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Resumo

Os flavonodides s@o uma das mais importantes familias de compostos fendlicos presentes na
natureza, ndo s6 pela sua abundancia no reino vegetal, mas também pelo amplo conjunto de
atividades bioldgicas que lhes tém sido atribuidas. Deste modo, a sintese de novos derivados
flavondides continua a ser alvo de intensas pesquisas, com o intuito de se sintetizarem moléculas

com potencial aplicacdo industrial, nomeadamente para a industria farmacéutica.

A 3, 3°,4°,5,7-penta-hidroxiflavona (quercetina) pertencente ao grupo dos flavonodis tem
vindo a cativar o interesse dos quimicos organicos devido ao seu grande potencial antioxidante,
estando, no entanto, associada a uma escassa biodisponibilidade. Tal razao, tem levado a sintese
de moléculas derivadas da quercetina que conservem o mesmo potencial biologico, mas
aumentem a sua biodisponibilidade. Contribuir para tornar a molécula da quercetina mais
biodisponivel, modificando, quimicamente, os diferentes grupos hidroxilo de forma a promover

a sua acetilacdo e desacetilacdo seletivas, foi o objetivo principal deste trabalho.

Nessa perspectiva, esta dissertagdo foi dividida em cinco capitulos. Nos dois primeiros ¢
feita uma revisdo bibliografica. No primeiro referem-se os produtos naturais na terapéutica,
dando-se especial atencdo aos flavonodides. O segundo capitulo versa a agdo biologica especifica
dos flavondides. No terceiro ¢ feita uma breve revisdo sobre o composto em estudo, quercetina, e
¢ estudada a sua modificacdo quimica por acetilacdo e desacetilagdo seletivas. O quarto capitulo

¢ consagrado as conclusdes e, finalmente, no quinto capitulo ¢ descrita a parte experimental.

Palavras-chave: flavonoéides, quercetina, biodisponibilidade, acetilagdo e desacetilacdo seletivas



Abstract

Flavonoids are one of the most important families of phenolic compounds present in nature,
not only because of its abundance in the vegetable kingdom, but also due to the wide range of
biological activities that has been attributed to them. Thus, the synthesis of novel flavonoid
derivatives remains the subject of intense research, in order to synthesize molecules with

potential industrial applications, particularly for the pharmaceutical industry.

Quercetin (3, 3°, 4°, 5, 7-pentahydroxyflavone) has attracted the interest of organic chemists
due to its great antioxidant potential, however has been associated to a scarce bioavailability.
This reason has led to the synthesis of quercetin derivatives with increased bioavailability and
the same biological potential. A contribution to increase the bioavalibility of quercetin, by
chemical modifications of different hydroxyl groups, through their selective acetylation and

deacetylation reactions, was the main objective of this work.

In this perspective, this dissertation is divided into five chapters. In the first, natural products
in therapeutics, with particular attention to flavonoids, are referred. The second chapter crosses
the specific biological action of flavonoids and in the third, a brief review of the test compound,
quercetin, is made, and their chemical modification by selective acetylation and deacetylation
reactions was studied. The fourth chapter is devoted to conclusions and, finally, in the fifth

chapter the experimental part is described.

Keywords: flavonoids, quercetin, bioavailability, selective acetylation, selective

deacetylation
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CAPITULO 1

Introducao



1. Introducao

1.1. Produtos naturais na terapéutica

Os produtos naturais tém sido a maior fonte de agentes terapéuticos na historia medicinal.
Desde muito cedo o homem se apercebeu das potencialidades dos produtos naturais para a cura
de diversas doencas. As tradicionais praticas farmacéuticas deram um enorme contributo aos
quimicos e farmacologistas para a obten¢do de muitos farmacos atualmente empregues (Won,
2006; Butler; Harvey, 2008). Alguns compostos de origem natural tornaram-se medicamentos,
enquanto outros foram melhorados sob o ponto de vista farmacologico, ou utilizados como

prototipos para a producdo de novos farmacos (Newman et al., 2000; Butler, 2004).

A busca incessante dos produtos naturais pelas indistrias farmacéuticas deve-se a grande
diversidade molecular que eles apresentam (Turner; Borris, 1996). No entanto, para o
desenvolvimento de novos farmacos, existe um desafio, que ¢ de tornar esses principios ativos
naturais num firmaco que seja mais efectivo terapeuticamente (Borris, 1996). Assim, a
incorporacdo dos produtos naturais na terapéutica compreende-se como uma estratégia util para a
obtencdo de novos compostos desde que seja realizado um adequado planeamento, ou seja, o
isolamento, a identificacdo em termos quimicos, a sintese quimica e a avaliacdo das propriedades

farmacéuticas do composto puro (Yunes et al., 2001).

Com o desenvolvimento de técnicas modernas que possibilitaram os estudos
farmacologicos, bioquimicos, moleculares e toxicoldgicos, o interesse na procura de novos
farmacos ou de protdtipos de produtos naturais para obtencdo de novos farmacos, aumentou
significativamente (Calixto et al., 2001). Hoje, a maioria dos farmacos aprovados pela agéncia FDA

derivaram direta ou indiretamente dos principios ativos isolados de produtos naturais (Newman et

al., 2003; Cragg, 2005; Newman ef al. 2007; Butler, 2008).

Segundo os estudos feitos por Newman et al. (2007), nos ultimos 25 anos cerca de 1200
novas substancias quimicas foram langadas como farmacos, e dessas 48% possuem algum tipo
de relagdo com metabolitos isolados de produtos naturais, seja pela manutencio da totalidade da
estrutura ou apenas de um grupo farmacoforico. Butler (2008) evidenciou que s6 entre 2005 a

2007 foram aprovados trinta farmacos para uso terapéutico e cinco deles representam os



primeiros membros de novas classes de agentes terapéuticos, com mecanismo de a¢do nao
descrito anteriormente. Constata-se que houve um aumento significativo de firmacos derivados

de produtos naturais principalmente fArmacos que atuam no cancro e nas doengas infecciosas.

A organiza¢do mundial da saide (OMS) estima que 80% da populagdo no mundo depende
de medicamentos derivados de produtos naturais para os seus cuidados primarios e que cerca de

85% desses produtos naturais sdo derivados de metabolitos secundarios de plantas (WHO, 2008).

O contributo que os produtos naturais t€ém dado a medicina estad bastante documentado
(Koehn et al., 2005; Cragg & Newman, 2005 ; Paterson ef al., 2005; Zhang et al., 2005 ; Chin et al., 2006 ; Won
et al., 2006; Lam, 2007 ; Cragg & Newman, 2007 ; Harvey ; Butler, 2008 ; Mishra et al., 2011; Rey-Ladino et al.,

2011; Kinghorn et al., 2011). Entre os produtos naturais estudados e aplicados na terapéutica,
destacam-se os flavonodides pelo vasto conjunto de atividades bioldgicas que lhes tém sido

atribuidas (Havsteen, 2002; Machado et al., 2008, Mellou et al., 2005).

1.2. Flavonoides

Os flavondides sdo metabolitos secundérios pertencentes a classe dos compostos
polifendlicos (Harborne et al., 1975; Farnsworth, 1985; Arora et al., 1998; Simdes et al., 2000; Harborne &
Williams, 2000; Havsteen, 2002; Cardenas et al., 2006; Andersen & Markham, 2006; Dornas et al, 2007).
Quimicamente sdo caracterizados por compostos de baixo peso molecular (Di Carlo et al., 1999),
com uma estrutura comum (Fig.1), contendo quinze atomos de carbonos (C6-C3-C6), isto &,
apresentam dois nucleos benzénicos ligados a um nucleo heterociclico. Normalmente designa-se
o primeiro nucleo benzénico pela letra A, o segundo pela letra B, e o terceiro nucleo

heterociclico pela letra C (Di Carlo et al., 1999; Heim et al., 2002; Marais et al., 2006; Lin ¢ & Weng, 2006;
Martens & Mithofer, 2005).

Fig. 1 - Estrutura basica dos flavondides e numeragido recomendada pela [IUPAC. (Fonte: Heim et al., 2002)



1.2.1. Biossintese e Classificacao

A estrutura comum dos flavonoides ¢ biossintetizada a partir dos metabolitos derivados do
acido chiquimico e acetil-coA (Esq.1). O 4cido chiquimico produz a fanilalanina que ¢ o
precursor inicial da sintese dos flavonodides. O aminoédcido fenilalanina ¢ desaminado pela
enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL) e produz o 4cido cindmico. Este ¢ convertido em acido
p-cumdrico por acdo da enzima 4-hidroxilase cinamato. Por conseguinte, ocorre a adigdo da
CoA, catalisada pela enzima p-cumarato/CoA liase originando a p-cumaroil-CoA. A p-cumaroil-
CoA, ao reagir com trés moléculas de malonil-CoA forma a calcona. Esta reagdo ¢ catalisada
pela enzima calcona sintetase. Finalmente, ocorre a ciclizacdo do anel da calcona pela acdo da
enzima calcona isomerase, originando a flavanona (naringenina), com o nucleo bésico de todos
os flavonodides. Assim, nos flavonoides, o anel A ¢ formado via acetil CoA, o anel B via acido

chiquimico e o anel C deriva do fosfoenolpiruvato (Formica & Regelson, 1995; Dewick; Havsteen;
Ibrahim, 2002; Martens & Mithofer, 2005; Andersen & Markham 2006; Winkel, 2006; Hurber et al., 2008; Dixon &
Pasinetti, 2010).
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Esq. 1- Biossintese de flavondides (Fonte: Andersen & Markham, 2006)



Conforme a posi¢ao da ligacdo do anel benzénico B ao anel heterociclico C, os flavondides
podem ser enquadrados em trés classes distintas. (Stobiecki & Kachlicki, 2006). Segundo a
nomenclatura da IUPAC, os que derivaram de 2-fenilcrom-4-ona (2-fenil-1,4-benzopirano), sdo
classificados de flavonodides (1), os que derivaram de 3-fenilcromon-4-ona (3-fenil-1,4-
benzopirano) de isoflavondides (2) e os que derivaram de 4-fenilcumarina (4-fenil-1,2-
benzopirano) de neoflavondides (3) (Marais et al., 2006; Winkel, 2006; Dixon & Pasinetti, 2010; [UPAC,
2012).

1 2 3

Fig. 2 - Estrutura base de nucleos das classes dos flavondides (Fonte: [IUPAC, 2012)

Dentro de cada classe, de acordo com o grau de oxidagdo e insaturacdo do anel C, surgem
diferentes grupos de flavondides (Scalbert & Williamson, 2000; Spencer, 2000; Marais et al., 2006). A
tabela 1 indica os nomes dos grupos pertencentes a cada classe e dos compostos mais
representativos de cada grupo. A figura 3 ilustra as estruturas dos compostos mais

representativos.

Tab. 1 - Classe, grupo e compostos representativos de cada grupo de flavonoides

Classe Grupo Compostos representativos
Flavan-3-ois Catequina (4), epicatequina (5)
Flavanonas Naringenina (6)
Flavonas Flavonas Apigenina (7), Luteolina (8)
Flavonois Quercetina (9), Kaempferol (10)
Antocianinas Cianidina (11)
Isoflavonoides Isoflavonas Genisteina (12), Daidzeina (13)
Neoflavonoides Neoflavonas Neoflaveno (14)




l OH HO l O

Fig. 3 - Estruturas dos compostos mais representativos dos grupos de flavondides

Normalmente, varios tipos de substituicdes ocorrem nessas estruturas, como a hidroxilacao,
a metilacdo, a metoxilagdo, a dimerizacdo, a acilagdo, e a glicosilagdo dos grupos hidroxilos (O-
glicosilagdes), ou diretamente no nucleo do flavonéide (C-glucosilagdes). Destas substituicdes as
mais frequentes sdo as hidroxilagdes e as glicosilagdes (Winkel, 2006; Hurber et al., 2008). Nas
glicosilagdes, os agucares mais comuns sdo a D-glucose e a L-ramnose, porém, pelo menos oito
monossacarideos diferentes ou combinagdes destes podem ligar-se ao flavonodide. Essas
substitui¢des ocorrem na maioria das vezes nos anéis A e B e poucas vezes no anel C, e as
posicdes preferenciais variam com a natureza do grupo do flavondide em questdo, sendo as mais
frequentes, no caso dos flavonois, as posigoes 3 e 7 para O-glicosilagdes (15, 16) e 6/8 para C-

glicosilagdes (17) (Havsteen, 2002; Lin ef al., 2008).
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Fig. 4 - Quercetina 3-O-Glucosido (15), Quercetina 7-O-Glucosido (16), Quercetina 6-C-Glucodsido (17), resultantes
da ligag@o da glucose com a Quercetina (9)

1.2.2. Ocorréncia e Distribuicao

Os flavonoides tém uma ampla e diversificada distribui¢do no reino vegetal (Farnsworth, 1985;
Arora, 1998; Simdes ef al., 2000; Harborne et al., 2000; Havsteen, 2002; Cérdenas et al., 2006), com mais de
10.000 derivados identificados (Dixon & Pasinetti, 2010). Isto ¢ justificado com as diferentes
modificacdes e substituicdes que ocorrem no nucleo do flavondide (Ellis, 1963). Geralmente
encontram-se nas plantas medicinais, nomeadamente na Ginkgo biloba L., na Ruta graveolens
L., no Mirtilo, e em muitos alimentos de origem vegetal (Harbone & Williams, 2000), nomeadamente
nas frutas, nas leguminosas, nos chés, no vinho, nas macgas, no cacau, nas cebolas, na alface e no
pimentdo verde, (Formica & Regelson, 1995; Rice-Evans, 1996; Lin & Weng, 2006; Hurber ef al., 2008), € em
mais de 50 diferentes espécies de ervas, abrangendo a Achillea millefolium e a Viola tricolor
(Rice-Evans & Parcker, 2003). Ocorrem como agliconas, mas na maioria das vezes encontram-se
ligados a hidratos de carbono formando o O-glicosilflavondide e o C-glicosilflavondide (Andersen
& Markham, 2006). Das trés classes de flavonoides os neoflavondides t€ém uma distribuigdo bem
restrita na natureza, os isoflavonoides t€m uma moderada distribui¢ao (Rice-Evans & Packer, 2003) €
os flavonoides ampla distribui¢do (Rice-Evans, 2001; Aron et al, 2008). Entre os grupos de
flavonoides, os flavonois sdo os que mais predominam, podendo ser encontrados na maioria dos
vegetais (Harborne & Williams, 2000; Manach et al., 2005; Lin & Weng, 2006). A tabela 2 mostra as fontes

onde sdo encontrados os diferentes compostos.



Tab. 2 - Principais fontes dos diferentes compostos na natureza

Principais fontes

Compostos

Soja

Genisteina (12) e Daidzeina (13)

Chas, vinho, cacau, chocolate amargo, macas

Catequina (4) e Epicatequina (5)

Ginkgo biloba L., Ruta graveolens L., Mirtilo,
broculos, laranjas, magas, cebola, chés, mel,
péssegos, peras, ervas, vinho, cacau, chocolate

amargo, tangerina, feijao, folhas verdes

Quercetina (9)

Chas, cebola, mel, péssegos, peras

Kaempferol (10)

Ervas, cereais, tangerina, aipo, salsa, alface,

pimentdo verde, mel, nozes

Apigenina (7) e luteolina (8)

Vinho, frutos vermelhos, Mirtilo, Ruta

graveolens L.

Cianidina (11)

Laranja, tangerina, limdo, tomate, hortela

Naringenina (6)




CAPITULO 2

Aciao Bioldgica/Farmacologica dos Flavonoides



2. Acio biologica/Farmacolégica dos flavondides

Os flavondides sdo considerados uma das familias mais importantes dos compostos
polifendlicos, ndo s6 pela vasta abundancia no reino vegetal, mais também pelo conjunto de
atividades biologicas que lhes sdo atribuidas. A abundancia dos flavonoides no reino vegetal esta
relacionada com a sua importante funcdo bioldgica (Bruneton, 1999). S3o responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento das plantas, protegendo os tecidos contra os danos oxidativos,
defendendo-as dos agentes patogénicos como os fungos, as bactérias, os virus e os raios
ultravioletas (Manach et al., 2004). Também s3o responsaveis pela coloragdo e sabor de muitos
alimentos de origem vegetal como as frutas, o cha e o vinho, e tem um papel importante no
controlo hormonal ¢ na inibi¢do enzimatica (Rice-Evans & Packer, 2003; Butt & Sultan, 2009; Wheeler,
2004). No organismo humano, os flavonoides atuam em diversas doengas, devido ao seu grande

potencial antioxidante (Heim er al., 2002; Havsteen, 2002 ; Gregor et al., 2005; Athanasellis et al., 2006;
Hurber et al., 2008; Crozier et al., 2009; Prochazkova et al. 2011 ; Gutierrez-Merino ef al., 2011).

2.1. Acao antioxidante dos Flavonoides

Durante o funcionamento normal da célula dos organismos aerdbios sdo constantemente
produzidas espécies reativas de oxigénio (ROS). O termo ROS também abrange outras espécies
reativas, como espécies reativas de nitrogénio (RNS) e espécies reativas formadas na presenca de
metais de transi¢io (Fe’" e Cu®") (Miller et al., 1990; Silva, 2002; Valko et al., 2007). A geragdo dessas
espécies reativas inicia-se com a adi¢ao de um electrdo ao oxigénio molecular (O;), originando o
anido superoxido (O,[1), que também pode ser formado por varios sistemas enzimaticos que
incluem a xantina oxidase, a lipo-oxigenase, a ciclo-oxigenase e o citocromo Pys (Fridovich, 1999;
Gilbert, 2000; Giordano; Madamanchi, 2005; Opara, 2006). Por outro lado o 6xido nitrico (NO¢) que ¢
considerado o principal RNS ao reagir com o anido superoxido origina o peroxinitrilo (ONOO-)
que ¢ considerado um potente agente oxidante (Carr et al., 2000; Yang & Chen, 2003; Opara, 2006). A
adi¢do do segundo electrdo e dois hidrogénios ao anido superoxido (O,¢[]) resulta em perdxido
de hidrogénio (H,0-). Este, por sua vez reage com metais de transi¢io (Fe’" / Cu™") e anido
superoxido (Oy¢[)) pela reagdo de Fenton e Haber-Weiss, respectivamente, originando o radical
hidroxilo (HO¢®) (Giordano, 2005; Opara, 2006). Na tabela 3 estdo representadas as reagdes que

produzem as principais ROS.
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Tab. 3 - Formacao das principais espécies reativas de Oxigénio (ROS)

Reacao Produciao de ROS
Orte ——pp O Formacao de anido
superoxido

NOs + O,s° ™ ONOO"

Formacao de peroxinitrilo

20,4 +2H" ——p H,0, + 0, Formagdo de peroxido de
hidrogénio

Fe*" / Cu" +Hy0, — P Fe3'/Cu®" + HO- + HO" N
Reagdo de Fenton

02’- + H202 —>HO‘ + 02 + HO- - .
Reagdo de Haber-Weiss

Essas espécies reativas muitas vezes sao produzidas para exercer uma fungdo bioldgica,
estando envolvidas em varios processos fisiologicos de sinalizacdo e regulagdo (Fridovich, 1999;
Giordano, 2005; Valko, 2007). No entanto, existem casos em que sdo sub-produtos de processos
metabodlicos, podendo oxidar lipidos, proteinas, 4cidos nucleicos e causar danos celulares.
Embora as células apresentam um sistema enzimatico de defesa como a superoxido dismutase
(SOD), a catalse (CAT), e a glutationa peroxidase (GPH-Px) (Valko ef al., 2007), que mantém as
concentragdes das ROS equilibradas na presenca de outros factores conducentes a geracdo de
espécies reativas (radiagdo ionizante, radiacdo ultravioleta, comportamentos alimentares, agentes
quimicos), pode ocorrer um descontrolo que resulta em stress oxidativo que ¢ considerado o
promotor de muitas doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e cancro (Machlin & Bendich,
1987 ; Cadenas & Packer, 1996; Sies, 1997; Papas, 1999 ; Scandalios, 2005 ; Lamuela-Raventos et al., 2005;
Mishraa et al, 2006;Valko; Flora, 2007). Os danos causados pelas ROS podem ser impedidos com
antioxidantes ndo enzimaticos entre os quais se destacam os flavonoides (Mates, 1999; Padyatty,
2003; Tinggi, 2008). Os flavonoides tém a capacidade de converter as ROS em espécies menos

reativas e remover ides metalicos por complexagdo (Rice-Evans, 1997; Rice-Evans, 2001 ; Silva et al.,
2002 ; Havsteen, 2002; Mandel, 2004; Brusselmans, 2005; Andersen & Markham, 2006 ; Murakami, 2008; Hurber

et al., 2008; Musialik et al., 2009). O estudo da relagdo estrutura-atividade evidenciou essa capacidade

dos flavondides para atuarem como antioxidantes.
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2.1.1. Relacao estrutura-atividade antioxidante dos flavonodides

A atividade antioxidante dos flavonodides depende da sua estrutura quimica e da orientacdo
relativa das diversas partes da molécula (Heim er al., 2002). Assim, sabe-se que a presenca dos
grupos hidroxilo nas posigdes 3'e 4° do anel B e nas posi¢cdes 7 e 8 do anel A ¢ responsavel pela
atividade antioxidante da molécula (Heim et al., 2002; Amic’et al., 2003). No entanto, a dupla ligacao
C2=C3 conjugada com a func¢do cetona no anel C ¢ responsavel pelo deslocamento de electroes
do anel B e a associacdo destas duplas ligacdes com os hidroxilos das posi¢des 3 e 5 também

confere atividade antioxidante ao flavonodide (Heim et al., 2002 ; Amic’, 2003 ; Michalak, 2006 ).

Fig. 5 - Estrutura do flavondide com os grupos de maior relevancia para captar os radicais livres

Contudo, estudos evidenciaram que o potencial de oxidacdo-reducdo viabilizado pela
presenga de grupos substituintes doadores de dtomos de hidrogénio para a reducdo de radicais
livres, € mais relevante no grupo catecol do anel B do flavonoéide (Silva et al., 2002; Heim et al., 2002).
Um estudo feito com a presencga e a auséncia dos grupos hidroxilos no anel B do flavonoide
conferiu que na presenca dos dois grupos hidroxilo a alta atividade antioxidante mantém-se. A
perda de um grupo hidroxilo conduz a uma ligeira diminui¢do da atividade antioxidante, € com a

perda dos dois hidroxilos a atividade antioxidante diminui significativamente (Arora et al., 1999).

2.1.2. Mecanismo de acdo antioxidante

A atividade antioxidante de um composto ¢ determinada pela sua capacidade em doar um
atomo de hidrogénio e/ou electrdes, e/ou pelo seu potencial em quelar ides de metais de transi¢ao
e pela capacidade de neutralizar ou estabilizar os radicais livres (Shukla & Gupta, 2010). A atividade
antioxidante dos flavonoides assenta fundamentalmente na sua capacidade em doar atomos de
hidrogénio, reduzindo os radicais livres as suas formas estaveis e quelar ides metalicos (Fe’" e

Cu®") por complexagdo (Halliwell, 1992).
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Como ja foi dito o grupo catecol do anel B desempenha um papel importante na atividade
antioxidante ao doar os 4&tomos de hidrogénio (Arora et al., 1999; Fukumoto et al., 2000). A estabilidade
dos radicais formados nestas unidades resulta do estabelecimento de interagdes de hidrogénio

entre o grupo hidroxilo e o atomo de oxigénio com um electrdo desemparelhado (Esq.5) (Musialik
et al., 2009).

x® = ROS

R=H Ou OH

Esq. 2- Mecanismo de doagdo de hidrogénio e estabilizagdo de radicais pelo grupo catecol

Por outro lado, a insaturagdo no anel C conjugada com a func¢do cetona na posi¢do 4,
possibilita a deslocalizagdo electronica e estabiliza os radicais resultantes dessa deslocalizacao,
formando radicais fenoxilos que sendo bastantes estaveis impedem a formacao e a propagagao de

novos radicais (Esq.3) (Shukla & Gupta, 2010).

Esq. 3- Estabilizac¢do dos radicais fenoxilos

A estabilizagdo dos radicais flavonoides ¢ ainda conseguida de outro modo, através da

terminacdo da reagdo radicalar com a formagdo de quinona (Esq.4) (Shukla & Gupta, 2010).
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Esq. 4 - Estabilizagdo de radicais flavondides e término da rea¢do com a formagdo de quinona

Outro mecanismo da acdo antioxidante dos flavonoides, como ja foi referido, ¢ quelar ides
metalicos (Fe’™ e Cu®") por complexacdo. Esta capacidade dos flavondides estd fortemente
dependente do arranjo espacial dos grupos hidroxilos, como a presenca dos hidroxilos 3 e 5 ou

3'e 4°, em conjugagdo com a dupla ligagdo C2=C3, e o grupo carbonilo no anel C da molécula
(Jovanovic et al., 1994; Musialik et al., 2009).

As propriedades terapéuticas dos flavondides associadas a sua acdo como antioxidante t€m
sido extensivamente estudadas (Cai er al., 1997; Rice-Evans, 1997; Rice-Evans, 2001 ; Silva et al., 2002 ;
Havsteen, 2002; Mandel, 2004; Brusselmans, 2005; Andersen & Markham, 2006 ; Murakami, 2008; Humber et al.,
2008; Musialik et al., 2009). Uma dieta rica em flavonoéides, que inclua varios frutos e vegetais (Espin
et al., 2007; Coté etal,, 2010), sabe-se que ¢ uma dieta rica em antioxidantes (Crozier ef al., 2009) € que
previne doengas associadas ao stress oxidativo (Stark et al., 2007) tais como: as neurodegenerativas;

as cardiovasculares (Morton et al., 2000) € a incidéncia de alguns tipos de cancro (Ren et al., 2003;

Cardenas et al., 2006; Shukla & Gupta, 2010).

2.1.3. Flavonodides e doencas neurodegenerativas

Com o avango da tecnologia, o estudo das patologias do cérebro tem ganho cada vez mais
importancia. O cérebro ¢ particularmente vulneravel ao dano oxidativo, devido ao alto consumo
de oxigénio e a pouca presenca de enzimas antioxidantes, em comparagdo com outros 0rgaos
(Reiter, 1995; Nunomura et al., 2007; Petrozzi et al, 2007). A oxidacdo das lipoproteinas de baixa

densidade (LDL) esta na base do aparecimento de muitas doencas neurodegenerativas (Halliwell,
1992).

Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), as doencas neurodegenerativas afetam
até¢ um bilhdo de pessoas no mundo e estima-se que 6,8 milhdes de pessoas morrem a cada ano
em consequéncia de distirbios neurologicos (WHO, 2007; Hung et al., 2010). Muitos estudos referem

que os flavonodides desempenham um papel importante na protecdo do sistema nervoso central
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contra a oxidagdo dos lipidos ou o stress oxidativo prevenindo assim muitas doencas

neurodegenerativas.

A evidéncia epidemiolédgica sugere que o flavondide quercetina (9) tem efeitos protetores
contra doengas neurodegenerativas. Os mecanismos propostos para estes efeitos sdo a inibi¢ao da
oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a restauragdo dos antioxidantes
enzimaticos. De acordo com um estudo feito por pesquisadores da Universidade Comell em
Nova York para demonstrar os possiveis efeitos da quercetina sob o desempenho cognitivo de
ratos jovens e idosos intoxicados com etanol, a quercetina parece proteger as células de cérebro
contra o stress oxidativo, prevenindo assim o Alzheimer e outras doencas neurodegenerativas
(Heo & Lee 2004). Segundo Goutman et al. (2003) a quercetina modula o receptor GABA A de uma
forma diferente dos benzodiazepinicos, podendo ser utilizada como um agente ansiolitico. Esses
resultados confirmam os dados obtidos por Salgueiro et al. (1997) que testaram a quercetina em
modelos de ratos e evidenciaram o efeito ansiolitico da mesma. Em relacdo a memoria, os
mesmos autores também avaliaram os efeitos da quercetina nos testes de esquiva inibitoria com
ratos e verificaram a sua elevada eficacia em baixar os niveis de oxidagdo. Esses resultados
foram confirmados e amplificados por Patil ef al. (2003) em outros testes de memoria. Além
disso, os mesmos autores ainda demonstraram que a quercetina inibiu o efeito amnésico induzido
pelo lipopolissacarideo (LPS) em camundongos (ratos), sugerindo que este efeito ¢ devido a
modulagdo da COX; (ciclo-oxigenase tipo 2) e da ONS (6xido nitrico sintase), estando ambas as
enzimas envolvidas no processo do aparecimento da doenga de Alzheimer. O uso continuo do
neurolético haloperidol induz a peroxidacdo dos lipidos e um decréscimo de enzimas
antioxidantes no cérebro humano causando varias desordens neurologicas, entre elas a discinesia
orofacial (movimentos repetitivos involuntarios). O estudo feito por Naidu et al., (2003) em que
induziram o stress oxidativo no cérebro de ratos com o tratamento continuo de haloperidol
causando a discinesia orofacial e de seguida administrado a quercetina, houve uma reducao da
peroxidacdo lipidica e a restauracdo de algumas enzimas antioxidantes. Verificaram assim, que a
quercetina desempenhou um papel importante na reversdo da discinesia orofacial causada pelo

uso continuo de haloperidol.

Um outro flavondide que parece atuar em doengas neurodegenerativas € a epicatequina (5).
Um estudo in vitro revelou que a epicatequina inibe a toxicidade neuronal causada pela oxidacao
das LDL, podendo ser usada na prote¢do do cérebro contra os danos causados pelo stress

oxidativo (Schroeter et al., 2001).
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2.1.4. Flavonoides e doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares incluem todas as enfermidades que afetam o coragdo e os vasos
sanguineos e sdo uma das principais causas de morte na maioria dos paises industrializados.
Estima-se que em 2030 quase 23,6 milhdes de pessoas morrerdo de doengas cardiovasculares

(WHO, 2011). Estas doengas sdo conhecidas como multifactoriais.

A reacdo de espécies reativas de oxigénio com lipoproteinas de baixa densidade esta na base
do aparecimento de muitas doengas cardiovasculares. Na superficie das LDL ha proteinas com
importantes ag¢des estruturais e funcionais reconhecidas pelos receptores LDL e que permitem a
disponibilizagdo do colesterol sintetizado no figado a vérios tecidos. Sendo elas ricas em acidos
gordos polinsaturados (PUFA), tais como o acido linoleico e o araquidonio, sdo facilmente

oxidaveis, dando origem a doengas cardiovasculares (Moura, 2010).

Os flavondides tém despertado interesse na medicina devido aos efeitos benéficos sobre as
doengas cardiovasculares. Estudos epidemioldgicos demonstram uma correlagdo inversa entre as
doengas cardiovasculares e dietas ricas em flavonoides. Em 1993, um estudo epidemiologico
feito com 805 homens de idades compreendidas entre os 65 e os 84 anos, revelou uma relagao
inversa entre o consumo de flavondides (ingestdo de cha, cebolas e macas) e a mortalidade por
doenga corondria (Hertog et al., 1993). Um estudo realizado entre 1986 e 1998 que incluiu mais de
34.000 mulheres com idades compreendidas entre os 55 e os 69 anos refere que houve uma
diminui¢do do risco de morte causada pelas doencas cardiovasculares devido ao consumo de
catequina (4) e epicatequina (5) (Lamuela-Raventos ef al., 2005). Os autores atestaram que houve um
aumento de lipoproteina de alta densidade (HDL) e uma diminui¢do da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e protecdo da mesma. Este fato ¢ demonstrado nos estudos realizados por Arai
et al. (2000) e Silva et al. (2002) em que a incidéncia de aterosclerose baixou devido a prote¢ao
das LDL com o consumo de flavonoides. Estudos in vifro também revelaram que a catequina e a
epicatequina inibem a oxidagdo das LDL de forma muito significativa (Lamuela-Raventos et al.,
2005). Varios estudos relatam a redugdo da pressdo arterial em ratos tratados com a quercetina (9)
(Perez-Vizcaino et al, 2010). Os flavondides captam os radicais livres, e evitam a oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que estdo na base do aparecimento de doencas

cardiovasculares (Tapas, 2008).
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2.1.5. Flavondides e cancro

O cancro ¢ o termo genérico para designar um grande grupo de doengas que pode afetar
qualquer parte do corpo (Singh et al., 2008, WHO, 2012). Uma das principais causas de morte no
mundo ¢ causada pelo cancro. Segundo a OMS, em 2008 o cancro foi responsavel por 7,6
milhGes de mortes, cerca de 13% de todas as mortes (WHO, 2012). Entre 1983 e 2007, houve um

aumento significativo dos farmacos derivados de produtos naturais que atuam no cancro (Newman

etal 2007) .

Muitos estudos in vitro € in vivo indicam que existe uma relagcdo inversa entre a presenca
dos flavondides e o risco de ocorréncia de cancro, demonstrando a importancia destes compostos
na reducdo e prevencdo desta patologia. Estes compostos sdo particularmente eficientes na
inibi¢do das enzimas que catalisam a formagao de espécies reativas de oxigénio (ciclo-oxigenase,
lipo-oxigenases) € na inibi¢do da enzima ornitina descarboxilase responsavel pela sintese de
nucledtidos (Hong, 2001). A inibigdo destas enzimas limita a sintese de DNA e a atividade
proliferativa de células carcinogénicas. Sdo também efetivos na inibi¢do de enzimas envolvidas
na regulacdo da proliferacdo celular como as PTK (proteina tirosina cinases), PCK (proteina C

cinases) ¢ PIP, (fosfoinoisitidina 3-cinases) (Manson, 2003). Outro mecanismo envolvido na

atividade anticarcinogénica apresentada pelos flavonodides poderd estar relacionado com a
inducdo de apoptose (forma activa de morte celular que desempenha um papel importante na

eliminacdo de células danificadas) (Yang et al., 2001).

O flavonodide quercetina (9) tem sido referido como um potente antioxidante no combate ao
cancro (Williams, 2004 Materska 2008; Murakami, 2008). Segundo um estudo feito por Weiss (1988), a
quercetina, a luteolina (8) e a genisteina (12) tém capacidade para inibir os danos oxidativos
induzidos por radiacdo ultravioleta em ratos e consequentemente inibir o cancro. Segundo
Ferguson (2001), certos flavonoides podem influenciar a atividade enzimatica envolvida no
reparo do DNA ou modular a expressao do gene. De acordo com Machard (2002), os flavonoides
afetam a progressao celular, e a quercetina por exemplo, bloqueia o ciclo celular na fase G1/S de
células carcinogénicas do colo do tutero. A quercetina também bloquea a fase G2/ M do ciclo
celular de células carcinogénicas da mama (Formica & Regelson 1995). A quercetina atua eliminando
os radicais livres, inibindo as enzimas carcinogénicas, controlando a proliferacdo e a morte
celular (Gibellini et al., 2011). A apigenina (7), a luteolina e a quercetina induzem a apoptose através
de mecanismos dependentes do gene P-53 segundo estudos feitos por Shuts (2003). A P-53 ¢

uma proteina funcional que apresenta uma semi-vida curta de 10 a 20 minutos e atua na

17



regulagdo do ciclo celular e no reparo do DNA, induzindo a apoptose de células geneticamente
instaveis, e consequentemente impedindo o aparecimento do cancro. As proteinas cinases
regulam e controlam muitas atividades fisiologicas e consequentemente interferem no
aparecimento e na proliferacdo do cancro. Segundo Formica & Regelson (1995), a quercetina (9)
inibe a proteina tirosina cinase no cancro da mama induzido pelo dimetil-1-2-benzatraceno em
ratos. A genisteina também afeta a proteina tirosina cinase nas células do cancro da mama (Ju et
al., 2001). O flavondide naringenina (6) também tem sido pesquisado por possuir a capacidade de
inibir as proteinas cinases (Williams, 2004). Zang et al. (2005) constataram que a cianidina (11)
inibiu a proliferagdo de células carcinogénicas em diferentes partes do corpo (colo do utero,
pulmdo, mama, sistema nervoso central). Arts et al. (2002) estabeleceram uma relacdo
epidemioldgica inversa entre o consumo de catequina (4) e a incidéncia de cancro rectal em
mulheres pds-menopausa. Diversos flavonoides como a epicatequina (5) e a quercetina protegem
as células nas vias de sinalizacdo do ciclo celular (Williams, 2004). Outro possivel mecanismo de
acdo dos flavonodides ¢ a interacdo com as enzimas CYPs, que desempenham um papel
importante na ativagcdo ou metaboliza¢do de um grande ntimero de agentes carcinogénicos, como
os hidrocarbonetos policiclicos e as aminas heterociclicas. Estudos demonstram uma potente
inibicdo das enzimas do citocromo P-450, em particular as CYP1Al e CYP1A2, pelos
flavondides (Heim, 2002). O Kaempferol (10), a quercetina e a apigenina demonstraram possuir
efeitos inibitoérios sobre as CYPIAl, impedindo assim a metabolizagdo dos agentes
carcinogénicos e consequentemente a reatividade desses compostos com o DNA (Lautrait, 2002).
Os flavonodides também atuam na via sintética do acido Urico, que ¢ responsavel por causar
danos oxidativos aos tecidos, devido a produ¢do da xantina oxidase. Como ja foi referido a
xantina oxidase ao reagir com oxigénio molecular, origina anido superoxido, que contém alta
reatividade. Segundo Chang (1993), o flavondide quercetina inibiu a atividade da xantina
oxidase, reduzindo assim a producdo do radical super-oxido. Também se sugere que os
flavondides podem modular a resposta da glicoproteina-P (enzima responsavel pela eliminacdo
de substancias toxicas no organismo humano), inibindo a resisténcia da mesma aos farmacos
utilizados no tratamento do cancro (Kitagawa, 2006). A daidzeina (13) possui atividades
antiproliferativas sobre o cancro. Isso foi comprovado num estudo feito por Guo et al., (2004),
em que as células carcinogénicas do pancreas do homen foram tratadas com daidzeina. Foram
observadas mudangas de comportamento no crescimento das células tratadas com daizeina, ou

seja, um crescimento mais lento em relagao as células que ndo foram tratadas.
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Os estudos epidemiolodgicos, in vivo € in vitro muito tém contribuido para a elucidacdo da
relacdo existente entre o consumo dos flavondides e a prevencdo do cancro. Estudos
epidemioldgicos em humanos confirmam que um baixo risco de cancro estd fortemente
associado a dietas ricas em flavondides e esse efeito ¢ maior do que a toma de suplementos

dietéticos com antioxidantes (Lee ef al., 2003).

Para além da acdo antioxidante, os flavondides apresentam outras acgdes
bioldgicas/farmacoldgicas interessantes, nomeadamente: anti-inflamatdrias, anti-hepatotoxicas
antidiabéticas, antimicrobianas, antivirais € hormonais (Rice-Evans et al. , 1996 ; Di Carlo, 1999;
Visioli et al.; Havsteen, 2002 ; Lin & Weng 2006. ; Marais et al., 2006 ;Machado ef al., 2008 ; Murakami et al.,
2008; Hurber et al., 2008 ; Prochdzkova et al. 2011 ; Gutierrez-Merino et al., 2011). No entanto, nos diversos
estudos feitos a sua acdo como antioxidante ¢ a mais elucidada até agora, e ha descrigdo de que
todas as atividades bioldgicas/ farmacolodgicas atribuidas aos flavondides se devem as suas
propriedades antioxidantes ou a capacidade de captar radicais livres e metais quelantes

causadores de diversas doencgas (Bianchi et al., 1999 ;Machado et al.; Hurber et al., 2008).

2.2. Acao anti-inflamatoria

O processo inflamatorio envolve uma série de mediadores que produzem dor, rubor, edema,
calor e a perda da funcdo do 6rgdo comprometido. Os farmacos tradicionais utilizados na
inflamagdo tém apresentado diversos efeitos colaterais, estimulando dessa forma o estudo de
novos compostos capazes de atuarem na inflamacdo. Os flavonodides atuam como anti-
inflamatorios e héd varios trabalhos na literatura que comprovam este fato. As enzimas ciclo-
oxigenases e as lipo-oxigenases estdo na base do aparecimento da inflamagdo. O mecanismo de
acdo dos flavonoides sobre essas enzimas tem sido extensivamente estudado (Nijveltd, 2001; Fukuda
et al., 2003). Os flavonoides atuam nessas enzimas e reduzem a producdo do acido araquiddnio,
conferindo assim a atividade anti-inflamatéria. Flavonoides como a apigenina (7) e a quercetina
(9) tém demonstrado possuir a¢do anti-inflamatoéria por causarem inibicdo da ciclo-oxigenase
(COX;) e da sintase do 6xido nitrico (ONS) (Mutoh et al., 2000; Raso et al., 2001). Em 1999, Shoskes
et al., (1999) identificaram uma reducdo do quadro inflamatério em homens com prostatite
quando tratados com a quercetina. O flavonoide quercetina também tem sido estudado na
inflamacao do figado e tecidos adiposos, mas os mecanismos de agdo ainda ndo estdo descritos
(Dias et al., 2005). Segundo Friesenecker et al. (1995), os flavondides como a luteolina (8) e a

quercetina podem diminuir a adesdo de células inflamatérias ao endotélio resultando numa
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reducdo da resposta inflamatéria. O Kaempferol (10) demonstrou uma boa atividade sobre a
dermatite induzida com o6leo de créton na orelha de rato (Harbone, 2000) € na inibicdo da

biossintese de eicosanodides (mediador inflamatorio produzido pelo acido araquidénio) (Larson,

1988).

2.3. Acio anti-hepatotoxica

As doengas hépaticas constituem um dos maiores problemas de satde a nivel mundial. O
uso de flavondides pode impedir ou diminuir doencas hepaticas que estdo relacionadas com o
excesso de radicais livres de oxigénio. Qi et al. (2001) verificaram através de um estudo in vitro
que a quercetina (9) e a genisteina (12) tém potencial terapéutico contra a fibrose hepatica
associando tal mecanismo com a regulagdo do factor de crescimento das plaquetas PDGF e agdes
de TGF . Esses estudos foram confirmados e amplificados por Lee ef al., que demonstraram o
efeito protetor da quercetina nas células hepdaticas quando a fibrose hepatica foi induzida pela
dimetilnitrosamina em ratos, sugerindo assim, o uso da quercetina na prevencao da fibrose
hepatica. Outro estudo recente que demonstra a atividade dos flavonoides nas doengas hepaticas
foi realizado in vivo com a administrag¢ao do tetracloreto de carbono (CClys) em ratos para induzir
o dano oxidativo no tecido hepatico. Apos o tratamento dos ratos com a quercetina houve uma
diferenga significativa em relacdo aos ratos que ndo foram tratados com uma diminui¢dao
consideravel de danos oxidativos, aumento de enzimas antioxidantes € uma melhoria na
integridade hepatica, sugerindo assim que o flavondide quercetina pode ser um composto

promissor na terapia das doengas hepaticas (Bona, 2010).

2.4. Acao antidiabética

As células [+pancredticas sdo sensiveis ao stress oxidativo, o que pode contribuir para um
mau funcionamento da célula e consequentemente a um problema na libertacdo da insulina
(Lapidot et al., 2002). Segundo Ishida et al. (2004), a redugd@o ou inibicdo do stress oxidativo pode
preservar as células [+pancreaticas, aumentar a utilizagdo da glucose pelos tecidos periféricos e
consequentemente controlar os niveis glicémicos. Os flavondides podem inibir a oxidacao das

células [+pancredticas e aumentar o nivel das enzimas antioxidantes.

O estudo realizado com ratos diabéticos induzidos por estreptozocina evidenciou a

importancia do flavonoide quercetina (9) em manter os niveis de agucar controlados. Os autores
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sugerem que o composto reduz o agucar devido a sua propriedade antioxidante que promove a
regeneragdo das ilhotas pancreaticas e consequentemente a libertacdo adequada da insulina
(Vessal et al., 2003). Outro estudo realizado por Kim et al. (2011) também revelou que a quercetina
preveniu os danos oxidativos em ratos diabéticos e aumentou a segregagdo da insulina. Segundo
Braga (2011), a quercetina possui atividade hipoglicémica em ratas prenhez diabéticas devido a
restauracdo das células [+pancreaticas. Dias et al. (2005) & Bona (2010) relataram que a
quercetina diminuiu o stress oxidativo em ratos com diabetes mellitus tipo 1. Quine & Raghu
(2005) evidenciaram uma diminuicdo da peroxidagdo e aumento da enzima antioxidante

superoxido dismutase (SOD) em animais diabéticos ao administrar a epicatequina (5).

2.5. Acao hormonal

Virios flavonodides tém sido pesquisados e os seus mecanismos de acdo demonstrados como
tendo acdo hormonal. Estudos in vitro indicam que flavondides como a daidzeina (13) e a
genisteina (12) se ligam ao receptor de estrogénios por apresentarem estruturas quimicas
similares a hormona estrogénio, podendo exercer um efeito hormonal e anti-hormonal (So, 1997;
Fritz, 2002; Cardenas 2006). A daidzeina e a genisteina podem diminuir os riscos de sintomas pos-
menopausa nas mulheres (Kenneth, 1999). Segundo Tapiero et al. (2002), os flavonoides com acao
hormonal podem produzir uma resposta hormonal normal ou bloquear o sitio de ligacdo ao

receptor (acdo antitumoral).

2.6. Acao antimicrobiana e antiviral

Alguns estudos comprovam que os flavondides atuam nas infec¢des causadas por bactérias e
virus. Segundo Harbone & Williams (2000) o uso de flavonoides contra a infec¢do causada por
bactérias tem dois objetivos: matar os microrganismos invasores e acabar com os efeitos
negativos das suas toxinas. O mecanismo de ac¢do para este efeito ainda ndo foi explicado. A
quercetina (9) demonstrou um efeito significativo contra algumas espécies de bactérias gram-
positivas e leveduras bem como inibiu o virus HIV na ordem dos 80% (Gato et al., 2002). Os
flavonoides podem ainda inibir a transcriptase reversa (também conhecida como DNA

polimerase RNA-dependente) e controlar as infecdes causadas pelos retrovirus (Hirpara et al.,
2009).

21



2.7. Flavonoides e a sua biodisponibilidade

A maioria das atividades bioldgicas/farmacolédgicas dos flavondides foi comprovada in vitro.
Estudos comprovam que a atividade antioxidante dos flavonoéides in vitro ¢ muito mais potente
do que a atividade antioxidante da vitamina C e E nas mesmas concentracdes (Ross, 1998). Por
outro lado, um estudo feito por uma equipa de investigacdo do Instituto Linus Pauling e avaliado
pela EFAA refere que no organismo humano a atividade antioxidante dos flavondides ¢ muito
baixa (Ross, 2000; Spector et al., 2005; Fritz et al., 2009). Os autores sugerem que iSso acontence porque
as condi¢des do corpo humano sdo diferentes das condi¢des in vitro, e por isso menos de 5 % dos
flavondides sdo absorvidos e dessa percentagem a maioria ¢ rapidamente metabolizada e
excretada, o que compromete a sua biodisponibilidade e consequentemente a sua ag¢ao biologica.
Segundo Manach et al. (2004), os flavonoides em geral t€m uma biodisponibilidade muito baixa
e variada, o que contribui para a sua baixa atividade bioldgica in vivo. A baixa
biodisponibilidade apresentada pelos flavonodides compromete a sua incorporagdo em formas
farmacéuticas. Uma abordagem para superar a baixa biodisponibilidade dos flavonodides, de
modo a explorar a sua atividade in vivo, consiste na modificacdo do composto natural destinada a
aumentar a solubilidade e a moderar o metabolismo, mantendo ao mesmo tempo a capacidade da
molécula original para se regenerar. Isto suscita uma esperanga promissora a nivel farmacolédgico
e tem tornado a quimica dos flavondides cada vez mais explorada e consequentemente, mais
vasta no que diz respeito a sintese de novos derivados, bem como a elucidacdo de novos e

eficientes métodos sintéticos.
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CAPITULO 3

Quercetina
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3. Quercetina

3.1. Quimica da quercetina

A quercetina assenta a sua capacidade antioxidante em doar electrdes/hidrogénios e
estabilizar/captar os radicais livres (Rice-Evans, 2001; Havsteen, 2002 ; Musialik et al., 2009). Para isso,
conta com uma estrutura quimica muito particular, com a presenca do 3°-OH e 4'-OH orfo no
anel B, uma dupla ligacdo a C2=C3 conjugada com um carbonilo a C4 e ainda um grupo
hidroxilo a C3, no anel C, contando ainda com dois hidroxilos no anel A em posicido meta,
concretamente a C5 e a C7 (Heim e al., 2002; Michalak, 2006; Chen et al., 2010). Apesar de todas essas
caracteristicas serem importantes para a quercetina exercer a sua fun¢do como antioxidante, os
OH’s orto do anel B (catecol) t€m maior capacidade de sequestrar os radicas livres ou maior
propriedade redutora (Metodiewa et al., 1999, Heim et al., 2002; Chen et al., 2010). A importancia do
grupo catecol em captar radicais livres foi confirmada num estudo em que a modificagdo do
grupo catecol com a introdu¢do de um agucar na posi¢do 4’-OH evidenciou uma baixa
capacidade da quercetina para sequestrar radicais livres (Heim et al., 2002; Alves et al., 2010). O 3-OH
¢ um grupo importante na inibi¢do da enzima cinase (Sarno et al., 2002), 0 7-OH ¢é responsavel pela
atividade do desacoplamento fraco da molécula (Van Dijk et al., 2000), € 0 5-OH ¢ o menos acido e
mais reativo da molécula devido a liga¢do intermolecular que o H faz com o grupo carbonilo a
C4 (Van Dijk et al., 2000). Quando se encontra ligado ao agucar, a quercetina apresenta uma menor
reatividade em captar os radicais livres, devido ao impedimento estérico da glucose (Bianchi et al.,
1999; Fukumoto et al., 2000; Moon et al., 2008 ). A estabilidade da quercetina depende do anel C da
molécula (Michalak, 2006; Moon et al., 2008 ; Chen et al., 2010). Em condi¢des acidas ¢é estavel ¢ em

condi¢des basicas ¢ instavel o que leva a fragmentagdo do anel C da molécula (Moon et al., 2008 ;

Chen et al., 2010).

3.2. Relevancia farmacologica da quercetina

Para além de ser o flavonoide mais abundante na natureza, também ¢ aquele a quem mais
propriedades farmacologicas tém sido atribuidas, por possuir grande potencial antioxidante (Heim
et al., 2002; Michalak, 2006; Chen et al.; Alves et al., 2010). As primeiras propriedades farmacologicas da
quercetina foram evidenciadas em 1975, quando Rylski e al. testaram os efeitos analgésicos de
varios flavondides, e verificaram que a quercetina era a mais efectiva. Nos estudos de agdo
biologica dos flavonodides evidencia-se que a quercetina ¢ a molécula sobre a qual mais estudos
tém sido feitos, e testada a sua a¢do tanto in vivo como in vitro, contra varios tipos de doengas.
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Um exemplo dos progressos no estudo da quercetina ¢ o pro-farmaco QC12 (18/19) com

atividade antitumoral que atualmente se encontra numa fase avancada dos estudos clinicos

(Mulholland et al., 2001; Hirpara et al., 2009).

Fig. 6 - Pro-farmaco (QC12) -N-Metil-D-sal glucamina, isomero 3'-18; isomero 4'-19

Apesar dos varios beneficios farmacologicos da quercetina, a sua atividade in vivo €
comprometedora devido a sua baixa biodisponibilidade (Manach et al., 2005; Williamson et al., 2010;
Silberberg et al., 2006; Hollman et al., 1995). A presenca de multiplos OH's torna a quercetina um
substrato apto para a fase II do metabolismo, onde ¢ convertida em derivados sulfatados,
glucoronidos e éteres metilicos. Alguns estudos feitos com a quercetina revelaram baixa
biodisponibilidade quando administrada por via oral (Manach et al., 1999; Murota et al., 2000, 2003).
Hou er al. (2003) realizaram um estudo para avaliar as diferengas farmacocinéticas entre a

quercetina (9) e o flavonoide morina (20) nos ratos.

Fig. 7 - Quercetina (9) e Morina (20)

Os autores encontraram no plasma metabolitos glucoronados e sulfatados da quercetina o
que indica a sua rapida metabolizacdo e baixa biodisponibilidade. O estudo referiu ainda que a
diferenga nos comportamentos farmacocinéticos entre os dois flavonodides se deve a presenca dos

grupos hidroxilos no anel B do flavonoide quercetina. Ha estudos que relatam que a quercetina
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tem um efeito modulador sobre as glicoproteinas intestinais, ou seja, quando administrada
concomitantemente com outros farmacos, ela influencia a metabolizagdo e consequentemente a
biodisponibilidade do farmaco. A administragdo concomitante da quercetina e do
imunossupresor ciclosporina em ratos e porcos evidenciou uma consideravel reducdo da
concentragdo plasmatica de ciclosporina devido a rapida metabolizagdo do imunosssupressor. Os
autores sugerem que tal efeito se deve a algum tipo de interagdo entre a quercetina e as

glicoproteinas intestinais (Hsiu et al., 2002).

Por isso, ao longo dos anos tém sido desenvolvidos diversos métodos de sintese de
derivados da quercetina com o intuito de aumentar a permanéncia da molécula no organismo
humano e consequentemente aumentar a sua biodisponibilidade. O estudo da relag¢do estrutura-
atividade da quercetina chega a ser importante no processo de sintese desses novos derivados
com atividade farmacoldgica. A maioria dos estudos tem sido concentrada na prote¢do dos
grupos hidroxilos (Biasutto, 2007; 2009). Mas, outra modificagdo da molécula tem sido feita através
da introducdo de substituintes estaveis que conferem melhores propriedades, como por exemplo,
a associagdo do grupo trifenilfosfonico a quercetina na posi¢do 3 (Fig.7), para produzir derivado

mitocondriotopico Q3BTPI (Mattarei et al., 2008, Hoye et al., 2008).

OH
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Fig. 8 - Quercetina 3-0O- (4-trifenilfosfonio-butil)-iodeto (Q3BTPI)

Em relacdo aos grupos hidroxilos da molécula, como ja foi referido na quimica da
quercetina, ndo sdo equivalentes do ponto de vista funcional, o que leva a que a modificacao
seletiva destes grupos seja muito importante. A esterificagdo ¢ um ponto de partida para
obtencdo de moléculas com melhores aplicagdes farmacologicas. Varios estudos ja foram feitos
para a modificacdo seletiva dos grupos hidroxilos, entre eles a acetilagdo e desacetilagdo
seletivas, principalmente a nivel enzimatico (Bouktaib, 2002; Montenegro, 2007) por conferir alta
selectividade reactiva, no entanto a utilizacdo de métodos quimicos para a acetilagdo e
desacetilacdo seletivas continua a ser um tdpico importante e desafiante para os quimicos
organicos.
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Sob esse ponto de vista, e tendo em atencdo o elevado sucesso que a quercetina apresenta
como agente antioxidante, foi nosso objetivo modificar quimicamente a quercetina, com o intuito
de estudar a reatividade dos diferentes hidroxilos, contribuindo dessa forma para a criagdo de
derivados mais lipossoluveis e, por conseguinte, com um metabolismo mais moderado e uma
maior biodisponibilidade. Para isso estudamos diferentes reagentes, em meio acido e em meio

alcalino, com o intuito de promover a acetilacdo e a desacetilagdo seletivas da quercetina.

3.3. Modificacdo quimica da 3, 3°,4°,5,7-penta-hidroxiflavona (quercetina)
por acetilacdo e desacetilacio seletivas

3.3.1. Preambulo

Com este trabalho pretende-se explorar a modificagdo quimica da 3,3°,4°,5,7-penta-
hidroxiflavona (quercetina), por acetilacdo e desacetilagdo seletivas. Foram abordadas trés
estratégias distintas, nomeadamente: a acetilacdo total; a acetilacdo seletiva e a desacetilagao

seletiva.

A abordagem inicial consistiu na acetilacdo total da quercetina recorrendo as condigdes
experimentais descritas na literatura (Mattarei et al., 2010). Uma vez identificada a quercetina penta-
acetato, foram feitas véarias tentativas de acetilagdo total recorrendo a reagentes nunca antes
utlizados nesta acetilagdo. Como resultado desse estudo, e pela analise da literatura, foi

conseguida a sua acetilacdo total com recurso a dois “novos” reagentes.

No que diz respeito a acetilagdo seletiva da quercetina, inicidmos o processo utilizando um
procedimento ja descrito na literatura (Mattarei et al., 2010), adaptando algumas condi¢des e obteve-
se a quercetina 3, 3°,4",7-tetra-acetato, tal como descrito. No entanto, um outro procedimento
descrito na literatura, e que supostamente levaria a obtencdo da quercetina 3,3",4 -tri-acetato
(Gusdinar et al., 2011) ndo foi reproduzivel, obtendo-se ao invés, a quercetina 3, 3°,4",7-tetra-acetato

e a quercetina penta-acetato.

Uma vez que por acetilagdo seletiva s6 se conseguiu obter a quercetina 3,3",4°,7-tetra-
acetato, prosseguimos os nossos estudos no sentido de obter outros derivados hidroxilados,

recorrendo a desacetilagdo seletiva.
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Nesse sentido foram testadas diferentes condi¢des reacionais, utilizando como material de
partida a quercetina penta-acetato. Na quase totalidade das reacdes testadas em meio alcalino,
com recurso a diferentes reagentes, a reagdo era incompleta ou prosseguia, invariavelmente, para

quercetina.

Tendo em consideracdo que as condigdes alcalinas ndo parecem favorecer a desacetilacao
seletiva, avancamos no sentido de testar a hidrolise em condi¢des acidicas. As primeiras
tentativas feitas em meio 4cido pareceram-nos, por TLC, que a reagdo era mais seletiva, no
entanto, apds work-up verificava-se que na quase totalidade das reagdes o produto final obtido
era a quercetina. Provavelmente, um acido de Bronsted, na presenca de 4gua adequa as condigdes
para um prosseguimento da hidrolise. Numa tentativa de tamponar o processo, ocorreu-nos usar
como solvente o 4cido acético. Aquando da primeira tentativa de hidrolise nestas condigdes,
utilizando o HCIO4 em meio acetoso verificou-se por TLC, que na reagdo se obtinha para além
do material de partida um segundo produto. No entanto, apoés work-up, para além do produto
inicial e do produto da hidrolise visivel em TLC, também se isolou uma percentagem
relativamente grande de quercetina. Sendo assim, e uma vez que estas condi¢des nos pareceram
favoraveis, numa tentativa de amenizar as condi¢des acidicas, testamos a hidrolise recorrendo a
acidos de Lewis, nomeadamente: o triflato de bismuto ¢ o triflato de itérbio. Nestas condigdes,

surpreendentemente, s6 se formou um produto, a quercetina 3,3°,4°,7-tetra-acetato.

Esq. 5 -Panorama global das modificagdes quimicas efetuadas
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10

Py, Ac,0- 20 eq., t.amb., 2h

CH,Cl,/ Ac,0- 20 eq., Bi (OTf)3-0.2 eq., A 2h
CH,Cl,/ Ac,0O- 20 eq., DABO- 5eq., t.amb., 2h

20
CH,Cl,/ Py, Ac20-1.5 eq., t.amb., 3h
DMF, Ac,0-1.5 eq., CH;COONa-2 eq., t.amb, 2h

30
CH;COOH/ CH,Cl, Bi (OTf);-0.2 eq., A 1h
CH;COOH/ CH,Cl,, Yb (OTf)3-0.2 eq., A 3h

3.3.2. Sintese da quercetina 3, 3°,4°5,7-penta-acetato (21)

No presente trabalho, procedeu-se a acetilacdo total da quercetina (9) recorrendo a trés
reagentes distintos. O primeiro, o0 método tradicional, usa a piridina como solvente/base e como
agente acilante o anidrido acético. A monitorizagdo da reacdo foi feita por TLC usando como
eluente a mistura diclorometano/metanol, nas propor¢des 9.3/0.7. A mistura reacional
permaneceu sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente durante 3 horas. O work-up ¢ feito
por adicdo de diclorometano & mistura reacional, sendo depois a solu¢do orgénica lavada com
acido cloridrico diluido, para se tirar o maximo de piridina presente, pela d4gua e seca com sulfato
de sodio anidro. Apos evaporacdo do solvente, obteve-se um crude castanho palido, que depois
de separado em coluna cromatografica usando uma mistura de acetato de etilo e éter de petroleo
(50:50) como eluente, leva a obtencdo de um sdélido branco correspondente ao composto 21 com

um rendimento de 85%.

O outro procedimento utilizou como base o 1,4-diazabiciclo (2.2.2.) octano (DABCO) em
substituicdo da piridina. Este reagente, nunca antes descrito para esta funcdo, permitiu,
igualmente, a acetilagio completa da quercetina. A quercetina dissolvida em diclorometano,
adicionou-se 0 DABCO e anidrido acético. Deixou-se a reacdo sob agitacdo magnética e a
temperatura ambiente durante 2 horas. A monitorizacdo da reag¢do foi feita por TLC nas
condi¢des anteriormente descritas. Apds work-up obteve-se um solido branco, com uma sé

mancha cromatografica e que correspondente ao composto 21, num rendimento de 82%.
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Com a preocupagdo de se encontrar uma alternativa a piridina e ao DABCO, no ambito da
quimica verde, foi também testada a possibilidade do triflato de bismuto @ servir de catalisador
a esta reacdo. Procedeu-se assim, a uma nova reagao para obtencdo do composto 21, utilizando
como catalisador o referido acido de Lewis. Adicionaram-se 0,2 eq de triflato de bismuto ™ ¢ 20
eq de anidrido acético a uma solu¢do contendo a quercetina dissolvida em diclorometano. A
mistura reacional permaneceu a refluxo e sob agitagdo magnética durante 2 horas. A
monitorizagdo da reagdo foi feita como anteriormente. Apds o work-up, evaporou-se a secura a
solug¢do organica, obtendo-se um so6lido branco com doptimo aspecto, que nao precisou de ser
passado numa coluna para a sua purificagdo, com um rendimento de 69% e que corresponde ao

3

composto 21. Ficou demonstrado que com a utilizacdo deste método “verde” se obtem um

produto com alto grau de pureza.

A elucidagdo estrutural completa da quercetina penta-acetato (21) foi possibilitada através

da analise dos espectros unidimensionais (‘H ¢ °C, ¢ APT de "°C).

Através da analise do espectro de RMN de 'H foi possivel identificar os sinais mais

caracteristicos deste composto:

v' Cinco sinais na forma de singuleto correspondentes aos protdes metilicos
(OCOCH;), 3°,4" (112.332 ppm), 5 (112.340 ppm), 7 ([12.342 ppm), € 3 ([2.433 ppm). O
singuleto correspondente a ressonancia dos protdes metilicos do éster a C-3 surgiu a um
desvio quimico maior ([12.433) em relag@o aos outros protdes metilicos devido ao efeito
mesomérico do grupo carbonilo que faz com que os protdes assinalados (OCOCH;)

estejam mais desprotegidos, e portanto, o seu desvio quimico € superior.

v' Sinais dos protdes H-6, H-8, na forma de dupleto com [16.876 ¢ 7.332 ppm,
respectivamente, ¢ com a mesma constante de acoplamento de 2.4 Hz. O desvio
quimico do H-8 ¢ maior em relagdo ao H-6, devido ao ambiente quimico em que o H-8
se encontra, perto do oxigénio do anel heterociclico. A constante de acoplamento de H-6
e H-8 ¢ igual porque o H-6 acopla com H-8, e o H-8 acopla com o H-6, o que resulta na

mesma constante de acoplamento.

v’ Sinais dos protdes H-5', H-2', na forma de dupleto devido ao acoplamento com
H-6",com [17.351 e 7.692 ppm e constantes de acoplamento de 8.4 e 2.4 Hz,

respectivamente.
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v’ Sinais correspondentes ao H-6" na forma de dupleto de dupleto com [17.719 ppm

e constante de acoplamento de 8.4 Hz com H-5" e de 2.4 Hz com o H-2".

A identificacdo dos carbonos do composto 21 foi feita pelo estudo do espectro de carbono
13 (*C). A identificacdo inequivoca dos carbonos metilicos C-3, C-3",C-4", C-5, C-7 foi feita

recorrendo ao espectro de *C-APT

Segundo a analise do espectro ultravioleta, os picos de absor¢do maxima do composto 21,

sdo a 301 e 252 nm (lit. 290 e 255 nm, Jurd & Rolle, 1958).

3.3.3. Sintese da quercetina 3, 3°,4°,7-tetra-acetato (22)

A Sintese da quercetina 3, 3°,4",7-tetra-acetato (22) a partir da quercetina (9), foi conseguida
usando duas vias distintas. A primeira abordagem esta descrita na literatura (Mattarei et al., 2010),
sendo, no entanto, crucial a otimizacdo do meio reacional para a obtencdo do composto
pretendido. Com uma segunda abordagem, descrita também na literatura, mas como sendo um
método para a obtencdo do derivado 3,3’,4’- triacetilado (Gusdinar et al.,, 2011), apOs varias
tentativas para a produgdo do suposto triacetato, o que se obtinha era sempre o derivado 3,

3",4",7-tetra-acetilado (22), bem como a quercetina penta- acetato (21).

No primeiro procedimento a quercetina foi dissolvida em diclorometano e piridina e tratada
com anidrido acético. A reagdo manteve-se sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente
durante 2 horas. O composto desejado foi facilmente isolado e purificado por coluna
cromatografica usando como eluente o diclorometano/éter de petroleo/acetato de etilo nas
proporcdes 9:2:1, obtendo-se o composto 22 com um rendimento de 34%. A monitorizacdo da
reagdo foi feita por TLC usando como eluente o tolueno/acetato de etilo/diclorometano, nas
proporcdes de 7:3:1. No segundo procedimento, a mistura constituida pela quercetina e acetato
de sodio seco, dissolvida em dimetilformamida, foi adicionado anidrido acético. A mistura ficou
a reagir sob agitagdo magnética e a temperatura ambiente. A monitorizagdo da reacdo foi feita
como anteriormente, evidenciando-se sempre, a formacdo de dois produtos e a extingdo do
material de partida. Procedeu-se o work-up ao fim de 2 horas. Apds o work-up e separagdo em
coluna cromatografica, obteve-se o composto 22 com o rendimento de 56% e o composto 21

com um rendimento de 18%.
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3.3.4. Desacetilacio seletiva da quercetina 3, 3°,4°5,7-penta-acetato

O estudo da desacetilacdo selectiva foi feito, numa primeira fase, em meio alcalino. Foram
testados diversos reagentes/bases e varias condigdes reacionais. Este estudo, tal como se
mencionou no preambulo, visava encontrar seletividade quimica na desacetilagao da quercetina

penta-acetato.

Com esse propoésito foram testadas varias bases, nomeadamente: o imidazol (CH3H4N»), o
1,4-diazabiciclo (2.2.2.) -octano (CsH2N»), o bicarbonato de s6dio (NaHCOs3), o carbonato de
potassio (K>CO3), a piperazina (C4HoN>), o acetato de sddio tri-hidratado (CH;COONa.3H,0) e
o acetato de sddio anidro (CH;COONa), e entre todas elas diferentes equivalentes. Testaram-se
também diferentes condi¢des reacionais (reacdo a temperatura ambiente e aquecimento a

refluxo).

Na tabela seguinte (Tab. 4) pode ser visto de uma forma sistematizada, o acompanhamento
das diferentes condigdes utilizadas em meio alcalino, com vista a desacetilacdo seletiva da

quercetina penta-acetato.

32



Tab. 4 - Condigdes reacionais estudadas

Quercetina

BASE (equivalentes molares)

Temperatura

Tempo de

tat Solvente o 50 (h Observacgao por TLC
acetato C,H,,N, | CH;H,N, | K:CO; NaHCO; | CH;COONa.3H,0 | CH;COONa | C,H N, (0 reagio (h)
17mg CH,Cl,: MeOH Um produto de hidrélise parcial e
40 mg (2 eq.) (5:1mL) Temp.amb. 3h existéncia de material de partida
40 m 17 mg (2 CH,Cly: MeOH | Ebulicdo 3h Dois produtos de hidrolise parcial e
& eq.) (5:1mL) (54°¢) existéncia de material de partida
17 mg (2 Um produto de hidrolise parcial e
40 mg eq.) CH;NO,(5mL) | Temp.amb. 3h existéncia de material de partida
Dois produtos de hidrdlise parcial,
17 mg (2 Ebulicao extingdo de material de partida e
40 mg eq.) CH;NO, (5 mL) (70°c) 3h progressio  com  formagdo da
quercetina (9)
11lmg CH,Cl,: MeOH Dois produtos de hidrdlise parcial e
40 mg (2eq.) (5:1mL) Tem.amb. zh existéncia de material de partida
. - Trés produtos de hidrodlise parcial com
40 mg 121 me ngriE) MeOH Estz(l,hgao 3h Rf's muito proximos e extingdo total
(2¢eq) ) (34%) do material de partida
5 mg CH,Cl,: MeOH Um produto de hidrélise parcial e
40 mg (0.5eq.) (5:1 mL) Temp.amb. 4h formagdo da quercetina
40 m 5mg CH,Cl,: MeOH | Ebuligdo 4h Um produto de hidrolise parcial e
& (0.5eq.) (5:1mL) (54°¢) formagdo da quercetina
17m Hidroli total/  fq a d
50 mg @ qu.) CH,Cl, (5mL) Temp.amb. 2h qlieigeﬁza ota ormagao a
17 mg Ebulicao Hidrolise  total/  formagdo  da
S0 mg 2 eq) CHLLGML) ) (5400 th quercetina
. Um produto de Hidrdlise parcial,
40 mg 21 mg CI.{2C12' MeOH Temp.amb. 3h existéncia de material de partida e
(2eq.) (5:1mL) quercetina
40 mg 21 mg CH,Cl,: MeOH | Ebulicdo 4h Um produto de hidrolise parcial e
(2 eq.) (5:1mL) (54°) existéncia de material de partida
. Dois produtos de Hidrolise parcial,
40 mg 124 me 81.{12?111{)DMF Temp.amb. 3h extingdo de material de partida e
(2eq.) ) formacdo da quercetina
. . C X Dois produtos de Hidrolise parcial,
40 mg 124 me (I)DI(;/;FI'HIEI)EOH a: Estz(l,hgao 4h extingdo de material de partida e
(2eq.) ) (54%) formacdo da quercetina
. Um produto de hidrdlise parcial,
40 mg 3(2 lglg) gll{ffnli')MeOH Temp.amb. 4h existéncia de material de partida e
q- ) formacdo da quercetina
. - x Dois produtos de hidrdlise, existéncia
40 mg ?20 :;gj gll{ffnli')MeOH fst;l‘l)il)c a0 4h de material de partida e formagdo da

quercetina
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A reagdo que se processou a refluxo e em que se testou o imidazol (CH3;H4N»), levou a
extingdo do material de partida e a formacao de trés produtos, dois com maior Rf que o da
quercetina e outro com o mesmo Rf que o composto 9. Uma vez que o material de partida se
extinguiu, procedeu-se ao work-up da reacdo com agua e extraiu-se a solucdo aquosa com
acetato de etilo, com o intuito de recuperar os dois produtos resultantes da hidrolise e sujeita-los
posteriormente a uma separagdo em coluna cromatografia. O s6lido amarelo acastanhado obtido
foi levado para a coluna, e foi utilizado como o eluente de separacdo a mistura acetato de etilo/
éter de petrdleo nas proporgdes graduais de 30:70, 50:50 e 70:30. O produto comegou a sair na
proporcao 70:30, e verificou-se que havia uma hidrélise total do composto, ou seja a formacao
da quercetina, o produto indesejado. A insatisfagdo que surgiu com a hidrdlise total do produto,
ao ser passado pela coluna cromatografica, sugeriu um novo método de separagdo/ purificacao.
A reagdo foi repetida e, os produtos obtidos foram sujeitos a uma separagdo em TLC preparativa,
usando como fase movel diclorometano/metanol nas proporc¢des 9,3:0,7. O resultado obtido nao
foi satisfatorio, uma vez que se verificou afinal que entre as duas manchas que aparecem na

TLC, havia mais manchas com Rfs muito proximos e de dificil separagao.

As reacdes testadas, empregando o 1,4-diazabiciclo (2.2.2.) -octano (C¢Hi2N»), feitas a
refluxo, levaram a extingdo do material de partida e a formagdo de dois produtos de hidrélise e
uma ligeira formagao do composto 9. Neste caso, também se procedeu ao work-up, com vista a
separagdo dos produtos obtidos por coluna cromatografica. No entanto, apds o work-up fez-se
uma TLC e mais uma vez se verificou que os produtos obtidos neste tipo de hidrolise alcalina

prosseguiam no sentido da formacao exclusiva da quercetina.

A utilizagdo de Carbonato de potéssio (K,COs3) foi feita tanto a temperatura ambiente como
a refluxo. Tal como habitualmente, fez-se a monitorizacdo da reacdo, e apods uma hora, a reagao
feita a refluxo levou a conversdo total da quercetina penta-acetato em quercetina. A que ocorreu
a temperatura ambiente ndo mostrou ser seletiva, formou-se mais do que um produto de
hidrolise, o material de partida ndo se extinguia, e com o passar do tempo verificava-se também

uma progressao no sentido da hidrolise total.

Nas mesmas condi¢des fez-se a reagdo com bicarbonato de s6dio (NaHCO3) e tanto a reagao
que ocorreu a temperatura ambiente como a refluxo, ao fim de 2 horas evidenciaram a hidrolise

total do composto 21.
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A piperazina (C4HoN,), outra base testada, tanto a temperatura ambiente como a refluxo,
ndo apresentou seletividade, com realce para a presenca do material de partida 21 e progressao

para a formacgao de quercetina.

O acetato de sddio tri-hidratado (CH3COONa.3H,0) ndo evidenciou eficiéncia. O material
de partida ndo se extinguia, ndo houve formagao de qualquer produto que correspondesse uma

hidrolise seletiva.

Por outro lado, com o uso de acetato de sédio anidro (CH3;COONa), tanto a refluxo como a
temperatura ambiente, houve a extingdo total do material de partida com a formacao de dois
produtos resultantes da hidrolise, porém havia uma ligeira progressao no sentido da formacao da

quercetina.

O términus da rea¢do ao fim de um determinado tempo, deve-se ao facto de ndo haver
seletividade e de a reagdo progredir para a formagao de produtos indesejados. Pela andlise da
literatura, chegou-se a conclusdo de que estes resultados se mostraram concordantes com aqueles
j& obtidos em outras tentativas de desacetilacdo seletiva usando bases, ou seja, a formagdo de

mais do que um produto, sem extin¢do total do material de partida e sem seletividade.

Tendo em consideracdo que as condigdes alcalinas ndo parecem favorecer a desacetilacao

seletiva do composto 21, avangou-se no sentido de testar a hidrolise em condicdes acidicas.

A primeira reacdo testada para a hidrolise seletiva em meio acido, consistiu no tratamento do
composto 21 com dacido percdlico a 0,1 N em diclorometano. A reagdo manteve-se sob
aquecimento a refluxo. Apds 30 minutos, por TLC, evidenciaram-se dois produtos e ainda algum
material de partida em quantidades residuais. No entanto, alguns minutos depois, antes de se
proceder ao work-up, verificou-se a formagdo de um precipitado, que se traduziu na hidrolise

total do composto a quercetina.

Provavelmente, um acido de Bronsted, na presenca de dgua adequa as condigdes para um
prosseguimento da hidrélise. Por isso, numa tentativa de tamponar o processo, ocorreu-nos usar
de novo o acido percldrico 0,1N como reagente promotor da hidrdlise, usando, no entanto, como
solvente o 4cido acético glacial. A mistura reacional manteve-se a refluxo durante 1 h. Fez-se a
primeira TLC aos 30 min., tendo revelado o mesmo comportamento que a reagdo anterior.
Deixou-se a mistura reacional a reagir até se extinguir totalmente o material de partida, ou seja,

1,0 h. Apos o work-up, por TLC, verificou-se a existéncia de uma terceira mancha que parecia
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ser mais um produto de hidrolise seletiva. O crude obtido, de cor amarelo-acastanhada, foi
levado para a coluna na tentativa de separar as duas manchas que correspondem aos produtos da
hidrolise seletiva. No entanto, ndo se conseguiu uma boa separagdo das duas manchas, visto que
cada uma delas estava contaminada com a outra. Repetiu-se de novo a reagdo, alterando apenas
os equivalentes do acido perclorico, para se tentar uma melhor selectividade. Os resultados
conseguidos acabaram por ser os mesmos da reacdo anterior. Dentro da hidrdlise seletiva,
aparentemente, esta foi a primeira reacdo em que houve extingdo total de material de partida,
sem progressao para a hidrdlise total. Recorreu-se ainda a uma nova reagao, utilizando o Iodeto
de zinco a 0.5 eq., em acido acético glacial. A reacdo manteve-se sob aquecimento a refluxo
durante 3 h. Ocorreu a formagao de um produto de hidrdlise seletiva, mas o material de partida

ndo se extinguiu.

Levando sempre em consideragdo a sustentabilidade, meios reacionais mais suaves, com
reagentes menos agressivos, decidiu-se testar acidos de Lewis para a desacetilacdo/hidrolise
seletiva do composto 21. Nessa perspectiva, testou-se, em primeiro lugar, o triflato de bismuto
(II) a temperatura ambiente e a refluxo. Varias horas depois, monitorizando gradualmente a
reagdo, verificou-se que o composto 21 ndo reagiu. Decidiu-se, entdo, fazer de novo a reagao

11T , . L. .
M mas, na presenga do acido acético glacial como solvente, com o

(11D

com o triflato de bismuto
intiuito de tamponizar o meio reacional. A mistura do composto 21 com o triflato de bismuto
(0.2 eq.) e acido acético glacial foi mantida sob aquecimento a refluxo, na expectativa de acabar
todo o material de partida e conseguir o maximo de selectividade possivel. Ao fim de 2 horas,
por TLC, evidenciou-se a extingdo total do material de partida e a formagao de um s6 produto de
hidrolise. Ap6s o work-up, o crude obtido foi separado por cromatografia de coluna, da qual se
isolou um produto puro, identificado espectroscopicamente, como sendo o composto 22,

quercetina 3, 3°,4",7-tetra-acetato, num rendimento de 43,4%.

O rendimento mediano desta transformacao (43,4%) sugeriu a exploracao de um outro acido
de Lewis, o triflato de itérbio ™" Esta reagfio alternativa, apesar de ser mais lenta, por ser um
acido de Lewis menos reactivo do que o acido usado na reagdo anterior, resultou na obtengdo do
composto 22 num rendimento de 78%. As condi¢des reacionais mantidas foram as mesmas que
as usadas com o triflato de bismuto ™'V,

Embora, inicialmente, um dos objetivos deste trabalho fosse a desacetilagcdo seletiva dos
diferentes grupos acetato da quercetina penta-acetato, o facto de s6 se ter conseguido a

desacilacao seletiva do acetato a C-5, desmascarando o 5-OH, acabou por se tornar um resultado
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importante, porque estes derivados estdo a ser utilizados e explorados como agentes
mitocondriotropicos (Mattarei, A. et al, 2008). Por isso, consideramos muito interessante este
resultado, pela facilidade e seletividade em obter estes derivados a partir da quercetina penta-

acetilada.

A elucidagdo estrutural completa da quercetina 3,3°,4°,7-tetra-acetato (22) foi possibilitada
pela analise dos espectros de RMN unidimensionais (‘"H e "°C, e APT de "°C) e pelo espectro de

infravermelho (IV).

Através da analise do espectro de RMN de 'H foi possivel identificar os sinais mais

caracteristicos deste composto:

4 Cinco sinais em forma de singuleto correspondentes aos protdes metilicos
(OCOCHs;), 37, (112.325 ppm), 4° (112.333 ppm), 7 (112.335 ppm), € 3 ([12.369 ppm). O
singuleto correspondente a ressonancia de protdes metilicos a C-3 surgiu a um desvio
quimico maior ([]2.369) em relacdo aos outros protdes metilicos devido ao efeito
mesomérico do grupo carbonilo que faz com que o OCOCH; a C-3 esteja mais

desprotegido, e portanto o seu desvio quimico surge a menores frequéncias.

v Sinais dos protdes H-6, H-8 na forma de dupleto com [Ja 6.599 e 6.85
ppm, respectivamente, € com a mesma constante de acoplamento de 1.8 Hz. O desvio
quimico do H-8 ¢ maior em relagdo ao H-6, devido ao ambiente quimico em que o H-8
se encontra, perto do oxigénio do anel heterociclico. A constante de acoplamento de H-6
e H-8 ¢ igual porque o H-6 acopla com H-8, e o H-8 acopla com o H-6, o que resulta na

mesma constante de acoplamento.

v Sinais dos protdes H-5°, H-6, na forma de dupleto com constante de

acoplamento 8.4 Hz e [17.36 e 7.734 ppm respectivamente.

v Um singuleto correspondente a ressonancia do protdo H-2" pertencente ao

anel B a [17.734 ppm.

4 Um sinal em forma de singuleto a [112.098 ppm, correspondente ao H-5.
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A identifica¢do dos carbonos do composto (22) foi feita pelo estudo do espectro de carbono
13 (°C). A identificagio inequivoca dos carbonos metilicos C-3, C-3",C-4", C-5, C-7 foi feita

recorrendo ao espectro de *C-APT.

Através da analise do espectro do infravermelho, os picos maximos de frequéncia de

vibracdo observados aparecem a: 1184; 1202;1615; 1650; 1772; 3022; 3084 em™

A analise do espectro ultravioleta permitiu evidenciar que a quercetina 3,3",4",7-tetra-acetato

tem uma absorvancia maxima aos 256 nm (lit. 253 nm, Jurd & Lurd, 1958).
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4. Conclusoes

* A acetilagdo total da quercetina foi conseguida, inicialmente, nas condigdes comuns em
que se utilizam como reagentes a piridina e o anidrido acético. O mesmo resultado foi
conseguido, quando se substituiu a piridina pelo DABCO e pelo triflato de bismuto ™.

Como resultado desse estudo, e pela andlise da literatura, pensamos ser a primeira vez

que estes dois reagentes sdo usados nesta acetilagdo.

* Por acetilacdo seletiva s6 se conseguiu obter a quercetina 3,3",4",7-tetra-acetato.

* No que diz respeito a desacetilacdo seletiva da quercetina penta-acetato em meio alcalino,
na quase totalidade das reacdes testadas, com recurso a diferentes reagentes, a reacao era
incompleta ou prosseguia, invariavelmente, para quercetina. As condigdes alcalinas nao

parecem favorecer a desacetilagdo seletiva.

* Em condicdes acidicas, a presenca de dgua adequa as condigdes para um prosseguimento
da hidrolise no sentido da quercetina. No entanto, quando se usa como solvente o acido

L. . O] . : . 1T
acético glacial e se recorrem a 4cidos de Lewis, nomeadamente o triflato de bismuto "™ e

o triflato de itérbio ™

, nestas condicdes, surpreendentemente, s6 se forma um produto, a
quercetina 3,3°,4",7-tetra-acetato. Pensamos que a seletividade inerente a desacetilacdo na
posicao 5 se deve a proximidade do grupo carbonilo que faculta a complexagdo com os

acidos utilizados, tornando, assim, esta posicdo mais acidica.

* Tendo em atengdo a literatura analisada, parece-nos ser a primeira vez que estas

condig¢des sdo descritas para a hidrolise seletiva da quercetina penta-acetato.

* Os derivados da quercetina 5-hidroxilados estdo, atualmente, a ser utilizados e explorados
como agentes mitocondriotropicos. Como tal, consideramos muito relevante este
resultado, na medida em que estes derivados se podem obter de uma forma acessivel e

pratica a partir da quercetina penta-acetato.
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5. Parte experimental

5.1. Reagentes, solventes, silicas e equipamentos utilizados

5.1.1. Reagentes e solventes utilizados

* Todos os compostos comercialmente disponiveis foram obtidos diretamente do

fornecedor Sigma-Aldrich.

* Os solventes utilizados foram fornecidos pela Merck.

5.1.2. Silicas utilizadas

* O controlo da evolugdo das reagdes foi seguido por cromatografia de camada fina (TLC)

em placas de aluminio revestidas de silica gel 60 F»s4 da Merck.

* Para a cromatografia em coluna usou-se gel de silica neutra (0,063-0,200 mm; 70-230

mesh), da Merck.

5.1.3. Equipamentos utilizados

* Os reagentes foram pesados numa balanga AND da A&D company limited.

Evaporador rotativo Biichi modelo R-114.
* Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos num espectrometro Jasco FT/IR-420.
* Os espectros de ultravioleta (UV) foram obtidos num espectrometro Jasco V-530.

* Os pontos de fusdo (p.f) foram determinados num aparelho Biichi B-540 e ndo foram

corrigidos.

* Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registados em espectrometro

Varian Unity 600 (600 MHz para RMN de 'H ¢ 150 MHz para RMN de "°C), usando
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como solvente o CDCIls. Os desvios quimicos () s@o dados na escala de ppm e sdo

relativos ao cloroférmio (CHCIl3) usado como referéncia interna.

5.2. Sintese Descritiva

5.2.1. Acetilacio total da quercetina

5.2.1.1. Sintese da quercetina penta-acetato (21)

Procedimeto I

A mistura contendo a quercetina (300 mg, 1 eq.), anidrido acético (0.80 mL, 20 eq.) e
piridina (7.5 ml) foi mantida em agitacdo magnética a temperatura ambiente. Ao fim de 3 horas,
adicionaram-se 250 ml de diclorometano a mistura reacional. Em seguida, a solug@o organica foi
lavada pelo HCl a 10% (3x100 mL), pelo NaOH diluido (3x50 mL), pela dgua (3x100 ml), seca
pelo sulfato de sddio anidro, filtrada e evaporada a secura a pressdo reduzida. O crude obtido foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel, usando como eluente acetato de etilo/éter
de petréleo (50:50), obtendo-se 432 mg (= 85%) de um composto cromatograficamente puro, e
que corresponde a quercetina penta-acetato 21. Ponto de fusdo: 196-198 (1it.194-196, Krueger,
1994). RMN de 'H (600 MHz, CHCl;): [= 2.332 (6 H, s, 3',4'-OCOCH;); 2.340 (3 H, s, 5-
OOCH3); 2.342 (3 H, s, 7-OCOCH3); 2.433 (3H, s, 3-OCOCH3); 6.876 (1 H, d, J¢s= 2.4 Hz, 6-
H); 7.332 (1 H, d, Js¢= 2.4 Hz, 8-H); 7.351 (1 H, d, Js: ¢=8.4 Hz, 5-H); 7.692 (1 H, d, J»: ¢=2.4
Hz, 2°-H); 7.719 (1 H, dd, Jos =8.4 Hz, J¢ »=2.4 Hz, 6'-H) ppm. RMN de *C (150 MHz,
CHCL): [= 170.05; 169.26; 167.87; 167.82; 167.80; 167.74; 156.83; 154.26; 153.79; 150.37;
144.37; 142.18; 134.02; 127.72; 126.41; 124.00; 123.92; 123.83; 114.73; 113.89; 108.98; 21.15;
21.01; 20.64; 20.49 ppm. UV: [y 301; 252 nm (CH30OH); (lit. 290 e 255 nm, Jurd & Rolle,

1958).
Procedimento I1

A quercetina (200 mg, 1,0 eq.) dissolvida em diclorometano (5,0 mL), adicionou-se o
trifluorometanossulfonato de bismuto (III) (86 mg, 20 mmol, 0.2 eq.) e o anidrido acético (0.8
mL, 20 eq.). A mistura reacional foi mantida a refluxo e sob agitagdo durante 2 horas. Apds este
periodo, adicionou-se dgua (50 mL). Esta mistura foi extraida pelo dicloromentano (2 x 100
mL). De seguida lavou-se a fase organica com uma solu¢do de NaHCOj sat. (2 X 50 mL), com o
NaOH a 10% (2 x 50 mL), com a agua (3 x 100 mL), secou-se pelo sulfato de sédio anidro,

filtrou-se e evaporou-se a secura a pressao reduzida. Obtiveram-se 236 mg de um sélido branco
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puro ([+= 69 %), correspondente ao composto 21. Os dados da andlise do composto sdo

coincidentes com os obtidos no procedimento I.

Procedimento I11

A quercetina (200 mg, 1,0 eq.) dissolvida em diclorometano (5,0 mL), adicionou-se o 1,4-
diazabiciclo [2.2.2] -octano (371 mg, 5,0 eq) e o anidrido acético (0.8 mL, 20,0 eq.). Manteve-se
a mistura reacional a temperatura ambiente sob agitagdo magnética durante 2 horas. Esta mistura
foi extraida pelo dicloromentano (2 x 100 mL). De seguida lavou-se a fase organica com uma
solu¢do de NaHCO; sat. (2 x 50 mL), com o NaOH a 10% (2 x 50 mL), com a agua (3 x 100
mL), secou-se pelo sulfato de sddio anidro, filtrou-se e evaporou-se a secura a pressao reduzida.
Obtiveram-se 280 mg de um soélido branco puro ([=82 %), correspondente ao composto 21. Os
dados da andlise do composto sdo coincidentes com os obtidos no composto do procedimento

anterior.

5.2.2. Acetilacio seletiva da quercetina

5.2.2.1- Sintese da quercetina 3, 3°,4°,7-tetra-acetato (22)

Procedimento I

A quercetina (300,0 mg) dissolvida em diclorometano (6,0 mL) e piridina (1.5 mL),
adicionou-se gota-a-gota o anidrido acético (0.42 mL, 15.0 mmol, 5.0 eq.). A mistura reacional
permaneceu em agitacdo magnética e a temperatura ambiente durante 3 horas. De seguida esta
mistura foi extraida pelo dicloromentano (50 mL), lavado com HCIl (3 x 50 mL), seca pelo
sulfato de sodio anidro (NaSQ,), filtrada e evaporada a secura a pressdo reduzida. Purificou-se o
residuo obtido numa coluna cromatografica usando como eluente diclorometano/éter de petroleo/
acetato de etilo (9: 2: 1), obtendo-se 466 mg do composto 22 ([=34%). Ponto de fusdo: 169-
172. IV (Filme/NaCl): RMN de 'H (600 MHz, CHCLy): (= 2.325 (3 H, s, 3'-OCOCH3); 2.333
(3 H, s, 4-OCOCHj3); 2.335 (3 H, s, 7-OCOCH3); 2.369 (3H, s, 3-OCOCHj3); 6.599 (1 H, d, Je,
s= 1.8 Hz, 6-H); 6.85 (1 H, d, Js,= 1.8 Hz, 8-H); 7.36 (1 H, d, Js: ¢=8.4 Hz, 5°-H); 7.734 (1 H, s,
2'-H); 7.75 (1 H, d, J¢ 5 =8.4 Hz, 6'-H); 12.09 (1 H, s, 5-H) ppm. RMN de “C (150 MHz,
CHCls): [= 176.23; 168.3; 168.15; 167.79; 167.70;161.67; 156.33; 155.90; 155.53; 144.62;
142.22; 132.17; 127.50; 126.51; 123.99; 108.76; 105.51; 101.15; 21.16; 20.65; 20.64; 20.38
ppm. IV (Filme/NaCl): Vmax. 1184.08; 1202.4;1615.09; 1650.77; 1772.26; 3022.87; 3084.58.
UV: Unix. 256 nm (CH30H); (lit. 253 nm, Jurd & Rolle, 1958).
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Procedimento 11

A quercetina (200,0 mg) dissolvida em dimetilformamida (1,0 mL), adicionou-se o acetato
de sédio seco (98,0 mg, 20,0 mmol) e anidrido acético (0.071 mL, 12,0 mmol). A mistura
permaneceu em agitacdo magnética a 0 °C durante 2 horas. Apos este periodo adicionou-se 5,0
mL de uma solugdo saturada contendo cloreto de sddio (NaCl) e extraiu-se a fase organica pelo
acetato de etilo (3 x 10 mL). A fase organica foi lavada com agua (2%), seca com sulfato de sodio
anidro (NaSQ,), filtrada e evaporada a secura a pressao reduzida. O residuo obtido foi purificado
e separado numa coluna cromatografica, usando como eluente a mistura diclorometano/éter de
petroleo/ acetato de etilo (9: 2: 1), obtendo-se 174.6 mg de composto 22 ([=56%) e 49.7 mg do
composto 21 ([ =18%).

5.2.3. Desacetilacio seletiva da quercetina penta-acetato

5.2.3.1- Sintese da quercetina 3, 3°,4°,7-tetra-acetato (22)

Procedimento I

A quercetina penta-acetato (100,0 mg, 1,0 eq.) e trifluorometanosulfonato de bismuto ™™ (26
mg, 20,0 mmol, 2,0 eq.), dissolvidos em diclorometano (10,0 mL), adicionou-se o 4cido acético
glacial (3,9 mL). Manteve-se a mistura reacional em refluxo a 65 °C durante 2 horas. Apds este
periodo adicionou-se agua (50mL) e procedeu-se a extragdo pelo diclorometano (2x100mL). De
seguida lavou-se a fase orgdnica com uma solucdo de NaHCOs sat. (2 x 50 mL) e agua (2x50
mL), secou-se pelo sulfato de sédio anidro, filtrou-se e evaporou-se a secura a pressao reduzida.
Purificou-se o residuo obtido em coluna cromatografica de silica gel, usando como eluente a
mistura de diclorometano/éter de petréleo/ acetato de etilo (9:1:1), obtendo-se 92 mg do

composto 22 ([ =43,4%).
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Procedimento 11

A quercetina penta-acetato (30,0 mg, 1,0 eq.) e trifluorometanosulfonato de itérbio ™ (7.3
mg, 20,0 mmol, 2,0 eq.), dissolvidos em diclorometano (4,0 mL), adicionou-se o dcido acético
glacial (1,0 mL). Manteve-se a mistura reacional em refluxo a 65 °C durante 5 horas. Apds este
periodo adicionou-se agua (50mL) e procedeu-se a extragdo pelo diclorometano (2x100mL). De
seguida lavou-se a fase orgdnica com uma solucdo de NaHCOs sat. (2 x 50 mL) e agua (2x50
mL), secou-se pelo sulfato de sédio anidro, filtrou-se e evaporou-se a secura a pressdo reduzida.
Purificou-se o residuo obtido em coluna cromatografica de silica gel, usando como eluente a
mistura de diclorometano/éter de petroleo/ acetato de etilo (9:1:1), obtendo-se 43,6 mg do

composto 22 ([= 78%).
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