MRC-5 (IC50 > 80 µM). Finally, the cytotoxic superiority of Q5 was verified
(IC50 = 11 µM), which, at 50 µM for 24 h, induced changes in the morphology of C6 glioma cells
characterized by a round body shape (not yet reported in the literature). The analogue Q5 had
potential biological effects and may be promising for further investigations against other cell cultures,
particularly neural ones.
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1. Introduction

Quercetin is a bioflavonoid with a proven impact on health and well-documented
biochemical activities. This compound is considered one of the most potent antioxidants
among polyphenols [1–3]. Due to its properties, quercetin has been tested for various
therapeutic applications, such as antioxidant, antiparasitic, anti-inflammatory and anti-
cancer activities [4,5]. In parasitic diseases, flavonoids are a high interest group. This is
due to their low toxicity in hosts and several mechanisms by which they can modulate
pathologically altered processes during infections [6]. Flavonoids have multiple targets for
treating leishmaniasis and include targets, such as arginase, ribonucleotide reductase and
topoisomerase II [7,8].

Quercetin has multiple anticancer activities in several types of solid tumors. Further-
more, it has been proven to have activity in HL-60 cells (originating from acute myeloid
leukemia (AML)) to significantly reduce tumor growth by reducing intratumoral oxida-
tive stress, activation of the Extracellular Regulated Kinase (ERK) signal and subsequent
apoptosis [9]. Quercetin improved the pro-inflammatory response by reducing IL-6 and
TNF expression with positive anti-inflammatory activity in human THP1 macrophage
populations [10].

Among the different types of cancer, glioma is one of the most aggressive and with
poor prognosis. Unfortunately, main therapies (surgical removal, radiation therapy and
chemotherapy) are not efficient. The average of overall survival for patients remains at
approximately 14 months [11]. Nevertheless, new compounds, such as temozolomide [12],
retinoids [13] and flavonoids [14] have shown anti-glioma activity. The antitumoral ef-
fects of quercetin have been described against cells from glioblastoma, which is the most
aggressive of the gliomas [15].

Abnormal immune responses are involved in the initiation and development of a large
number of diseases, including autoimmune diseases, allergies, cancer and neurodegenera-
tive diseases. Flavonoids have potential immunomodulatory activity and are studied as
alternatives for clinical use. Quercetin can exert significant immunomodulatory effects on
the cellular production of cytokines derived from the Th-1 and Th-2 profile and lympho-
cytic proliferation, regulating cellular immunity [16]. Furthermore, quercetin can differen-
tially modulate the expression of interleukin genes in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC), favoring the Th-1 profile, which promotes cellular immunity by interferon gamma
(IFN-γ), the reduction of the Th-2 profile involved in humoral immunity and macrophage
activation by IL-4 [17].

The l-ow water solubility, extensive metabolism and enzymatic degradation limit
bioavailability and reduce the biopharmacological use of quercetin as a therapeutic agent [13].
An interesting approach to overcome the low bioavailability of polyphenols, in order to test
and explore their in vivo activity, is the chemical modification of the natural compound,
increasing solubility and slowing down metabolism. Thus, many synthetic routes are being
studied, such as acetylation, addition of amines and bromination, modification to oximes
and complexation with hydrazines [18–20].

In this study, we perform a structural modification in quercetin, aiming to obtain
the analogue quercetin pentaacetate (Q5) for evaluation of the antioxidant potential,
anti-inflammatory activity and inhibition of the growth of cancer cells, hepatocarcinoma
(HepG2), promyelocytic leukemia (HL-60) and rat glioma (C6) cells.

2. Results and Discussion
2.1. Synthesis and Characterization

For the synthesis of the analogue quercetin (3,3′,4′,5,7-pentaacetate), the total acety-
lation approach was used, which was adapted to the experimental conditions found in
the literature [21]. In this way, acetic anhydride is preserved as an acylating agent and
pyridine as a catalyst.

The product obtained (Q5), a yellow solid, was characterized featuring melting points
in the range of 178–186 ◦C, compatible with the literature data [18]. Additionally, the com-
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parative analysis of the FTIR between quercetin and the product demonstrated the absence
of absorption bands in 3400 cm−1 characteristic of quercetin hydroxyls and by the ap-
pearance of bands around 1600–1650 cm−1 indicative of carbonyl ester, demonstrating the
replacement of hydroxyl groups by acetyl groups: IR (KBr) ν (cm−1): 1761, 1652, 1615, 1505,
1442, 1377, 1208, 1176, 1121, 1085, 1012, 892, 837, 691 and 600 (Figure 1). The spectra were
comparable with those described in the literature [21].
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Nuclear magnetic resonance (NMR) analyses of the quercetin (Q) and product obtained
(Q5) showed total acetylation, with the disappearance of singlets characteristic of hydroxyls
above 9 ppm in the 1H NMR spectrum (Supplemental Figures S1, S2 and S4–S6) and the ap-
pearance of large and characteristic signals of methyl in the aliphatic regions of the spectrum,
between 2 and 3 ppm. For the 13C NMR spectrum (Supplemental Figures S3 and S7–S9),
the product obtained showed an increase in the representative signals of the ester carbonyls
close to 170 ppm and the arising of signals between 20 and 21 ppm corresponding to the
chemical shifts of the five aliphatic carbons of methyls, verified through the integral of the
signals. The spectra were comparable with those described in the literature [22].

Biasutto et al. [23] were pioneers in the investigation of precursors based on esters,
in order to increase the bioavailability of quercetin. Based on their studies, Mattarei
et al. [21] promoted the total acetylation of quercetin and obtained the Q5 derivative
in high yield (79–97%). More recently, Mohajeri et al. [24] obtained a yield of 85% in
obtaining analogue Q5, under heating (180 ◦C for 6 h). In the present study, the synthesis
of Q5 was efficient, and we obtained one compound duly characterized according to the
data described in the literature.

2.2. Antioxidant ABTS•+ Radical Activity

The comparative analysis of the antioxidant activity of Q and Q5 showed that quercetin
(Q) was more active in scavenging the ABTS•+ radical than Q5 (29% and 18%, respectively),
with IC50 values (in µM) of 188.850 ± 0.003 and 379.560 ± 0.004 for Q and Q5, respectively.

The antioxidant activity of flavonoids is directly related to their molecular structure.
There are two mechanisms through which phenolic compounds can exert their antioxidant
functions: hydrogen atom transfer and electron donation [25]. Quercetin’s superior an-
tioxidant activity can be attributed to the significant contribution of hydroxyls and their
hydrogens, which are replaced by acetyls in Q5 analogue, thus, decreasing the capacity for
hydrogen donation or free radical scavenging by synthetic molecules.

No data were found in the scientific literature reporting the antioxidant activity of the
Q5 compound. Oh et al. [26] evaluated quercetin ester preparations and their antioxidant
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activities, showing that quercetin had the highest radical scavenging activity among the
tested samples. Therefore, the high contribution of the hydroxyl groups in the antioxidant
activity of quercetin are essential [27].

2.3. Antileishmania Activity

In order to evaluate the activity of the compound (Q and Q5) against the promastigote
forms of the two Leishmania species, the 50% inhibitory concentration (IC50) was calculated
from the cell viability assay in axenic culture. For Leishmania braziliensis, Q and Q5 had
IC50 values > 100 µM when compared to amphotericin B (IC501.1 µM ± 0.1). In addition,
the effects of Q5 on the promastigote forms of L. amazonenses were evaluated, and this
compound exhibited a lower IC50 value (75.1 ± 4.7 µM) for this species compared to
L. braziliensis.

Tasdemir et al. [8] compared the antitrypanosome and antileishmanial activities of
flavonoids and their analogues (derived from quercetin) and found them to be potent and
effective antiprotozoal agents against amastigote forms of L. donovani (IC50 = 1.0 µg mL−1).
For promastigote forms of L. amazonensis, Fonseca and Silva et al. [27] found IC50 = 31.4 µM
in cultures treated with quercetin within 48 h. Furthermore, they reported complete cell
growth arrest with 96 µM quercetin in 96 h, demonstrating satisfactory antileishmanici-
dal activity. Cataneo et al. [28] evaluated the antipromastigote effect of quercetin (up to
192 µM) against L. brasiliensis, in peritoneal cells of macrophages. In promastigote cultures
of L. major, quercetin and its analogue quercetin-pentaacetate showed a concentration-
dependent effect (IC50 = 2.5 ± 0.92 and 2.85 ± 0.99 µM, respectively [24].

Some authors have shown that quercetin induces death in L amazonensis promastig-
otes through mitochondrial membrane dysfunction resulting from the production of reac-
tive oxygen species [27,28] and other targets, such as arginase [7], ribonucleotide reduc-
tase [8,29] and topoisomerase II [30]. The results obtained in this study indicate that other
tests should be considered in perspective for the tested compounds (Q and Q5), considering
in silico tests for the investigation of targets that may be involved in the observed death
mechanisms.

2.4. Anti-Inflammatory and Cytotoxicity Activities

Then, we focused on evaluating the biological activity of the novel derivative. First,
non-toxic concentrations of Q and Q5 were determined in peritoneal macrophages obtained
from BALB/c mice. The CC50 values did not demonstrate cytotoxicity at concentrations
equal to or less than 80 µM (Figure 2A,D). Dexamethasone was not cytotoxic at the concen-
tration tested (20 µM). Based on this, subsequent tests were carried out at concentrations
not exceeding 80 µM.

The immunomodulatory activity of Q and Q5 was investigated to determine the effects
of compounds on proinflammatory mediator secretion. The immunomodulatory effects of
the compounds (Q and Q5) were initially evaluated in cultures of peritoneal macrophages
through the production of nitric oxide. As expected, macrophage activation with LPS PLUS
IFNγ increased the amount of nitrite production (Figure 2B,E). Treatment with quercetin
inhibited, in a concentration-dependent manner, the production of nitrite (p < 0.05).

The pentaacetyl compound (Q5) did not demonstrate similar activity at 20 µM. Inter-
estingly, the activity was significant at the highest concentrations tested (40 and 80 µM),
for both compounds. At the highest concentration tested (80 µM), the effects of the com-
pounds were similar to those observed in cultures of activated macrophages and treated
with 20 µM dexamethasone. The compounds were not cytotoxic for peritoneal macrophages
at the tested concentrations (20, 40 and 80 µM).
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Figure 2. Effects of quercetin (Q) and quercetin-penta acetate analogue (Q5) on macrophages (in vitro). Peritoneal exudate
macrophages stimulated or not with LPS + INFγ were cultured in the presence or absence of compounds (20, 40 or 80 µM)
or dexamethasone (20 µM). Cell viability was determined by the Alamar Blue method (A,D). Cell supernatant was collected
after 24 h for nitrite quantification (B,E) or 4 h for TNF measurement (C,F). C- Group of untreated and unstimulated cells.
C- Group of cells stimulated with LPS + INFγ. Values are represented by the mean ± standard deviation of the mean of
nine determinations obtained from three independent experiments. *** p < 0.001 compared to stimulated and untreated
cells, ** p < 0.01 compared to stimulated and untreated cells, # p < 0.05 compared to unstimulated and untreated cells and
$ p < 0.05 compared to cells treated with dexamethasone.

For a better characterization of the anti-inflammatory effect of the compounds (Q and
Q5), the inflammatory cytokine TNF was quantified by the Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA) method. Macrophage stimulation using LPS + INF-y induced a prominent
increase in TNF production. Treatment with Q and Q5 significantly reduced the production
of TNF (p < 0.05) in a concentration-dependent manner (Figure 2C,F).

The reduction of inflammatory factors by quercetin is diversely described, including
modulation for Th-2 inflammatory profiles, related to protection in neural diseases [31,32].
The anti-inflammatory action of quercetin is well described in the literature [33,34]. How-
ever, there are few studies that demonstrate the anti-inflammatory potential of the Q5 ana-
logue. This study corroborates the findings of Chen et al. [35], who evidenced the role
of Q and Q5 in the inhibition of the NO production induced by LPS, in a concentration-
dependent manner without deleterious cytotoxic effects for the RAW 264.7 macrophage
lineage. Furthermore, this study demonstrated the unprecedented effect of Q5 in inhibiting
the pro-inflammatory cytokine TNF.

The data obtained indicate the conservation of the effects on the semi-synthetic
molecule (Q5); however, the dosage of other factors, such as the cytokine IL-10, can be a
perspective in the evaluation of these profiles. Therefore, Q5 can be considered a potential
molecule for future in vitro and in vivo tests aiming at an additional therapeutic alternative
with anti-inflammatory activity.

The cytotoxicity of the tested compounds (Q and Q5) was evaluated at 20, 40 and
80 µM using the AlamarBlue colorimetric method in a healthy cell line (MRC-5, human lung
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fibroblasts) and in two different cancer cell lines, HepG2 (human hepatocellular carcinoma)
and HL-60 (human promyelocytic leukemia), as shown in Figure 3. Doxorubicin was the
standard drug used as a positive control.
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Figure 3. Effects of quercetin (Q) and the quercetin-pentaacetate analogue (Q5) on the viability of
HepG2 (A,B) and HL-60 (C,D) cells (20, 40 and 80 µM) or doxorubicin (5 µM) as determined by
AlamarBlue after 72 h of treatment. Values are represented as the mean ± SD of three independent
experiments performed in triplicate. *** p < 0.001 compared to untreated cells.

As shown in Figure 3, for HepG2 cells, quercetin (Q) did not show significant cytotoxic
activity at the highest concentration investigated (80 µM), and its pentaacetate analogue
(Q5) showed reduced activity (IC50 = 53.9 µM). For the HL-60 cancer cell line, quercetin was
shown to be not very active (IC50 = 51.3 µM); however, interestingly, Q5 was significantly
more active than quercetin with an IC50 of 33.6 µM. The standard drug doxorubicin had
IC50 values ranging from 0.1 to 0.2 µM for cancer cell lines showing significant cytotoxic
effects against the healthy cell line MRC-5 (Table 1), which was not seen for the compounds
(Q and Q5).

Table 1. Cytotoxicity of the compounds Quercetin (Q) and Quercetin penta-acetate (Q5) against the
healthy cell line MRC-5 (human lung fibroblasts) and different cancer cell lines: HepG2 (human
hepatocellular carcinoma), HL-60 (human promyelocytic leukemia) and C6 (rat glioma).

Tested Compounds (IC50 µM)

Quercetin (Q) Q5 Doxorrubicin

Cancer cells
IC50 (µM) a HL-60 51.3 (±0.4) 33.6 (±2.6) 0.2 (±0.0)
IC50 (µM) b HepG2 >80 53.9 (±11.3) 0.1 (±0.0)

Non-cancer cells
CC50 MRC-5 >80 >80 0.9 (±0.0)

a Determined in HL-60 incubated with compounds for 72 h; b determined in HepG2 incubated with compounds
for 72 h. Values represented as the mean ± SD and were calculated using three independent experiments.
CC50 = 50% cytotoxic concentration. IC50 = 50% inhibitory concentration.

For the HL-60 cell line, the Q and Q5 presented values of 51.3 and 33.6 µM, respectively,
in agreement with Massi et al. [17]. Regarding cytotoxicity in non-tumor cells, Q and
Q5 presented IC50 values >80 µM, showing a selective profile against the cancer cell line.
Few studies have demonstrated the activity of the quercetin Q5 analogue in cancer cell
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lines. However, Q5 activity in a HeLa tumor cell lineage was documented by Danihelová
et al. [22], which showed that acetylated esters of quercetin were the most effective cytotoxic
derivatives. No data were found on the cytotoxic role of Q5 in HepG2 lineage cells.
Only one study was found in the literature revealing that the tetra-acetylated analogue
of quercetin had a significant effect on the inhibition of HL-60 lineage cells through the
activation of caspase-3, promoting apoptosis [36].

A colorimetric method MTT assay was used to access the cytotoxicity in C6 cell
culture. Quercetin and Q5 induced a decrease in 570 nm MTT absorbance that represents
mitochondrial dehydrogenase activity and suggests a decrease in the cell viability in
C6 cells. As reveled in Figure 4, quercetin-induced cytotoxicity in C6 cells in concentrations
higher than 25 µM for 72 h (Figure 4A), while 0.78 µM of Q5 for 72 h was able to decrease
cell viability (Figure 4B). It was observed that 50 µM quercetin (Q) and Q5 decreased the
cell viability to 41.3% ± 2.9% and 47.5% ± 1.2%, respectively, when compared with the
control group (100.0% ± 6.4%) (Figure 4A,B). No significant changes in cell viability were
visualized in C6 cultures treated with DMSO (0.05%), when compared with untreated cells.
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Figure 4. Analysis of cytotoxic activity by MTT test in C6 cells exposed to Q and Q5 compound at concentrations of 50 µM
and 7 1:2 dilutions. (A) C6 after 72 h of exposure to quercetin. (B) C6 after 72 h of exposure to quercetin pentaacetate (Q5).
Cells under control conditions were treated with 0.05% DMSO—a vehicle for drug dilution. The results expressed as a
percentage in relation to the control, taken as 100% (* p < 0.05; *** p < 0.001). The different patterns of the column chart
represent different concentrations of quercetin (Q) in (A), and quercetin pentaacetate (Q5) in (B).

Based on the results obtained, we then investigated the morphological effects of
compounds Q and Q5 (50 µM) on the C6 cells, at 24, 48 and 72 h of the treatment, using
optical microscopy. Quercetin pentaacetate (Q5) at 50 µM induced changes in the mor-
phology of C6 glioma cells within the first 24 h, with a visible reduction in cytoplasmic
prolongations when compared to the control group (Figure 5). After 48 h of treatment
with Q5, the cells assumed a rounded morphology characterized by retraction of the cell
body and shapeless membrane (which was not reported in the scientific literature), unlike
quercetin, which, during this time of treatment, presented a morphological aspect similar
to fibroblasts [37]. Any other morphological changes were visualized in cells under other
treatment conditions.
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The hydroxyl substitution by the acetyl groups may promote improved cellular ab-
sorption of the quercetin analogues favoring various biological tests, particularly in cancer
cells [38,39]. Bispo da Silva et al. [40] demonstrated, by treating C6 cells with the flavonoids
rutin and quercetin, a significant reduction in the proportion of adherent C6 cells, with a
thinner and bipolar morphological phenotype, compared to control cultures. Treatment
of C6 cells with flavonoids inhibited the migratory properties of viable C6 cells after 24 h
of treatment. In control conditions, microglia presented a rounder phenotype; after rutin
treatment, more than 50% of cells acquired a branched, multipolar phenotype, and the
others acquired the amoeboid phenotype, both indicating activation.

Studies indicate that quercetin interferes in the regulation of cell signaling trans-
duction pathways associated with cell death by apoptosis and in the stages of cell cycle
progression [41,42]. Santos et al. [14] indicated a potential reduction in the growth of
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GL-15 human glioblastoma cells. Bi et al. [43] visualized an induction of autophagy of
U87 and U251 human glioblastoma cells in a dose-dependent manner.

The results obtained corroborate with Danihelova et al. [22], in which the acetyl
groups inserted in the quercetin molecule promoted an improvement in anticancer activity.
Furthermore, they indicated a greater tropism for cancer cells, particularly for cells of
neural lineages. This study is unprecedented in relation to the Q5 analogue in the treatment
of C6 glioma cells. Dell’Albani et al. [44] showed a better action of acyl derivatives of
quercetin in cultures of human glioma strains U373-MG and murine glioma 9L, indicating
pathways of death by apoptosis. The modification of cell morphology to a rounded profile
can refer to death mechanisms, such as apoptosis, widely attributed to quercetin [45–47].
In future perspectives, tests with healthy neural cells may help to elucidate this hypothesis.

3. Materials and Methods
3.1. Reagents and Materials

All reagents (quercetin, pyridine, acetic anhydride, tricoloroisocyanuric acid, dichloro
methane, 2,4-dinitro-phenylhydrazine, hydroxylamine hydrochloride, sodium acetate,
petroleum ether, sulfuric acid, potassium persulfate and nitrate) were analytical grade
and commercially available (Quimex®, Merck, Brazil and Sigma Aldrich®, St. Louis, MO,
USA). For the preparation of all standard solutions and samples, ultrapure water (with
resistivity 18 MΩ cm−1) obtained from the Milli-Q Pluswater purification system (Millipore,
Molsheim, France) was used. All laboratory glassware was washed in a 10% (v/v) HNO3
solution for 24 h, rinsed with high-purity water and dried at ambient temperature.

3.2. Synthesis and Characterization

The structural analog was obtained after quercetin molecular modification from the
more accessible and reproducible synthetic route (penta acetylation). We applied the green
chemistry principles with minimization of substance use. The pentaacetyl analog (Q5) was
obtained after the molecular modification of quercetin, from a synthetic route, which uses
acetic anhydride as an acylating agent and pyridine as a catalyst.

The mixture containing quercetin (300 mg, 1 eq.), acetic anhydride (0.80 mL, 20 eq.)
and pyridine (7.5 mL) was kept under magnetic stirring at room temperature. After
24 h of stirring, 250 mL of dichloromethane was added to the reaction medium. Then,
the reaction was washed with 10% HCl (3× 100 mL), diluted NaOH (3× 50 mL) and water
(3 × 100 mL); dried over anhydrous sodium sulfate; filtered; and evaporated, in the rotary
evaporator (Fisatom, Minas Gerais, Brazil) [21]. The amount of Q5 and the yield obtained
were 280 mg and 54%, respectively.

The structural modification reaction of the quercetin molecule was monitored by thin
layer chromatography (TLC) using a mixture of hexane and ethyl acetate (1:1) as solvents.
For the physicochemical characterization, the melting point was used. Fourier Transform
Infrared (FTIR) tests by the Attenuated Total Reflection (ATR) method were performed by
a FTIR Spectrum 100S model (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA), with the acquisition of
the scanning spectra in the mid-infrared (4000 to 600 cm−1).

The sample (mass ~5.0 mg) was placed on the ATR crystal and subjected to a pressure
of approximately 20 N with the aid of a manual mechanical press. FTIR spectra were traced
by OriginPro8 software, OriginLAB® (www.originlab.com, accessed in 10 September 2021).
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectra were recorded in a Bruker Avance III 500 MHz
(Uster, Switzerland) spectrometer-500 MHz for 1H NMR and 125 MHz for 13C NMR,
using DMSO as a solvent. Chemical shifts were expressed in the ppm scale (µg/mL),
and chloroform (CHCl3) was used as the internal reference.

NMR spectra were processed by TopSpin® 4.0 software (Bruker Biospin, Coventry,
UK) and compared with literature data [38]. The NMR data were: 1H NMR (500 MHz,
CDCl3) 2.34 (6 H, s, –OCOCH3); 2.35 (3 H, s, –OCOCH3); 2.35 (3 H, s, –OCOCH3); 2.44 (3 H,
s, –OCOCH3); 6.88 (1 H, d, J = 2.5 Hz); 7.34 (1 H, d, J = 2.0 Hz); 7.36 (1 H, d, J = 8.5); 7.70
(1 H d, J = 2.0 Hz); 7.73 (1H, dd, J1 = 8.5 Hz, J2 = 2.0 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ

www.originlab.com
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170.04; 169.24; 167.86; 167.79; 156.87; 154.28; 150.43; 144.40; 142.22; 127.78; 126.42; 124.01;
123.93; 123.85; 113.89; 108.96; 21.16; 21.02; 20.65; and 20.49.

3.3. Antioxidant ABTS•+ Radical Activity

The ABTS•+ sequestration activity was adapted from the method described by Dorman
and Hiltunen [48]. Potassium persulfate and ABTS (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO) were
dissolved in distilled water to form a final concentration of 2.45 mM and 7 mM, respectively.
The ABTS•+ solution was produced by adding both solutions at a rate of 1:1, and then the
solution was incubated at room temperature for 16 h in the dark.

The resulting solution, intensely colored, was adjusted with ethanol, in the spectropho-
tometer, to an absorbance of 0.7 ± 0.05 nm at 734 nm before use. We used 30 µL of the
samples, or Trolox (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO), as a reference standard at different
concentrations (5, 10, 25, 50, 75 and 100 µM), were added to 3 mL of the ABTS•+ solution
and awaited to reacts for 6 min. The absorbance was measured at 734 nm against a blank
(ethanol). The ABTS•+ scavenging capacity was calculated as:

ABTS•+ scavenging effect (%) = (1 − A0/A1) × 100;

where A0 is the absorbance of the control, and A1 is the absorbance of the sample or
standard. All determinations were performed in triplicate. IC50 values were calculated and
expressed as the mean ± SD in µM.

3.4. Antileishmania Activity

L. amazonensis (MHOM/BR88/BA-125 Leila strain) and L. braziliensis (MHOM/BR88/BA-
3456) promastigotes (1 × 106 per well) were cultured in a 96-well plate in Schneider medium
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS;
GIBCO) and 50 µg mL−1 gentamicin (Life, Carlsbad, CA, USA) and subjected to treatment
with different concentrations (100 µM; six dilutions 1:2) of Q5. The parasites were incubated
for 72 h at 26 ◦C. Then, 20 µL/well of AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was
added over 2 h. The reading was carried out in a spectrophotometer using the wavelengths
of 570 and 600 nm. The calculation of axenic culture inhibition was determined based on the
untreated control [49].

3.5. Anti-Inflammatory and Cytotoxicity Activities
3.5.1. Drugs

Dexamethasone (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), a synthetic glucocorticoid,
was used as positive control in immunomodulatory assays. Doxorubicin (doxorubicin
hydrochloride, Laboratory IMA S.A.I.C., Buenos Aires, Argentina) was used as a reference
anticancer drug. All compounds were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO; PanReac,
Barcelona, Spain) and diluted in cell culture medium for use in the assays. The final
concentration of DMSO was less than 1% in all experiments.

3.5.2. Animals

BALB/c mice, aged 4–10 weeks, were provided by the vivarium of Gonçalo Moniz
Institute/FIOCRUZ-BA (IGM, Salvador, Bahia, Brazil) where they were kept in cages
containing a maximum of five mice. All cages were kept in an acclimatized room at
21 ◦C ± 1 ◦C, on a 12-h light/dark cycle, with water and food ad libitum throughout the
experimental period. The experiments with animals were approved by the Ethics and
Animal Use Committee of Gonçalo Moniz/FIOCRUZ-BA Institute (IGM-018/15).

3.5.3. Cells

HL-60 (human acute promyelocytic leukemia) and HepG2 (human hepatocellular
carcinoma) were obtained from the American Type Culture Collection—ATCC (Rocville,
ML, USA), were used. To assess the selectivity of quercetin (Q) and the Q5 derivative on the
proliferation of non-cancer cells, the MRC-5 lineage (human lung fibroblast), also obtained
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from ATCC, was used. Cell lines were grown in cell culture bottles (75 cm3, 250 mL volume)
using RPMI 1640 culture medium (Gibco™) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Gibco™) and 50 µg/mL gentamicin (Gibco™). The cells were kept in incubators with
an atmosphere of 5% CO2 at 37 ◦C and monitored daily. All cell lines were tested for
mycoplasma using a Hoechst staining mycoplasma detection kit (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA).

C6 cell line was derived from rat glial tumors induced by n-nitrosomethylurea [50].
This glioma cells were cultured as described by de Oliveira et al. [51]. The cells were
incubated at 37 ◦C in a humidified incubator at 5% CO2. C6 cells were grown on cell culture
dishes (100-mm Ø, TPP) in DMEM medium supplemented with 100 UI/mL penicillin G,
100 µg/mL streptomycin, 7 mM glucose, 2 mM L-glutamine, 1 mM pyruvate and 10% fetal
calf serum. The culture medium was changed every 2 days. Twenty-four hours prior to
treatments, C6 cells were seeded in Petri dishes of 35 mm in diameter or 96-well plates at a
density of 3.5 × 104 cells/well.

All cell lines were tested for mycoplasma using the Mycoplasma Stain Kit (Sigma-
Aldrich) to validate the use of cells free from contamination. The cell lines information is
contained in the database “Cell Bank of Rio de Janeiro (BCRJ)”: HepG2 cell (Code: 0291),
HL-60 cell (Code: 0104) and C6 cell (Code: 0057).

3.5.4. Cytotoxic Activity Assay

To assess the cytotoxicity of the tested compounds (Q and Q5) on the HL-60 (human
acute promyelocytic leukemia) and HepG2 cells, the colorimetric method of Alamar Blue
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used. Alamar Blue (resazurin) is an indicator that
produces a colorimetric change and a fluorescent signal in response to metabolic activity.
Resazurin is reduced to resorufin by metabolically active cells. The oxidized form is blue
(non-fluorescent/non-viable cell), and the reduced form is pink (fluorescent/viable cell).
The reduction of resazurin to resorufin reflects the cell viability [52].

In the assay, cells were distributed in 96-well plates at a predefined density of
0.3 × 106 cells/mL for cells of the HL-60 lineage and 0.7 × 105 cells/mL for cells of the
HepG2 lineage. The compounds were added in a series of eight concentrations (80 to
0.62 µM), with the exception of doxorubicin, which was used in concentrations ranging
from 0.003 to 5 µM. The negative control received the same amount of DMSO (0.025%).
The plates were incubated for 72 h in an oven at 37 ◦C and 5% CO2. After this period,
20 µL/well of Alamar Blue was added, and the plates were incubated for another 4 h.
The plates were read using a spectrophotometer (Spectramax 190, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA), at wavelengths of 570 and 600 nm.

The C6 cell viability was determined using the colorimetric method described by
Hansen et al. [53]. The MTT (3–4,5-dimethylthiazol-2-yl, 2,5-diphenyltetrazolium bromide)
was dissolved at a concentration of 5 mg/mL in sterile phosphate buffered saline (PBS) at
room temperature, and the solution was further sterilized by passing through a 0.2-mm
filter and stored at 4 ◦C in the dark. In the assay, cells were distributed in 96-well plates at
a predefined density of 3.5 × 104 cells/mL for the C6 cell lineage. The compounds were
added in a series of eight concentrations (80 to 0.39 µM).

MTT was added in each well at a final concentration of 2 mg/mL, and the cells were
incubated for 2 h. After that, cells were lysed with 20% (w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS)
and 50% (v/v) dimethylformamide (DMF) solution (pH 4.7), in an overnight incubation
at room temperature [54,55]. The absorbance was measured with a spectrophotometer mi-
croplate reader (570 nm), Thermo Scientific® Flash Varioskan (Version 3001, Thermo Fisher
Scientific, Vantaa, Finland). Eight replicates were used for each concentration. Cell viability
was expressed as the percentage of absorbance at 570 nm, and the control was adopted as
100%. After treatments, cell morphology was evaluated by light microscopy using an optic
microscope (Eclipse TS100 inverted microscope, Nikon Instruments, Tokyo, Japan) and
photographed using a digital camera (Coolpix S4300, Nikon Instruments, Tokyo, Japan).



Molecules 2021, 26, 6923 12 of 16

3.5.5. Macrophage Culture

Peritoneal exudate macrophages (2 × 105 cells/well) were incubated in 96-well plates
in DMEM medium supplemented with 10% PBS and 50 µg/mL gentamicin, in triplicate,
stimulated or not with LPS (500 ng/mL) and IFN-γ (5 ng/mL) and treated or not with
different concentrations of compounds (20, 40 and 80 µM). The cells were kept in an incu-
bator at 37 ◦C and 5% CO2 for 4 and 24 h. After this period, the culture supernatants were
collected for cytokines and nitric oxide dosage. In some assays, to assess the cytotoxicity,
the supernatant was replaced with medium plus 10% Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), and the plates were incubated for an additional 4 h. The spectrophotometer
reading was performed at 570 and 600 nm.

3.5.6. TNF Dosage

TNF measurement was performed from cell culture supernatants, using the sandwich
ELISA technique, using Development System kitsDuoset ELISA (R&D Systems, Min-
neapolis, MI, USA), according to the manufacturer’s recommendations. ELISA plates
(NUNC—IMMUNO PLATE Maxisorp Surface) were sensitized with 50 µL/well of the
capture antibody, at a concentration of 2 µg/mL, diluted in PBS 1 x and incubated for 16 h
at 4 ◦C. The plates were washed three times with 1 × PBS/0.05% tween 20 and blocked
with 100 µL/well of 1 × PBS and 0.05% tween 20 and 0.1% bovine albumin for 2 h.

Then, 50 µL/well of samples, blank and standard curve of recombinants diluted
in Tris-saline buffer (20 mM trix in the base and 150 mM NaCl) containing 0.1% bovine
albumin and 0.05 were added % tween 20 for 2 h at room temperature. The standard
was serially diluted (1:2), from the initial concentration of 2000 pg/mL, with 11 duplicate
dilutions. The plate was washed three times with PBS/0.05% tween and incubated with
50 µL of the detection antibody (biotinylated) at a concentration of 400 ng/mL for a period
of 2 h.

The plate was washed three times with PBS/0.05% tween and incubated for 20 min
with avidin-peroxidase diluted 1:200. The development was carried out by adding TMB
substrate (Thermo Fisher) and interrupted with 0.05 M phosphoric acid. The reading of
the reaction was determined using a spectrophotometer (Spectramax) (Molecular Devices,
San Jose, CA, USA), with a 450 nm filter. Analyses were performed using the Softmax
4.3.1 Software (Molecular Devices, San Jose, CA, USA).

3.5.7. Nitric Oxide Dosage

The production of nitrite in macrophage supernatants was estimated through the
quantification of its oxidative product, nitrite, by the Griess method [50]. The absorbance
was determined in a spectrophotometer (Spectramax) (Molecular Devices, San Jose, CA,
USA), with a 570 nm filter. Analyses were performed using Softmax Software 4.3.1 (Molec-
ular Devices, San Jose, CA, USA), and the results were expressed in µM of nitrite, based on
a standard curve of sodium nitrite with an initial concentration of 400 µM.

3.6. Statistical Analysis

The one-way ANOVA test followed by the Bonferroni multiple comparison post-test
was used to determine the statistical significance of the comparisons between groups in the
studies. The results were considered statistically significant when p < 0.05. All analyses
were performed using the GraphPad Prism version 5.01 program (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

4. Conclusions

The conditions and reactions synthesis media of quercetin analogues showed efficiency
in obtaining one compound duly characterized, according to the data described in the
literature. The comparative analysis of the antioxidant activity of Q and Q5 showed
that quercetin (Q) was more active in scavenging the ABTS•+ radical than Q5 (29% and
18%, respectively). The reduced antioxidant potential did not demonstrate interference
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in immunomodulatory and antitumoral activities. The chemical modifications proposed
in this study enhanced the antiproliferative effect and maintained the anti-inflammatory
activity but not cytotoxicity activity in healthy tested cells.

The acetylated derivative (Q5) present improved the cytotoxicity in cancer hepatocel-
lular cells (HepG2), promyelocytic leukemia (LH-60) cells and, particularly, in glioma (C6)
cells. The rat glioma C6 cells traded showed a morphological unprecedent pattern of cell
death. Q5 at 50 µM for 24 h induced changes in C6 glioma cell morphology characterized
by a round body shape (which was not reported in the scientific literature), unlike quercetin,
which presented a fibroblast-like morphology.

Further investigations need to be done to better understand the effects of acetylated
derivatives of quercetin, particularly in neuronal cells. This study allowed, for the first
time, the application of structurally modified quercetin in neural cells for potential neuro-
protective effects.

Supplementary Materials: The following are available online. Figures/Analysis by 1H and 13C
NMR. Figure S1: Complete 1H NMR spectrum of Quercetin (Q); Figure S2: Expansion of Quercetin (Q)
1H NMR Spectrum; Figure S3: Complete 13C NMR spectrum of Quercetin (Q); Figure S4: Complete
1H NMR spectrum of the obtained compound—Quercetin pentaacetate analogue (Q5); Figure S5:
Expansion of the 1H NMR spectrum of the obtained compound—Quercetin pentaacetate analogue
(Q5); Figure S6: Expansion of the more aliphatic region of the 1H NMR spectrum of the obtained
compound—Quercetin pentaacetate analogue (Q5); Figure S7: Complete 13C NMR spectrum of the
obtained compound—Quercetin pentaacetate analogue (Q5); Figure S8: Expansion of the 13C NMR
spectrum of the obtained compound—Quercetin pentaacetate analogue (Q5); Figure S9: Expansion
of the aliphatic region of the 13C NMR spectrum of the obtained compound—Quercetin pentaacetate
analogue (Q5).
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