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RESUMO 

“Quercetina e sua associação à ββββ-ciclodextrina: estudo de características 

físicas, químicas e biológicas de interesse para permeação cutânea” 

No primeiro capítulo da tese, três amostras de quercetina, obtidas de diferentes 

fornecedores, foram caracterizadas no que se refere a suas propriedades físico-

químicas e sua estabilidade térmica em estado sólido. As amostras apresentaram 

reduzida hidrossolubilidade e distinta estrutura cristalina, atribuídas à presença de 

diferentes quantidades de moléculas de água de hidratação em seus retículos 

cristalinos. A estabilidade em estado sólido desses hidratos de quercetina foi 

expressivamente dependente da temperatura. A amostra de quercetina que se 

mostrou termodinamicamente mais estável foi selecionada para ser empregada nas 

próximas etapas desse trabalho. No segundo capítulo do trabalho, a quercetina foi 

complexada com β-ciclodextrina a fim de aumentar a hidrossolubilidade da aglicona. 

Porém, o complexo sólido que foi preparado em solução e seco por nebulização 

apresentou uma baixa concentração de quercetina, denotando uma limitada 

eficiência de complexação. Por outro lado, a obtenção de complexo de inclusão pela 

simples mistura física entre a quercetina e a β-ciclodextrina (relação molar de 1:1) 

revelou ser possível e vantajosa, uma vez que nem água nem calor são necessários 

para formar o complexo sólido quercetina/β-ciclodextrina. No terceiro capítulo, a 

estabilidade da quercetina frente à radiação UVA ou UVC, em mistura etanol:água, e 

a influência dos produtos de degradação sobre o teste de lipoperoxidação foram 

estudadas. Apesar da quercetina não ter sido estável frente à radiação UVA ou 

UVC, o flavonóide foi capaz de inibir a lipoperoxidação induzida por ambas 

radiações. A identificação dos principais produtos de fotodegradação, todos 

derivados polifenólicos, sugere que os mesmos podem ter contribuído para o efeito 

biológico. Finalmente, no quarto capítulo, o efeito promotor da β-ciclodextrina e a 

influência do veículo (hidrogel ou pomada contendo quercetina livre ou sua 

associação à β-ciclodextrina numa relação molar de 1:1) sobre a permeação 

cutânea ex vivo, bem como sobre o correspondente potencial antioxidante da 

quercetina, foram investigados. O ensaio de permeação foi avaliado usando células 

de difusão tipo Franz e pele de orelha de suíno como membrana. A maior 

concentração de quercetina retida na pele (epiderme e derme) e o maior potencial 
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antioxidante correspondente foram observados quando a pele foi tratada com a 

mistura quercetina:β-ciclodextrina incorporada no hidrogel. Esses resultados 

demonstram, portanto, o uso potencial de um hidrogel de HPMC contendo 

quercetina associada à β-ciclodextrina para a prevenção e o tratamento de danos 

cutâneos associados ao estresse oxidativo, especialmente aqueles que ocorrem na 

camada mais superficial da pele, a epiderme. 

 

PALAVRAS-CHAVE: quercetina, β-ciclodextrina, permeação cutânea, potencial 

antioxidante 
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ABSTRACT 

“Quercetin and its association to β-cyclodextrin: study of physical, chemical 

and biological properties of interest for cutaneous permeation” 

In the first chapter of the thesis, three samples of quercetin raw materials, purchased 

from different suppliers, were characterized in order to know their physicochemical 

properties and thermal stability in solid state. The samples presented low aqueous 

solubility and distinct crystalline structure, ascribed to the presence of different 

amounts of hydration water molecules into their crystal lattice. The solid state stability 

of these quercetin hydrates was highly dependent on the temperature. The quercetin 

sample that was thermodynamically more stable was selected to be employed in the 

next steps of this work. In the second chapter of the work, quercetin was complexed 

with β-cyclodextrin in view to increase the aqueous solubility of the aglicone. 

However, the solid complex prepared in solution and spray-dried presented low 

quercetin concentration, denoting limited complexation efficiency. By the other hand, 

the obtention of inclusion complex by simple physical mixture between quercetin and 

β-cyclodextrin (molar ratio of 1:1) revealed to be possible and advantageous, since 

neither water nor heat are necessary to form quercetin/β-cyclodextrin solid complex. 

In the third chapter, the stability of quercetin against UVA or UVC radiation, in 

ethanol:water mixture, and the influence of the degradation products on the lipid 

peroxidation test were studied. Although quercetin had not been stable against the 

UVA or UVC radiation, the flavonoid was able to inhibit the lipid peroxidation induced 

by both radiations. The identification of the main photodegradation products, all of 

them polyphenol derivatives, suggests that they could have contributed for the 

biological effect. Finally, in the fourth chapter, the enhancer effect of β-cyclodextrin 

and the influence of the vehicle (hydrogel or ointment containing free quercetin or its 

association to β-ciclodextrin at a molar ratio of 1:1) on the ex vivo skin permeation as 

well as on the corresponding antioxidant potential of quercetin were investigated. The 

permeation assay was evaluated using Franz diffusion cells and pig ear skin as 

membrane. The highest quercetin concentration retained in skin (epidermis and 

dermis) and the corresponding antioxidant potential were observed when the skin 

was treated with the quercetin:β-cyclodextrin mixture incorporated into the hydrogel. 

These findings demonstrate, therefore, the potential use of a HPMC hydrogel 
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containing quercetin associated to β-cyclodextrin for the prevention and the treatment 

of oxidative stress-mediated cutaneous damages, especially those occurring in the 

most superficial layer of the skin, the epidermis. 

 

KEY-WORDS: quercetin, β-cyclodextrin, cutaneous permeation, antioxidant potential 
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APRESENTAÇÃO 

De acordo com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, a presente tese foi redigida na forma de capítulos. Assim, este 

exemplar encontra-se organizado da seguinte forma: 

� Objetivo geral;  

� Revisão de literatura;  

� Capítulos 1 a 4: introdução, objetivos específicos e artigos publicados ou 

submetidos a periódicos científicos; 

� Discussão geral;  

� Conclusões;  

� Referências bibliográficas; 

� Anexos 

O esquema apresentado a seguir sumariza o conteúdo e as etapas 

experimentais contidos nos quatro capítulos da presente tese.  
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O CAPÍTULO 1, intitulado “Caracterização físico-química, termo-analítica e 

espectroscópica de amostras de quercetina de diferentes procedências”, é 

dedicado à caracterização de quatro amostras de quercetina, de diferentes 

procedências (três apresentando grau farmacêutico - Deg, Galena, SPFarma - e 

uma substância de referência - Sigma), quanto às suas propriedades: 

� físico-químicas, no que se refere à hidrossolubilidade intrínseca; físicas, no 

que se refere ao tamanho e à forma das partículas (utilizando difração a laser e 

microscopia eletrônica de varredura); químicas, no que se refere à pureza 

(utilizando cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no 

ultravioleta/visível, cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por 

arranjo de fotodiodos e cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por 

espectrometria de massa); 

� termo-analíticas, utilizando difratometria de raios-X com variação de 

temperatura, calorimetria exploratória diferencial e termogravimetria; 

� espectroscópicas, utilizando espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier e espectroscopia por espalhamento Raman 
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O CAPÍTULO 2, intitulado “Quercetina/ciclodextrina/polímero hidrofílico: 

preparação e caracterização de sistemas binários e ternários”, contempla as 

seguintes etapas: 

� Desenvolvimento e validação de método analítico por espectrofotometria no 

ultravioleta para a quantificação de quercetina em estudos de associação com 

ciclodextrina e/ou polímero hidrofílico; 

� Avaliação da influência das condições operacionais envolvidas na 

preparação, em meio líquido, de complexos quercetina/β-ciclodextrina sobre a 

hidrossolubilidade da aglicona, utilizando delineamento fatorial; 

� Determinação da relação molar quercetina:β-ciclodextrina a ser utilizada para 

a obtenção de associações (complexo em estado sólido, obtido por meio da 

secagem por nebulização de complexo preparado em meio líquido, e mistura 

física), utilizando diagrama de solubilidade; 

� Obtenção de complexo quercetina/β-ciclodextrina, em estado sólido, por meio 

da secagem por nebulização de complexo preparado em meio líquido; 

� Avaliação da possibilidade de obtenção de complexo quercetina/β-

ciclodextrina, em estado sólido, por simples mistura física entre as duas 

substâncias; 

� Caracterização das associações quercetina/β-ciclodextrina quanto ao teor do 

flavonóide, bem como utilizando espectroscopia no infravermelho, calorimetria 

exploratória diferencial, microscopia eletrônica de varredura e espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear; 

� Comparação do efeito da complexação da β-ciclodextrina natural ao de um 

derivado mais solúvel, hidróxi-propil-β-ciclodextrina, na ausência ou presença de 

um polímero hidrofílico, hipromelose, sobre a hidrossolubilidade da aglicona; 

� Comparação do efeito da complexação de três amostras de quercetina 

apresentando grau farmacêutico, de diferentes procedências - Deg, Galena, 

SPFarma, com β-ciclodextrina sobre a hidrossolubilidade das mesmas 
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O CAPÍTULO 3, intitulado “Avaliação da fotoestabilidade da quercetina em meio 

aquoso e sua influência sobre a atividade antioxidante in vitro da aglicona”, 

contempla as seguintes etapas: 

� Avaliação do efeito do período de exposição de dispersão de gema de ovo à 

radiação UVA ou UVC sobre a indução da peroxidação lipídica, utilizando técnica 

que se baseia na medida de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico; 

� Avaliação do efeito da concentração de quercetina, dissolvida em etanol:água 

(1:1), sobre a inibição da peroxidação lipídica; 

� Desenvolvimento e validação de método analítico por cromatografia líquida de 

alta eficiência com detecção por arranjo de fotodiodos para quantificação de 

quercetina em estudos de fotoestabilidade; 

� Avaliação da estabilidade da quercetina, dissolvida em etanol:água (1:1), 

frente à radiação UVA ou UVC; 

� Determinação da cinética de degradação da quercetina; 

� Identificação dos produtos de degradação da quercetina, utilizando 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de fotodiodos e 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por espectrometria de 

massa 
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O CAPÍTULO 4, intitulado “Avaliação ex vivo da permeação e do potencial 

antioxidante cutâneo de formulações contendo quercetina ou a mistura física 

quercetina/β-ciclodextrina”, contempla as seguintes etapas: 

� Desenvolvimento e validação de método analítico por cromatografia líquida de 

alta eficiência com detecção no ultravioleta para quantificação de quercetina no 

estudo de permeação cutânea; 

� Determinação do coeficiente de partição octanol/água com vistas na avaliação 

do potencial de penetração cutânea da quercetina; 

� Preparação de formulações (hidrogel e pomada) contendo quercetina, sob a 

forma livre ou de mistura física com β-ciclodextrina, e avaliação da estabilidade; 

� Determinação da solubilidade da quercetina na solução aceptora (etanol:água 

1:1) e avaliação da estabilidade; 

� Avaliação da permeação cutânea intrínseca da quercetina, por meio da 

aplicação do flavonóide dissolvido em depósito volátil (acetona) sobre pele de 

orelha de suíno, utilizando células de difusão tipo Franz; 

� Investigação da influência da base das formulações e do efeito promotor da β-

ciclodextrina sobre: 

• a penetração cutânea da quercetina, por meio da avaliação da concentração 

do flavonóide retida em cada camada da pele (epiderme e derme); 

• o potencial antioxidante da quercetina, por meio da avaliação do potencial 

antioxidante reativo total (TRAP) e da reatividade antioxidante total (TAR) do 

flavonóide em cada camada da pele (epiderme e derme) 
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OBJETIVO GERAL 

O objetivo geral do presente trabalho consiste em estudar características 

físicas, químicas e biológicas de interesse para a permeação cutânea da 

quercetina e sua associação à β-ciclodextrina. 

Os objetivos específicos estão apresentados em cada capítulo. 
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1. CICLODEXTRINAS 

Complexação de substâncias bioativas com ciclodextrinas 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos produzidos a partir da 

degradação do amido pela ação da enzima ciclodextrina-glicosiltransferase (BIWER 

et al., 2002). 

As ciclodextrinas apresentam a forma de um cone ao qual os grupos hidroxila 

primários encontram-se ligados na porção externa mais estreita, enquanto os grupos 

hidroxila secundários estão localizados na porção externa mais larga (Figura 1a). A 

orientação desses grupamentos define uma estrutura que se caracteriza por uma 

superfície externa hidrofílica, que confere a hidrossolubilidade da molécula, e uma 

cavidade interna hidrofóbica, formada por esqueletos de carbono e oxigênios 

etéreos (DEL VALLE, 2004).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1a. Configuração geométrica espacial da β-ciclodextrina (CAL; 
CENTKOWSKA, 2008). 
 

Em solução aquosa, a cavidade das ciclodextrinas é ocupada por moléculas 

de água de elevada entalpia e, portanto, seu deslocamento é termodinamicamente 

favorecido. Um estado de menor energia, portanto mais estável, é alcançado quando 

as moléculas de água são substituídas por moléculas-hóspedes que possuem maior 

afinidade pela cavidade hidrofóbica das ciclodextrinas do que pelo meio aquoso 

(PEREIRA et al., 2007).  
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Para que ocorra a formação de complexos de inclusão, além da natureza 

lipofílica da molécula-hóspede, é necessário que a dimensão e a configuração 

espacial da mesma seja compatível com a cavidade da ciclodextrina. Da mesma 

forma, o estado não-ionizado de ambas moléculas ou a ionização das mesmas com 

cargas contrárias é importante para conferir maior estabilidade aos complexos 

(CHALLA et al., 2005). 

A complexação é um fenômeno estequiométrico molecular em que, 

geralmente, uma molécula-hóspede interage com uma molécula de ciclodextrina 

(Figura 1b). No entanto, para moléculas-hóspedes de baixa massa molecular, pode 

ocorrer a inclusão de mais de uma molécula na cavidade da ciclodextrina, assim 

como, para moléculas-hóspedes de alta massa molecular, a interação pode ocorrer 

com mais de uma molécula de ciclodextrina (DEL VALLE, 2004). 

 

Figura 1b. Formação de complexo de inclusão entre uma molécula-hóspede e uma 
molécula de ciclodextrina (STELLA; HE, 2008). 

 

As interações estabelecidas entre as ciclodextrinas e as moléculas-hóspedes 

durante a formação de complexos de inclusão não são do tipo covalentes e, por 

isso, as moléculas livres encontram-se em equilíbrio dinâmico com as moléculas 

complexadas. Dentre as principais interações estão ligações de hidrogênio, forças 

de Van der Waals e interações hidrofóbicas (DEL VALLE, 2004). A magnitude da 

interação estabelecida é representada pela constante de estabilidade aparente do 

complexo e tem influência significativa sobre a velocidade e extensão de liberação 

da molécula-hóspede da cavidade da ciclodextrina (STELLA et al., 1999). 

A liberação da molécula-hóspede da cavidade da ciclodextrina, por sua vez, 

pode ocorrer a partir dos seguintes mecanismos: diluição, deslocamento competitivo, 
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ligação a proteínas plasmáticas, transferência a tecidos por meio da extração de 

componentes lipofílicos das membranas biológicas, eliminação por meio de filtração 

renal e variações de pH e temperatura (STELLA et al., 1999; STELLA; HE, 2008). 

A preparação de complexos de inclusão entre moléculas-hóspedes e 

ciclodextrinas pode ser realizada em meio líquido (solução aquosa, co-precipitação, 

co-evaporação, pasta fluida ou slurry e camada delgada), semi-sólido (em pasta, 

também conhecida por kneading, damp mixing and heating e extrusão) ou sólido 

(mistura seca, comumente denominada mistura física). A seleção da técnica a ser 

utilizada está relacionada com as propriedades da substância de interesse a ser 

complexada, bem como com os objetivos propostos para a formulação (DEL VALLE, 

2004; MILLER et al., 2007). 

Os complexos de inclusão entre moléculas-hóspedes e ciclodextrinas, por sua 

vez, podem ser caracterizados utilizando diversas técnicas, destacando-se estudos 

de solubilidade, difratometria de raios-X, técnicas espectroscópicas (espectroscopia 

no infravermelho, espectroscopia de ressonância magnética nuclear, espectroscopia 

de dicroísmo circular), técnicas de análise térmica (calorimetria exploratória 

diferencial, análise térmica diferencial, termogravimetria) e microscopia eletrônica de 

varredura (MILLER et al., 2007). 

A formação de complexos em que a molécula-hóspede não esteja inclusa na 

cavidade, a formação de agregados além da capacidade de formação e a 

estabilização de soluções supersaturadas também têm sido apontadas como formas 

de solubilização de substâncias lipofílicas pelas ciclodextrinas (BREWSTER; 

LOFTSSON, 2007). 

 

Ciclodextrinas naturais 

Dentre as ciclodextrinas naturais destacam-se a α-, a β- e a γ-ciclodextrina, 

constituídas, respectivamente, por 6, 7 e 8 unidades de glicose unidas por ligações 

do tipo α-(1,4) (SZEJTLI, 1998). A tabela 1a apresenta algumas propriedades físico-

químicas das principais ciclodextrinas naturais. 
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Tabela 1a. Propriedades físico-químicas das principais ciclodextrinas naturais*. 
Ciclodextrina natural  

Propriedade α β γ 
Fórmula molecular C36H60O30 C42H70O35 C48H80O40 
Massa molecular (g.mol-1) 972 1135 1297 
Diâmetro da cavidade (Ǻ) 4,7 - 5,3 6,0 - 6,5 7,5 - 8,3 
Volume da cavidade em 1 mol de 
ciclodextrina (mL) 

 
104 

 
157 

 
256 

Altura do cone (Ǻ) 7,9 7,9 7,9 
Hidrossolubilidade (%, 25 ºC) 14,5 1,85 23,2 
pKa 12,33 12,20 12,08 

* adaptada de SZEJTLI (1998) 
 

A α-ciclodextrina é usada, principalmente, em formulações destinadas à via 

parenteral. Entretanto, por apresentar uma cavidade de diâmetro reduzido, é capaz 

de formar complexos de inclusão apenas com moléculas relativamente pequenas 

(DEL VALLE, 2004). 

A γ-ciclodextrina, por outro lado, apresenta uma cavidade de diâmetro 

elevado e, por isso, é capaz de formar complexos de inclusão apenas com 

moléculas relativamente grandes. É usada principalmente em formulações 

destinadas à via parenteral. Seu alto custo, entretanto, tem limitado a sua aplicação 

(DEL VALLE, 2004). 

A β-ciclodextrina, por sua vez, é amplamente utilizada pois apresenta baixo 

custo e, por apresentar uma cavidade de diâmetro intermediário, é capaz de formar 

complexos de inclusão com várias moléculas, como anéis aromáticos e 

heterocíclicos. É usada principalmente em formulações destinadas à via oral, 

especialmente sob a forma de comprimidos. Por não ser metabolizada pelas 

enzimas intestinais, sua absorção é mínima, o que explica a ausência de toxicidade 

quando administrada por via oral. Porém, quando administrada por via parenteral, 

produz efeitos hemolíticos e nefrotóxicos. Outra limitação da β-ciclodextrina refere-

se à limitada solubilidade em água, a qual resulta da sua estrutura cristalina, bem 

como da formação de ligações de hidrogênio intramoleculares entre os grupos 

hidroxila secundários dos carbonos C2 e C3 de unidades de glicose consecutivas 

(SZEJTLI, 1998). 
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A limitada solubilidade em água e o potencial hemolítico e nefrotóxico da β-

ciclodextrina, quando administrada por via parenteral, têm limitado o seu campo de 

aplicação, o que levou à síntese de derivados mais solúveis e menos tóxicos. 

A substituição dos grupos hidroxila secundários por outros grupamentos 

químicos, além de levar à amorfização da estrutura da β-ciclodextrina, também 

promove o rompimento de suas ligações de hidrogênio intramoleculares. O grau de 

substituição molar, ou seja, o número de grupos hidroxila substituídos em cada 

unidade de glicose, bem como a posição dos grupamentos substituintes, influenciam 

as propriedades físico-químicas dos derivados de β-ciclodextrina (LOFTSSON; 

DUCHÊNE, 2007). 

Os derivados de β-ciclodextrina são classificados em hidrofílicos, hidrofóbicos 

e ionizáveis. Os derivados hidrofílicos compreendem as ciclodextrinas metiladas, 

como a metil-β-ciclodextrina, hidróxi-alquiladas, como a hidróxi-propil-β-ciclodextrina, 

e ramificadas, como a glucoronil-glicosil-β-ciclodextrina. Os derivados hidrofóbicos, 

por sua vez, são utilizados principalmente na modulação da liberação de 

substâncias hidrofílicas e compreendem as ciclodextrinas etiladas e aciladas. Por 

fim, os derivados ionizáveis são subdivididos em aniônicos, como a sulfobutiléter-β-

ciclodextrina e a carbóxi-metiletil-β-ciclodextrina, que são capazes de formar 

complexos de inclusão com moléculas de natureza básica, e catiônicos, como a 

hidróxi-propiltrimetilamônio-β-ciclodextrina, capaz de formar complexos de inclusão 

com moléculas de natureza ácida (UEKAMA, 2004). 

 

Aplicações das ciclodextrinas 

A capacidade de formar complexos de inclusão sem alterar a estrutura 

química e as propriedades biológicas de substâncias de interesse tem atraído a 

aplicação das ciclodextrinas como adjuvantes no campo farmacêutico. Além de 

substâncias bioativas, sua complexação com peptídeos, proteínas e 

oligonucleotídeos também tem sido relatada. Diversos produtos contendo 

ciclodextrinas já se encontram disponíveis no mercado (BREWSTER; LOFTSSON, 

2007) para aplicação sob as mais diversas vias de administração: oral, bucal, 

sublingual, intravenosa, intramuscular, ocular, nasal, cutânea e retal.  
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As ciclodextrinas também são amplamente empregadas em biotecnologia, em 

cromatografia, no meio ambiente e nas indústrias cosmética e alimentícia. 

 Dentre as aplicações das ciclodextrinas, em geral, destacam-se (SINGH et al., 

2002; UEKAMA, 2002; DEL VALLE, 2004; UEKAMA, 2004; VENTURINI et al., 

2008): 

� solubilização de substâncias lipofílicas em veículos aquosos; 

� isolamento físico de substâncias incompatíveis; 

� estabilização química, frente à oxidação pela luz, calor ou oxigênio, e 

enzimática; 

� modulação da liberação de substâncias; 

� vetorização a sítios específicos como, por exemplo, liberação gênica e 

colônica; 

� alívio da irritação da pele e da mucosa gástrica; 

� promoção da difusão através de membranas biológicas como pele, 

mucosas e córnea; 

� solubilização de substratos lipofílicos e detoxificação de meios de 

fermentação; 

� catálise de reações químicas; 

� separação de isômeros e enantiômeros; 

� remoção de contaminantes do solo, da água e da atmosfera; 

� remoção de colesterol de produtos de origem animal; 

� mascaramento de sabores e odores desagradáveis; 

� controle da volatilização de flavorizantes, em alimentos, e fragrâncias, 

em perfumes 
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Solubilização de substâncias lipofílicas em veículos aquosos 

O principal interesse farmacêutico no uso das ciclodextrinas está na 

solubilização de substâncias lipofílicas, destacando-se a formação de complexos de 

inclusão hidrossolúveis. Esses complexos são considerados verdadeiros 

carreadores e, por isso, quando inseridos em veículos aquosos, há a referência de 

maior biodisponibilidade da substância de interesse (LOFTSSON et al., 2005; 

BREWSTER; LOFTSSON, 2007). 

Entretanto, a eficácia da complexação é freqüentemente baixa. Por isso, 

quantidades relativamente altas de ciclodextrinas são necessárias para solubilizar 

pequenas quantidades da substância de interesse no veículo aquoso. Além do 

aumento de custo e do potencial tóxico, o uso de ciclodextrinas em excesso também 

pode deslocar o equilíbrio da reação para a forma complexada, de tal forma a 

resultar na redução da biodisponibilidade da substância. Considerando-se, ainda, a 

elevada massa molecular das ciclodextrinas (entre 1000 e 1500 g.mol-1), o uso em 

quantidades altas pode limitar a sua incorporação em formulações (LOFTSSON et 

al., 2005).  

A medida da eficácia da complexação pode ser realizada por meio da 

determinação do incremento da solubilidade aparente da substância complexada 

e/ou da constante de estabilidade aparente do complexo substância/ciclodextrina 

(LOFTSSON et al., 2005). Esses dois parâmetros são obtidos por meio da 

construção de diagramas de solubilidade, conforme ilustrado na figura 1c. 
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Figura 1c. Diagramas de solubilidade (HIGUCHI; CONNORS, 1965). 

 Os diagramas de solubilidade podem dar origem a dois tipos de isotermas: a 

isoterma tipo A, que indica a formação de complexos solúveis, e a isoterma tipo B, 

que indica a formação de complexos com solubilidade limitada. Essas isotermas, por 

sua vez, podem ser de diferentes tipos: AL, AP, AN, BS e BI. No tipo AL, observa-se 

um constante incremento linear de solubilidade da substância complexada em 

função do aumento da concentração da ciclodextrina. No tipo AP, observa-se 

inicialmente um incremento linear de solubilidade da substância complexada, 

seguido de um desvio positivo que reflete a formação de complexos de maior ordem 

molecular. Na medida em que a concentração de ciclodextrina aumenta, mais de 

uma molécula de ciclodextrina é complexada com uma molécula da substância. No 

tipo AN, observa-se inicialmente um incremento linear de solubilidade da substância 

complexada seguido de um desvio negativo na medida em que a concentração de 

ciclodextrina aumenta, que indica o aparecimento de interações soluto/soluto e/ou 

soluto/solvente. No tipo BS, observa-se inicialmente um incremento linear de 

solubilidade da substância complexada, seguido de um platô e posterior diminuição 

de solubilidade da substância em altas concentrações de ciclodextrina, que reflete a 

formação de complexos pouco solúveis. No tipo BI, não se observa incremento de 

solubilidade da substância complexada. Inicialmente há um platô seguido de 
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diminuição de solubilidade da substância em altas concentrações de ciclodextrina, 

que indica a formação de complexos insolúveis (HIGUCHI; CONNORS, 1965). 

Várias estratégias vêm sendo empregadas na tentativa de aumentar a 

eficácia da complexação. A principal delas é a formação de sistemas ternários entre 

a substância de interesse, a ciclodextrina e um terceiro componente que pode ser 

um polímero hidrofílico, um íon metálico, um ácido ou uma base orgânica 

(LOFTSSON, 1998; REDENTI et al., 2000). 

 

Promoção da penetração de substâncias bioativas na pele 

O emprego de ciclodextrinas como promotores de penetração cutânea de 

substâncias bioativas está relacionado à sua capacidade de extração de 

constituintes do estrato córneo, como lipídios intercelulares e/ou proteínas 

intracelulares, formando complexos. A desorganização da estrutura bilamelar do 

estrato córneo promove sua fluidização, diminuindo a função barreira. Neste caso, a 

ciclodextrina pode ser simplesmente incorporada à formulação sem prévia 

complexação com a substância de interesse (CAL; CENTKOWSKA, 2008).  

A extração de constituintes do estrato córneo parece estar relacionada ao 

potencial efeito irritante cutâneo das ciclodextrinas, especialmente quando 

empregadas em altas concentrações (CAL; CENTKOWSKA, 2008). 

As ciclodextrinas também são capazes de aumentar a disponibilidade tópica 

de substâncias lipofílicas, por meio da formação de complexos de inclusão, uma vez 

que a dissolução é um pré-requisito para a penetração cutânea. Esta característica 

deve-se ao fato das ciclodextrinas atuarem como verdadeiros carreadores, liberando 

as moléculas da substância complexada para a superfície cutânea e, assim, 

disponibilizando-as para difundir através da pele. Além disso, a possibilidade de 

incorporação de uma maior concentração da substância de interesse no veículo, por 

meio da complexação com ciclodextrinas, resulta no aumento da atividade 

termodinâmica da substância, promovendo sua partição para a superfície cutânea 

(LOFTSSON et al., 2007).  
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Por apresentarem uma elevada massa molecular e uma superfície externa 

hidrofílica, a penetração cutânea das ciclodextrinas e de seus complexos é 

dificultada. Portanto, para que a substância complexada possa penetrar a pele é 

necessária a dissociação prévia do complexo (CAL; CENTKOWSKA, 2008), 

conforme ilustrado na figura 1d. 

substância (sólido) ↔ substância (solúvel) + ciclodextrina(solúvel) ↔ complexo substância/ciclodextrina(solúvel) 
 

 
 
 

 
 
 

 
Figura 1d. Representação esquemática da difusão de substâncias bioativas através 
da pele: a) ausência de penetração; b) permeação; c) e d) mínima penetração. 

 

Ainda, para se alcançar o efeito desejável das ciclodextrinas, é importante a 

escolha de um veículo adequado. Em emulsões, por exemplo, pode ocorrer uma 

competição entre a substância bioativa e os componentes lipofílicos do veículo pelo 

espaço na cavidade da ciclodextrina (DUCHÊNE et al., 2003). 
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2. PERMEAÇÃO CUTÂNEA 

Anatomia e fisiologia da pele 

 A pele é o maior órgão do corpo humano. É dividida em três camadas: 

epiderme (subdividida em estrato córneo e epiderme viável), derme e hipoderme 

(WALTERS; ROBERTS, 2002). A estrutura da pele é ilustrada na figura 1e.  

 

Figura 1e. Estrutura da pele (A Pele e o Sentido do Tato, 2009). 

O estrato córneo, a camada mais externa da epiderme, possui 10 a 20 µm de 

espessura. É constituído por 15 a 25 camadas de células mortas, anucleadas e ricas 

em queratina, chamadas corneócitos, que se encontram interligadas por meio de 

desmossomas. Os espaços intercelulares são preenchidos por lipídios (ácidos 

graxos livres, ceramidas, colesterol) que se encontram organizados em bicamadas. 

O estrato córneo, devido à sua natureza impermeável, atua como uma barreira que 

protege o organismo contra a entrada de agentes externos, como substâncias 

químicas e microorganismos, e a perda de água por evaporação. 

A epiderme viável, por sua vez, é subdividida em outras três camadas: 

granulosa (mais externa), espinhosa (intermediária) e basal (mais interna). É 

constituída por queratinócitos em diferentes estágios de diferenciação celular, 

melanócitos (envolvidos com a produção do pigmento melanina), células de 
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Langerhans (envolvidas com a resposta imune) e células de Merkel (envolvidas com 

a percepção sensorial). 

A derme, ou tecido conectivo, possui 1 a 5 mm de espessura e é constituída 

por células (fibroblastos) e proteínas fibrosas (colágeno, elastina) envolvidas por 

uma matriz mucopolissacarídica. Também fazem parte da derme vasos sanguíneos 

e linfáticos, terminações nervosas e anexos cutâneos (folículos pilosos, glândulas 

sebáceas e sudoríparas). É uma camada altamente vascularizada, atuando como 

um sistema sink envolvido com a regulação da temperatura do organismo, o 

fornecimento de nutrientes para a pele, a remoção de produtos de metabolização e a 

absorção de substâncias. 

A hipoderme, ou tecido subcutâneo, é constituída por tecido conjuntivo frouxo 

preenchido por células adiposas que atuam como reserva energética e na proteção 

do organismo contra choques mecânicos. 

 

Vias de penetração de substâncias através da pele 

A figura 1f ilustra as duas possíveis vias de penetração de substâncias 

através do estrato córneo: a via transepidérmica e a via que utiliza os anexos 

cutâneos (MOSER et al., 2001). 

A via transepidérmica é classificada em via transcelular (ou intracelular) e via 

intercelular. No primeiro caso, a penetração de substâncias ocorre através dos 

corneócitos e, no segundo, entre os mesmos. Substâncias polares atravessam o 

estrato córneo preferencialmente pela via transcelular, enquanto substâncias 

lipofílicas o fazem principalmente pela via intercelular. 

Os anexos cutâneos, por sua vez, compreendem os folículos pilosos, as 

glândulas sebáceas e sudoríparas. Representam uma fração desprezível da 

superfície cutânea, ocupando apenas 0,1 % da área total da pele, não se 

configurando numa via significativa para a penetração para a maioria das 

substâncias. Entretanto, essa via parece contribuir para a penetração cutânea de 

eletrólitos e moléculas polares grandes. 
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Figura 1f. Estrutura do estrato córneo e vias de penetração de substâncias (MOSER 
et al., 2001). 

 

A pele como via de administração de substâncias 

 O desenvolvimento de formulações destinadas ao uso tópico, tanto para fins 

cosméticos como terapêuticos, tem suscitado interesse crescente no campo 

farmacêutico nos últimos anos, pois constitui uma boa alternativa às vias 

convencionais de administração (oral e parenteral), quer direcionada para uma ação 

local, quer para uma ação sistêmica. Por tratar-se de uma via não-invasiva e de fácil 

acesso, a aplicação cutânea possui boa aceitação pelos usuários. Além disso, 

previne distúrbios gastrintestinais, evita o metabolismo de primeira passagem e 

diminui os riscos de toxicidade, restringindo os efeitos aos tecidos desejados 

(BARRY, 2005). 

Entretanto, a eficácia de uma substância aplicada topicamente depende não 

só de suas propriedades biológicas, mas também da sua capacidade de penetrar a 

pele e alcançar o sítio de ação numa concentração em que é ativa. O sítio de ação 

pode ser o estrato córneo (emolientes, queratolíticos) ou uma das camadas mais 

profundas da pele, a derme ou a epiderme (antiinflamatórios, anestésicos, 
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antioxidantes). Neste caso, o processo é ainda mais complexo, pois depende da 

partição da substância do veículo para a superfície da pele e da sua partição e 

difusão no estrato córneo, na epiderme viável e, finalmente, na derme. No caso de 

filtros solares, por outro lado, a penetração cutânea não é desejável, devendo 

permanecer sobre a superfície da pele (BARRY, 2005). 

O grau e a extensão com que o processo de difusão cutânea ocorre são 

controlados por diversos fatores, sobretudo pelas propriedades físico-químicas da 

substância bioativa, pelas características do veículo e pelas condições da pele na 

qual é aplicada. 

Dentre as propriedades físico-químicas relacionadas à substância bioativa 

estão a massa molecular, a solubilidade, o grau de ionização e o coeficiente de 

partição octanol/água (log K) (HADGRAFT, 2004). Substâncias que apresentam 

baixa massa molecular (inferior a 600 Da), que se encontram na forma dissolvida e 

não-ionizada e que, ao mesmo tempo, apresentam equilíbrio hidrofílico/lipofílico (log 

K entre 1 e 3) têm sua penetração favorecida através do estrato córneo. Para 

penetrar o estrato córneo, as substâncias têm que difundir através de domínios 

hidrofílicos e lipofílicos e, por isso, precisam apresentar uma solubilidade óleo/água 

adequada. Uma estratégia bastante empregada para substâncias que apresentam 

baixo coeficiente de partição é o desenvolvimento de pró-fármacos. Na epiderme 

viável, o pró-fármaco é metabolizado por enzimas que o convertem em uma espécie 

ativa (YAMASHITA; HASHIDA, 2003). A superfície da pele possui um pH que varia 

de 4 a 5, tolerando variações entre 4 e 7 (HADGRAFT, 2001). 

O emprego de veículos com características apropriadas também é de grande 

relevância, visto que interações entre a substância e o veículo no qual encontra-se 

incorporada podem afetar suas características de liberação (HADGRAFT, 1999). 

No que tange às condições da pele, deve-se ressaltar que a difusão de 

substâncias através da pele danificada ou acometida por um processo patológico é 

maior do que pela pele íntegra ou saudável. Ao mesmo tempo, a pele hidratada é, 

em geral, mais penetrável do que a pele ressecada. A hidratação da pele promove o 

intumescimento da estrutura compacta do estrato córneo, diminuindo sua função 

barreira. Um maior grau de hidratação pode ser obtido por meio da aplicação de 



 

 

19 

filmes oclusivos, como pomadas e adesivos transdérmicos, pois previnem a perda 

de água por evaporação (BARRY, 2005). 

 

Promoção da penetração de substâncias através da pele 

A impermeabilidade do estrato córneo constitui a principal limitação para o 

emprego de substâncias destinadas à aplicação tópica (HADGRAFT, 2001; MOSER 

et al., 2001). 

Segundo a primeira lei de Fick, o transporte de substâncias através da pele é 

controlado por um processo de difusão passiva e pode ser descrito pelo esquema 1a 

(MOSER et al., 2001). 

Csv

Cv

L

CsbDb
J ×

×
=  

(Esquema 1a) 

onde: 

J = fluxo (massa de substância transportada por unidade de área e tempo); 

Db = coeficiente de difusão da substância na membrana; 

Csb = solubilidade da substância na membrana; 

L = espessura da membrana; 

Cv = concentração da substância dissolvida no veículo; 

Csv = solubilidade da substância no veículo 

A força condutora para a difusão de uma substância através de uma 

membrana é o gradiente de concentração entre os dois lados da interface. Sendo 

assim, a difusão ocorre do lado de maior concentração para o lado de menor 

concentração, até que se estabeleça o equilíbrio dinâmico em ambos lados. 

De acordo com a primeira lei de Fick, o incremento do fluxo pode ser obtido 

tanto pelo aumento do coeficiente de difusão como pelo aumento da solubilidade da 

substância na membrana. Da mesma forma, o fluxo pode ser incrementado tanto 
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pelo aumento da concentração como pela diminuição da solubilidade da substância 

no veículo.  

O aumento do coeficiente de difusão ou o aumento da solubilidade da 

substância na membrana pode ser obtido por meio do uso de promotores de 

penetração, uma das estratégias mais empregadas atualmente no sentido de 

maximizar a penetração de substâncias através da pele. Estes podem atuar por um 

ou mais mecanismos: interação com os lipídios intercelulares do estrato córneo, 

interação com a queratina dos corneócitos e/ou modificação das propriedades 

solventes do estrato córneo. Dentre a vasta gama de promotores de penetração 

relatada na literatura, destacam-se o dimetilsulfóxido, a azona, a uréia, o miristato de 

isopropila, ciclodextrinas, ácidos graxos (ácido oléico), tensoativos (lauril sulfato de 

sódio), glicóis (propilenoglicol, polietilenoglicol), álcoois (etanol) e terpenos 

(HADGRAFT, 2001; MOSER et al., 2001). 

O aumento da concentração ou a diminuição da solubilidade da substância no 

veículo, por sua vez, resulta num maior grau de saturação da substância no veículo 

e, consequentemente, numa maior atividade termodinâmica, promovendo sua 

partição para a superfície cutânea. Condições cuja atividade termodinâmica é 

máxima são obtidas por meio do uso de soluções saturadas. O uso de sistemas 

supersaturados, por outro lado, é limitado, pois são termodinamicamente instáveis, 

havendo o risco de cristalização da substância ao longo do tempo (HADGRAFT, 

2001; MOSER et al., 2001). 

 

Ensaios in vitro e ex vivo de penetração/permeação/absorção cutânea 

 Os ensaios in vitro e ex vivo de penetração, permeação e/ou absorção 

cutânea são, em geral, utilizados na investigação do comportamento difusional de 

substâncias através da pele, no desenvolvimento de formulações destinadas à 

aplicação tópica e na avaliação do potencial tóxico das mesmas.  

Para isso, alguns parâmetros relevantes precisam ser considerados, como o 

modelo de membrana e de célula de difusão a serem empregados. 
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Modelo de membrana 

As membranas podem ser de origem humana, animal ou sintética (GODIN; 

TOUITOU, 2007). 

 A disponibilidade de pele humana para a realização de ensaios é limitada, 

podendo ser obtida de cirurgias estéticas, amputações ou autópsias. Além disso, o 

uso de pele humana envolve questões éticas, o que torna o emprego de pele animal 

uma opção amplamente empregada em estudos preliminares. Outras alternativas 

são o uso de tecidos obtidos a partir de cultura de células humanas ou de sistemas 

lamelares que mimetizam os lipídios intercelulares do estrato córneo. Esses 

modelos, entretanto, além do elevado custo, não são tão complexos quanto à pele 

humana (os anexos cutâneos, por exemplo, encontram-se ausentes), o que limita o 

extrapolamento dos resultados para situações clínicas. 

 As fontes de pele animal são suínos, roedores (rato, camundongo, porquinho-

da-índia), cobras, cães, macacos e coelhos. O modelo de pele animal mais 

empregado é a pele suína, pois é facilmente obtida em frigoríficos e suas 

propriedades bioquímicas e histológicas são as que mais se assemelham à pele 

humana. Dentre as espécies de roedores, a pele de rato é a mais semelhante à pele 

humana. A pele de camundongo, por ser mais fina, em geral é mais permeável 

(tabela 1b). O uso de pele de ratos e camundongos sem pêlos (hairless) é preferível, 

pois não há necessidade de remoção de pêlos, diminuindo o risco de dano ao tecido 

cutâneo.  

Tabela 1b. Variações de espessura da epiderme entre humanos e diferentes 
espécies de roedores*. 

Pele Humana Rato Camundongo 

Espessura do estrato córneo (µm) 17 18 9 

Espessura da epiderme viável (µm) 47 32 29 

* adaptada de GODIN e TOUITOU (2007) 
 

 A permeabilidade da pele varia de acordo com a idade e o sítio de aplicação. 

A pele de adultos, por exemplo, em geral é menos permeável que a pele de jovens e 

idosos, da mesma forma que a pele da palma das mãos e da planta dos pés, onde o 
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estrato córneo é mais espesso e ocorre ausência de folículos pilosos nem glândulas 

sebáceas. Podem, ainda, ocorrer variações interpessoais e inter-espécies na 

espessura e na composição lipídica do estrato córneo, bem como na quantidade de 

anexos cutâneos, o que limitam a comparação do comportamento difusional de uma 

substância entre os diferentes modelos de membrana. 

 As membranas sintéticas, ou artificiais, face à ausência de interferência da 

espessura, são empregadas principalmente em estudos de triagem. As mais 

utilizadas são as de polimetilsiloxano e as de acetato de celulose. 

Modelo de célula de difusão 

 Diferentes modelos de células de difusão são relatados na literatura. 

Entretanto, o princípio de funcionamento é o mesmo. As mais utilizadas são as 

células de difusão tipo Franz (HADGRAFT; LANE, 2005). O modelo empregado no 

presente trabalho é ilustrado na figura 1g. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1g. Modelo de célula de difusão tipo Franz. A. compartimento doador, B. 
membrana, C. compartimento aceptor. 
 

No compartimento doador (A), uma formulação contendo a substância de 

interesse é aplicada sobre uma membrana (B) que serve como interface com o 

compartimento aceptor (C), no qual uma solução sob condições sink é mantida sob 

agitação constante, simulando a circulação sanguínea. A formulação pode ser um 

sólido dissolvido em solvente volátil, um líquido, um semi-sólido ou um filme. A 

membrana, por sua vez, pode ser pele humana ou animal dissecada ou uma 

A 

B 

C 
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membrana sintética. Esse sistema é mantido sob temperatura controlada (32 ou 37 

ºC) por um determinado período de tempo e, ao final do ensaio, a substância é 

quantificada na solução aceptora, no estrato córneo, nas camadas mais profundas 

da pele (epiderme e derme) e/ou na pele total. 

A determinação da concentração da substância de interesse na solução 

aceptora, em função do tempo, é realizada especialmente para sistemas 

transdérmicos. A análise dos resultados permite a determinação de parâmetros 

cinéticos importantes, como fluxo (µg.cm-2.h-1), tempo de latência (h), coeficiente de 

difusão (cm2.h-1) e quantidade total permeada (µg) (MOSER et al., 2001). O fluxo, 

que corresponde à inclinação da porção linear da curva, e o tempo de latência, que 

representa o tempo necessário para a substância alcançar o estado estacionário de 

difusão e corresponde à projeção da interseção da reta com o eixo da abscissa são 

determinados graficamente, plotando-se a quantidade cumulativa de substância 

permeada por unidade de superfície em função do tempo. O coeficiente de difusão 

(D), que representa a velocidade de difusão da substância através da pele, é 

determinado a partir do esquema 1b. 

L
T

h
D

×
=

6

2

 

(Esquema 1b) 

onde: 

h = espessura da pele (cm) 

TL = tempo de latência (h) 

 A determinação da concentração da substância de interesse no estrato 

córneo é, em geral, realizada pela técnica conhecida por tape-stripping, que consiste 

na remoção do estrato córneo com o auxílio de fitas adesivas. 

A separação das camadas mais profundas da pele, epiderme e derme, é 

geralmente realizada com o auxílio de micrótomo, por meio de imersão em água a 

60 ºC por um curto período de tempo (aproximadamente 1 min) ou em solução de 

tripsina. A quantificação da substância retida em cada uma das camadas pode ser 

posteriormente realizada por extração da mesma com um solvente adequado. Outra 
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técnica bastante empregada é a microdiálise, através da qual sondas são inseridas 

na derme e perfundidas com solução tampão. As moléculas da substância passam 

do fluido extracelular para o interior da sonda por meio de poros e, então, é coletada 

e analisada. 

A quantificação da substância de interesse na pele total é geralmente 

realizada por meio de extração com solvente. Outra alternativa é a determinação da 

diferença entre a quantidade inicial de substância aplicada e a quantidade final de 

substância remanescente sobre a superfície da pele. A principal limitação dessa 

técnica é o fato do veículo poder sofrer modificações em virtude da evaporação ou 

diluição com suor ou água transepidérmica, e não simplesmente pela partição da 

substância na pele. 

A avaliação da localização da substância penetrante, em diferentes 

profundidades, pode ser realizada por meio de análise histológica de secções de 

pele obtidas em micrótomo utilizando microscopia confocal, para substâncias 

fluorescentes, ou microscopia de força atômica. Para substâncias radiomarcadas é 

bastante relatado o uso de cintilografia. 

Uma revisão detalhada a respeito das técnicas descritas acima, empregadas 

para a determinação da concentração e da localização de substâncias penetrantes 

na pele, é descrita por TOUITOU e colaboradores (1998) e SCHNETZ e FARTASCH 

(2001). 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1. Caracterização físico-química, termo-analítica e espectroscópica de 

amostras de quercetina de diferentes procedências 
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A quercetina (3,3’,4’,5,7-pentahidróxi-flavona) é uma substância natural 

pertencente aos flavonóides, uma das classes mais importantes de compostos 

naturais biologicamente ativos e amplamente distribuída no reino vegetal. É um dos 

componentes encontrado frequentemente em plantas medicinais e produtos 

derivados como, por exemplo, soluções extrativas hidroetanólicas de sumidades 

floridas de Achyrocline satureioides, espécie popularmente conhecida como 

marcela, utilizada pela população na região meridional da América do Sul e, 

principalmente, no Rio Grande do Sul (BETTEGA et al., 2004; POLYDORO et al., 

2004; DE SOUZA et al., 2007).  

A quercetina é um dos flavonóides mais abundantes na alimentação humana, 

estando presente em bebidas, como o vinho tinto e o chá verde, em frutas, como a 

maçã, e em vegetais, como a cebola. A sua presença em bebidas e alimentos 

comuns à dieta pressupõe seu consumo diário pela população. Entretanto, isso não 

garante que o efeito biológico desejado à saúde humana seja alcançado, face à 

concentração variável ingerida e às limitações de absorção atribuídas a esta 

molécula por via oral (MUROTA; TERAO, 2003). 

Em vegetais, assim como em bebidas e alimentos, a quercetina encontra-se 

geralmente na forma de glicosídeo (quercitrina, rutina, dentre outros) (HARWOOD et 

al., 2007). No mercado, é disponível tanto na forma de heterosídeo como de 

aglicona. 

O emprego da quercetina no desenvolvimento tecnológico de formas 

farmacêuticas tem sido foco de estudo no Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Farmacêuticas desta Universidade (VINADÉ, 1995; WEBBER, 2003; COSTA, 2005; 

DE MORAES, 2007; FASOLO, 2007; WEISS-ANGELI, 2007; DE MARCO, em 

andamento). 

A molécula da quercetina é constituída por um anel benzeno condensado a 

um anel pirano, o qual possui um anel fenila ligado à posição 2 (Figura 1.1). 
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Figura 1.1. Estrutura química da quercetina. 

A quercetina apresenta massa molecular de 302,24 g.mol-1, na forma anidra 

(C15H10O7), e 338,24 g.mol-1, na forma diidratada (C15H10O7.2H2O). 

Em análise por espectrofotometria no ultravioleta, a quercetina apresenta 

duas bandas de absorção máxima, localizadas em 258 e 375 nm, correspondentes, 

respectivamente, aos anéis A e B da molécula (MABRY et al., 1970). 

A quercetina apresenta três valores de constante de dissociação, sendo o 

pKa1 igual a 7,7; o pKa2 igual a 8,7 e o pKa3 igual a 9,8; correspondentes, 

respectivamente, à desprotonação das hidroxilas em C3, C4’ e C7 da molécula 

(KUNTIĆ et al., 2003; MILANE et al., 2004). 

A atividade antioxidante da quercetina está fortemente relacionada à estrutura 

da molécula, sendo atribuída à presença das hidroxilas livres em posição orto em 

C3’ e C4’ (grupo catecol) no anel B, da ligação dupla entre C2 e C3 em conjugação 

com a carbonila em C4 e das hidroxilas livres em C3, no anel C, e em C5 e C7, no 

anel A (BOOTS et al., 2008). 

Diversos estudos descrevem as características físico-químicas, termo-

analíticas e espectroscópicas da quercetina, os quais estão sumarizados na tabela 

1.1. A existência de cristais de quercetina nas formas anidra e diidratada, bem como 

a influência do grau de hidratação do retículo cristalino sobre a configuração 

molecular do flavonóide é relatada por OLEJNICZAK e POTRZEBOWSKI (2004).  

A importância da estrutura e da configuração molecular do flavonóide para as 

suas propriedades farmacotécnicas e biológicas representa a principal motivação 
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para o estudo de amostras de quercetina de diferentes procedências, em especial 

no que se refere a sua estabilidade térmica em estado sólido, fato ainda não 

investigado na literatura. Este estudo constitui o capítulo 1 da presente tese. 
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Tabela 1.1. Relatos da caracterização físico-química, termo-analítica e espectroscópica da quercetina na literatura. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise Referência 
 
 
Calorimetria Exploratória Diferencial / Termogravimetria 

� ZHOU e colaboradores (2001) 
� DA COSTA e colaboradores (2002)  
� OLEJNICZAK e POTRZEBOWSKI (2004) 
� KOONTZ e colaboradores (2009) 
� ZHENG e CHOW (2009) 

 
 
 
Difratometria de Raios-X 

� OLEJNICZAK e POTRZEBOWSKI (2004) 
� PRALHAD e RAJENDRAKUMAR (2004) 
� KALE e colaboradores (2006) 
� SRI e colaboradores (2007) 
� WU e colaboradores (2008) 
� SCALIA e MEZZENA (2009) 
� ZHENG e CHOW (2009) 

 
 
Espectroscopia no Infravermelho 

� ZHOU e colaboradores (2001) 
� DE SOUZA e DE GIOVANI (2005) 
� FERRER e colaboradores (2006) 
� BUKHARI e colaboradores (2009) 

 
Espectroscopia por Espalhamento Raman 

� CORNARD e colaboradores (2005) 
� TESLOVA e colaboradores (2007) 

 
 
Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 

� ZHOU e colaboradores (2001) 
� OLEJNICZAK e POTRZEBOWSKI (2004) 
� DE SOUZA e DE GIOVANI (2005) 
� BUKHARI e colaboradores (2009) 

 
Espectrometria de Massa 

� BUCHNER e colaboradores (2006) 
� ZHOU e SADIK (2008) 

Coeficiente de Partição Octanol/Água (log P) � ROTHWELL e colaboradores (2005) 
 
 
Hidrossolubilidade 

� AZUMA e colaboradores (2002) 
� LAURO e colaboradores (2002) 
� SAIJA e colaboradores (2003) 
� MONTENEGRO e colaboradores (2007) 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Caracterizar quatro amostras de quercetina, de diferentes procedências (três 

apresentando grau farmacêutico e uma substância de referência), quanto às suas 

propriedades: 

• Físico-químicas, no que se refere à hidrossolubilidade intrínseca; físicas, no 

que se refere ao tamanho e à forma das partículas; químicas, no que se refere à 

pureza; 

• Termo-analíticas; 

• Espectroscópicas; 

� Selecionar uma amostra de quercetina apresentando grau farmacêutico para 

ser empregada nas etapas subsequentes do trabalho 
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Abstract 

In the present work three samples of quercetin raw materials, purchased from 

different suppliers, were characterized employing particle size analysis, scanning 

electron microscopy, Raman spectroscopy, thermogravimetry, differential scanning 

calorimetry, and variable temperature-powder X-ray diffraction in order to know their 

physicochemical properties, specially the thermal stability in solid state. The results 

demonstrated that the analyzed quercetin raw materials present distinct crystalline 

structure, ascribed to the presence of different amounts of hydration water molecules 

into their crystal lattice. The solid state stability of these quercetin hydrates was 

highly dependent on the temperature. This characteristic is an important information 

for the processing control in the manufacturing of nutraceutics, cosmetics or 

pharmaceutics, since phase transitions resulting from heating may lead to changes in 

the physicochemical properties of the flavonoid, such as water solubility and, thus, in 

its bioavailability. 

 

Key-words: hydrates, physicochemical characterization, quercetin, solid state, 

thermal stability 
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1. Introduction 

Hydrates are crystalline forms containing either stoichiometric or non-stoichiometric 

amounts of water into the crystal lattice. They are also called pseudopolymorphs 

(Raw et al., 2004). Their physicochemical properties, such as solubility in water and 

stability, can differ significantly (Sheng et al., 1999). 

The physical stability of hydrates is highly dependent on the environmental 

conditions. During processing or storage, crystalline substances are often exposed to 

water, moisture and temperature changes and, thus, may be converted to other form 

(Raw et al., 2004). The hydration and dehydration, which refers to the transition 

between anhydrates and hydrates or between lower hydrates and higher hydrates, 

may lead to formation of a more or less stable crystalline form, a mixture of crystalline 

forms or an amorphous form. Such phase transitions are often accompanied by 

changes in the physicochemical properties and are of major concern for insoluble 

molecules because they can affect their bioavailability (Zhang et al., 2004). 

Therefore, the knowledge of the environmental conditions under which phase 

transitions occur is an essential preformulation step to assure the quality of the final 

product, including nutraceutics, cosmetics or pharmaceutics. 

Quercetin (3,3’,4’,5,7-pentahydroxy-flavone) is one of the most biologically active and 

common dietary flavonoids. Its biological properties have been intensively 

investigated, which are very often related to its antioxidant activity (Bischoff, 2008). 

By the other hand, the bioavailability of quercetin is limited by its reduced solubility in 

water (Borghetti et al., 2009). In Brazil, quercetin raw materials from different 

suppliers are commercially available as quercetin dihydrate (C15H10O7.2H2O). The 

occurrence of quercetin raw materials presenting different crystalline structures in the 

Brazilian market have been found by preliminary studies of this work (Borghetti et al., 
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2006). In the same way, the existence of dihydrated and anhydrated forms of 

quercetin in the solid state was reported by Olejniczak and Potrzebowski (2004). The 

authors reported that the presence of hydration water molecules into the crystal 

lattice of quercetin has great influence on its molecular geometry, because the 

hydrogen bonding pattern differs according to the crystalline form of the flavonoid. 

For the dihydrated form, intermolecular hydrogen bonds occur between hydration 

water molecules and hydroxyl groups of C3’, C4’ and C7. For the anhydrate form, the 

hydroxyl group of C3’ is involved in the formation of an intramolecular hydrogen bond 

with the hydroxyl group of C4’. The presence of hydroxyl groups in 3’- and 4’- 

positions of the B ring, as well as a hydroxyl group in 3- position of the C ring in 

conjunction with a C2-C3 double bond, is related to the high antioxidant activity of 

quercetin (Boots et al., 2008). In the same way, the oxidation of the flavonoid in 

aqueous media seems to involve the attack of the hydroxyl group of C3 (Smith et al., 

2000; Buchner et al., 2006). Therefore, the variations of crystalline structure of 

quercetin may have great practical importance, especially considering its solubility in 

water, stability and biological properties. 

In this context, the objective of the present work was to characterize three samples of 

quercetin raw materials presenting different crystalline structures by means of particle 

size analysis, scanning electron microscopy, Raman spectroscopy, differential 

scanning calorimetry, thermogravimetry, and variable temperature X-ray diffraction. 

For the first time, the physicochemical properties attributed to each crystalline form of 

the flavonoid, specially their thermal stability in the solid-state, were investigated. 
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2. Experimental 

2.1. Materials 

Three samples of pharmaceutical grade quercetin (QCT) were analyzed as supplied, 

without purification or recrystallization. QCTa, QCTb and QCTc were purchased from 

Deg (São Paulo, Brazil), Galena (São Paulo, Brazil) and SP Farma (São Paulo, 

Brazil), respectively. 

 

2.2. Particle Size Analysis 

The samples were dispersed in silicon oil and suspended with an ultrasonic system. 

The mean diameter of the particles was determined using a CILAS 1180 laser 

diffractometer (Madison, MO/MA, USA).  

 

2.3. Scanning Electron Microscopy (SEM) 

The samples were fixed on brass stubs using a double-sided adhesive tape and 

vacuum-coated with a thin layer of gold. The photomicrographs were taken at a 

voltage of 10 kV and a magnification of x3,000 using a Jeol JSM-6060 microscope 

(Tokyo, Japan).  

 

2.4. Fourier Transform - Raman Spectroscopy 

The FT-Raman spectra were acquired using a Bruker VERTEX-70 FTIR/FT-Raman 

spectrometer (Ettlingen, Germany) equipped with a Nd:YAG laser (1064 nm 

excitation line) and a liquid-nitrogen cooled Ge detector. The analysis were 

performed at room temperature in a frequency range between 2,000 and 100 cm-1, 

with 1024 accumulations and a resolution of 4 cm-1. 
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2.5. Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Thermogravimetry (TG)  

Simultaneous differential scanning calorimetry and thermogravimetric experiments 

were performed using a Netzsch STA-409 PC/PG equipment (Selb, Germany), 

coupled to a Bruker TENSOR-27 Fourier Transformed Infrared spectrometer 

(Ettlingen, Germany). The analysis were performed from room temperature up to 500 

oC, at 10 oC.min-1, under nitrogen gas flow (60 mL.min-1). Approximately 5 mg of the 

samples were accurately weighed in aluminum pans and crimped with a pinhole.  

 

2.6. Variable Temperature X-Ray Diffraction (VTXRD) 

The diffractograms were recorded using a Rigaku RINT-2000 equipment (Tokyo, 

Japan) under the following operating conditions: Cu Kα radiation (λ= 1.5406 Å), 

voltage of 40 kV, current of 40 mA, scanning rate of 0.5º 2θ.min-1, scanning step of 

0.02º 2θ, step exposure time of 3 s, heating rate of 5 ºC.min-1 over the angle range of 

3 – 32º 2θ, from room temperature (20 ºC) up to 270 ºC. 

 

3. Results and discussion 

XRD, one of the most reliable techniques for identification of crystalline structures, 

cannot easily differentiate between true polymorphs and pseudopolymorphs. Thus, 

the combination of several techniques has been employed for characterizing 

hydrates in the solid state. The combined use of thermogravimetry and infrared 

spectroscopy permits identification of the solvent incorporated into the crystal lattice. 

By the other hand, Raman spectroscopy is especially important because detects low 

energy vibrations of atoms caused by differences in crystal lattice packing. 

Additionally, the functional groups involved in hydrogen bonds can display shifts of 
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varying degrees (Vippagunta et al., 2001; Rodríguez-Spong et al., 2004; Ayala, 2007; 

Ayala et al., 2007).  

 

3.1. Particle Size Analysis and Scanning Electron Microscopy 

QCTa and QCTc presented particles with similar mean diameter (0.65 µm and 3.65 

µm, respectively), while QCTb exhibited the highest mean diameter (15.52 µm). The 

photomicrographs obtained for all samples of quercetin, illustrated in figure 1, 

corroborate these results and can explain, at least partially, the lower solubility in 

water, at 37 ºC, for QCTb (2.6 µg.mL-1) when compared with the other samples (3.7 

µg.mL-1 for QCTa and 6.5 µg.mL-1 for QCTc) (Petry et al., 2007). However, it is 

difficult to determine if these differences in particle size are caused by 

pseudopolymorphism or by changes in crystal growth conditions, such as degree of 

supersaturation, nature of crystallization solvent, speed of solution agitation, rate of 

cooling, or presence of impurities (Rodríguez-Spong et al., 2004). 

 

3.2. Fourier Transform - Raman Spectroscopy 

The Raman spectrum of quercetin has been reported by several authors (Cornard et 

al., 2005; Teslova et al., 2007). The Raman spectra obtained for all samples of 

quercetin in the fingerprint region are presented in figure 2. By comparing our results 

with those reported by Cornard et al. (2005) and Teslova et al. (2007) it is possible to 

associate the previously reported spectrum with QCTa. The main features of the 

Raman spectrum of QCTa are ν(C=O) stretching (1660 cm-1), ν(C2=C3) stretching 

(1608 cm-1), phenyl and benzo rings  ν(C=C) stretchings (1590 and 1549 cm-1). The 

group of bands between 1300 and 1500 cm-1 cannot be described by a single internal 

coordinate but it is better described by a set of mechanical coupled vibrations of ν(C-
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C) strechings and in-plane δ(CH) and δ(C-OH) bendings. Although it is not possible 

to associate a single band to the ν(C2-C1’) streching, contributions of interring bond 

are expected in this region.  

As it will be shown later, QCTb seems to be a mixture of crystalline forms, due to that 

we will focus our discussion on the Raman spectra in the comparison between QCTa 

and QCTc. The most remarkable difference between the Raman spectra of QCTa 

and QCTc is the shift of the ν(C2=C3) stretching mode from 1608 cm-1 to 1616 cm-1. 

A similar effect was observed by comparing the Raman lines of quercetin in solid 

state and in solution (Cornard et al., 1997). The observed frequency variations could 

be ascribed to modifications of the molecular structure due to the crystalline field. 

Thus, one of the more notable effects is the change of the interring torsion angle 

around the C2-C1’ bond. Quantum mechanical calculations lead to a nonplanar 

structure with a torsion angle of about 28o (Cornard et al., 1997), whereas the value 

determined by X-ray diffraction in the crystal line state is 5.5o (Rossi et al., 1986; Jin 

et al., 1990).  Based on these results, the frequency shifts observed in the QCTa and 

QCTc hydrates could be explained as a change in the molecular conformation, 

mainly related to the relative orientation of the phenyl and pyrone rings. Additional 

support to this assumption is provided by the wavenumber shift of the QCTa bands 

around 1328 and 1439 cm-1, which are related to the ν(C2-C1’) stretching. On the 

other hand, bands related to the phenyl and benzo rings (1590, 1549, 1400 and 1370 

cm-1) remain unaltered showing that conformational changes are mostly located 

around the C2-C1’ bond. 
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3.3. Differential Scanning Calorimetry 

The DSC curves obtained for all samples of quercetin exhibited two main 

endothermic events, as illustrated in figure 3. The first one corresponds to the 

dehydration. For QCTa (approximately 105 ºC, ∆H= 222 J.g-1) and QCTb 

(approximately 119 ºC, ∆H= 112 J.g-1) the corresponding temperature was higher 

than the boiling point of water, which suggests that their hydration water molecules 

are strongly held by crystal lattice through hydrogen bonds. By the other hand, QCTc 

showed a broad endotherm at low temperature (approximately 82 ºC, ∆H= 153 J.g-1). 

The second endothermic event is related to the melting point of quercetin and it 

occurred at approximately 317 ºC (∆H= 91.8 J.g-1) for QCTa, 323 ºC (∆H= 177 J.g-1) 

for QCTb, and 318 ºC (∆H= 147 J.g-1) for QCTc. An exothermic event following 

melting was observed at approximately 340 ºC for QCTa, 350 ºC for QCTb, and 345 

ºC for QCTc and corresponds to the decomposition of quercetin (Zhou et al., 2001; 

Da Costa et al., 2002; Olejniczak e Potrzebowski, 2004; Koontz et al., 2009; Zheng e 

Chow, 2009). Additionally, a minor endothermic event was observed for QCTb and 

QCTc at approximately 272 ºC (∆H= 3.2 J.g-1) and 231 ºC (∆H= 7.0 J.g-1), 

respectively, suggesting that a solid-solid transition of the corresponding anhydrate 

forms has occurred. This phenomenon was not observed for QCTa. 

 

3.4. Thermogravimetry 

The TG curves obtained for all samples of quercetin exhibited a two-step weight loss 

within the same temperature range observed in DSC analysis, as illustrated in figure 

4. The first one corresponds to the dehydration and it was approximately 10.5 % for 

QCTa, 2.9 % for QCTb, and 5.13 % for QCTc. The second weight loss is related to 

the decomposition of quercetin. The insets in figure 5 show the integrated intensity of 
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the infrared spectra of the evolved gases in the ν(OH) and ν(CO) stretching spectral 

regions of water and carbon dioxide, respectively. Thus, the corresponding plots 

provide informations on the characteristic temperatures in which these gases were 

released. The temperature evolution of the water vapor clearly confirms that the first 

anomaly observed in the DSC and in the TGA thermograms is associated with the 

dehydration process, since it was the only compound observed in the evolved gases. 

The simultaneous analysis by infrared spectroscopy confirmed the release of 

hydration water from the crystal lattice, excluding the occurrence of solvates in the 

samples of quercetin analyzed in this work. By the other hand, the second weight 

loss (approximately 14.7 %, 22.2 % and 19.9 % for QCTa, QCTb and QCTc, 

respectively) is followed by the release of water and carbon dioxide characterizing a 

decomposition process. 

The comparison between the weight loss observed for QCTa during dehydration and 

that calculated for quercetin dihydrate (10.64 %), from its molecular weight (338.24 

g.mol-1), suggests that QCTa corresponds to the dihydrated form, presenting two mol 

of water per mole of quercetin. The phase transitions of QCTa and QCTc on heating 

are summarized as follow: 

 

By the other hand, QCTc seems to correspond to the monohydrated form, presenting 

one mol of water per mole of quercetin (320 g.mol-1), since the theoretical mass loss 

is 5.62 %, which is in accordance with the observed value. QCTb is probably a 

mixture between different crystalline forms of quercetin as it will be confirmed by X-

ray powder diffraction. 

QCTc . 1 H2O (crystal) 
± 100 ºC 

QCT (crystal) + 1 H2O (g) 

melting:                       QCT (crystal) 
± 300 ºC 

QCT (liquid) 

dehydration: QCTa . 2 H2O (crystal) QCT (crystal) + 2 H2O (g) 
± 100 ºC 
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3.5. Variable Temperature X-Ray Diffraction 

VT-PXRD analysis was carried out to confirm the above-mentioned thermal behavior 

of the samples. The diffractograms and the main diffraction peaks of the three 

samples of quercetin, obtained by variable temperature X-ray diffraction analysis, are 

showed in figures 5, 6, 7 and 8 and summarized in table 1. 

The diffractograms obtained at room temperature for all samples of quercetin (Figure 

5) exhibited a series of sharp peaks, suggesting that the flavonoid is present as a 

crystalline material. However, the differences observed in the peak positions (Table 

1), which correspond to the periodic packing of molecules in solid state, suggest that 

the samples of quercetin present distinct crystal lattices. QCTa exhibited a diffraction 

pattern characteristic of quercetin dehydrate (Rossi et al., 1986; Jin et al., 1990), in 

which peaks at a diffraction angle (2θ) of 10.6º, 12.3º and 27.3º were observed 

(Olejniczak e Potrzebowski, 2004; Pralhad e Rajendrakumar, 2004; Kale et al., 2006; 

Sri et al., 2007; Wu et al., 2008; Scalia e Mezzena, 2009; Zheng e Chow, 2009). The 

diffractogram of QCTb exhibited a diffraction pattern similar that presented by QCTa 

(diffraction peaks at 10.70, 12.34, 13.48, 14.02, 24,26, 26.41, 27.34, and 29.5 °2θ), 

suggesting that QCTb exists as a mixture of dihydrate and other crystalline form. 

QCTc, by the other hand, exhibited a diffraction pattern too many different than that 

presented by QCTa and QCTb. 

The diffractograms obtained during heating for all samples of quercetin are presented 

in figures 6, 7 and 8. The expected phase transition because of molecular 

rearrangement during the dehydration of quercetin molecule was observed at 110 ºC 

for QCTa (Figure 6) and QCTb (Figure 7), and 40 ºC for QCTc (Figure 8). The 

diffraction pattern of the corresponding anhydrated forms (transition 1 in table 1) was 

different from each other and from that obtained for the original forms, however, their 
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crystalline structure was maintained. In the same way, a second phase transition was 

observed for QCTb (at 270 ºC) and QCTc (at 250 ºC), confirming the occurrence of a 

solid-solid transition of the corresponding anhydrate forms. The diffraction patterns of 

both samples were identical, since they exhibited peaks in the same positions 

(transition 2 in table 1), which suggests that the new crystalline forms formed are the 

same for QCTb and QCTc. No phase transition was observed for QCTa on heating 

above 110 ºC. Unfortunately, the diffraction pattern of the samples could not be 

monitored at temperatures above 270 ºC, in which quercetin begins melting. 

Taking together, the solid state stability of quercetin raw materials evaluated in the 

present study was highly dependent on the temperature, where QCTa was 

thermodynamically more stable than QCTb and QCTc. In QCTa the hydration water 

molecules are probably involved in stronger intermolecular hydrogen bonds that 

contribute to the coherence of the crystalline structure, resulting in a lower energy 

state. Based upon its minimal potential for transition, quercetin dihydrate seems to be 

the most appropriate crystalline form for the development of solid dosage forms. 

However, a less stable form can be necessary in view to improve the aqueous 

solubility and the bioavailability of the flavonoid. In this case, the crystalline form must 

be known during the manufacturing process (Raw et al., 2004). 

 

4. Conclusions 

The present work was able to demonstrate that the analyzed quercetin raw materials 

present distinct crystalline structure, ascribed to the presence of different amounts of 

hydration water molecules into their crystal lattice. However, the more relevant 

finding is that the solid state stability of these crystalline forms of quercetin is highly 

dependent on the temperature. This characteristic is an important information for the 
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processing control in the manufacturing of nutraceutics, cosmetics or pharmaceutics, 

since phase transitions resulting from heating may lead to changes in the 

physicochemical properties of the flavonoid and, thus, in its bioavailability. 
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Figure captions 

 

Figure 1. Photomicrographs of quercetin samples: (a) QCTa, (b) QCTb, (c) QCTc 

 

Figure 2. Fourier Transform-Raman spectra of quercetin samples 

 

Figure 3. Differential Scanning Calorimetry curves of quercetin samples. The insets 

show a magnified region (x 20) for better visualization 

 

Figure 4. Thermogravimetric curves of quercetin samples. The insets show the 

integrated intensity of characteristic bands of water and carbon dioxide observed in 

the infrared spectra of the released gases 

 

Figure 5. Room temperature X-ray diffraction patterns of quercetin samples 

 

Figure 6. Variable temperature X-ray diffraction pattern of quercetin sample QCTa 

 

Figure 7. Variable temperature X-ray diffraction pattern of quercetin sample QCTb 

 

Figure 8. Variable temperature X-ray diffraction pattern of quercetin sample QCTc 
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Table captions 

 

Table 1. Main diffraction peaks of quercetin hydrates and their new crystalline forms 

observed by variable temperature X-ray diffraction analysis 
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Figure 5. 
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Figure 6. 
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Figure 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

 

70 

Figure 8. 
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Table 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Diffraction peaks (°2θ) 
Quercetin 
samples Room temperature 

(20 °C) 
Phase-transition 1 a 

(dehydration) 
Phase-transition 2 b 

(solid-solid) 

QCTa 
10.65; 12.34; 13.51; 
14.07; 15.76; 24.29; 
26.52; 27.27; 29.54 

7.47; 9.17; 10.77; 12.66; 
14.36; 15.01; 16.71; 21.15; 

25.86 
- 

QCTb 
10.70; 12.34; 13.48; 
14.02; 17.83; 24,26; 

26.41; 27.34; 28.20; 29.5 

11.79; 12.11; 12.44; 13.36; 
13.75; 16.73; 17.77; 26.19; 

28.04 

7.47; 9.24; 10.77; 12.94; 
14.36; 15.01; 16.71; 21.90; 

25.92 

QCTc 
4.52; 8.86; 9.69; 13.00; 

16.58; 21.86; 24.76; 
25.94; 27.86 

9.89; 10.72; 13.24; 17.71; 
21.66; 24.31; 25.95; 27.57 

7,50; 9.30; 10.83; 13.03; 
14.45; 15.21; 16,71; 21.80; 

25.86 
a Phase-transition 1 occurred at 110 °C for QCTa and QCTb, and at 40 °C for QCTc 
b Phase-transition 2 occurred at 270 °C for QCTb and at 250 °C for QCTc 
 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2. Quercetina/ciclodextrina/polímero hidrofílico: preparação e 

caracterização de sistemas binários e ternários 
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O emprego da quercetina no campo farmacêutico e cosmético é limitado, sob 

o ponto de vista biofarmacêutico e tecnológico, pela reduzida hidrossolubilidade da 

aglicona, entre 0,2 e 7,7 µg.mL-1 (AZUMA et al., 2002; LAURO et al., 2002; SAIJA et 

al., 2003; MONTENEGRO et al., 2007), sendo esta atribuída à formação de ligações 

de hidrogênio intramoleculares (OLEJNICZAK; POTRZEBOWSKI, 2004; CHEBIL et 

al., 2007; KOONTZ et al., 2009). 

Diversas estratégias vêm sendo empregadas para a solubilização da 

quercetina em veículos aquosos: 

� encapsulação em nanopartículas (BARRAS et al., 2009); 

� esterificação da molécula (SAIJA et al., 2003; MONTENEGRO et al., 2007); 

� incremento de pH do meio (LAURO et al., 2002); 

� uso de polímeros hidrofílicos (ARCT et al., 2002; SHIMOI et al., 2003); 

� uso de tensoativos (KIM et al., 2004; CASAGRANDE et al., 2007; GAO et al., 

2009); 

� uso de emulsificantes (AZUMA et al., 2002); 

� uso de misturas hidroetanólicas (AZUMA et al., 2002; CASAGRANDE et al., 

2007) 

Outros estudos relatam a possibilidade de solubilização da quercetina, em 

veículos aquosos, por meio de sua complexação com ciclodextrinas. As condições 

experimentais empregadas nesses estudos são apresentadas na tabela 2.1. Porém, 

não foram encontrados na literatura, até o presente momento, relatos acerca da 

influência das condições operacionais envolvidas na preparação, em meio líquido, 

de complexos quercetina/β-ciclodextrina sobre a hidrossolubilidade do flavonóide, 

tampouco sobre o efeito da associação desses complexos a polímeros hidrofílicos. 

Da mesma forma, a possibilidade de obtenção de complexos quercetina/β-

ciclodextrina, em estado sólido, por meio da secagem por nebulização de complexos 

preparados em meio líquido ou por simples mistura física entre as duas substâncias, 

ainda não foi investigada. O capítulo 2 é dedicado ao estudo destes aspectos. 
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  Tabela 2.1. Relatos da formação de complexos quercetina/ciclodextrina na literatura. 

 
 
Referências 

Constantes de 
estabilidade 
aparente dos 
complexos  

(Ks, M-1) 

 
Métodos de  

determinação 
de Ks 

 
Métodos de preparação 

dos complexos em  
estado sólido 

 
 

Técnicas para caracterização  

VINADÉ (1995) βCD = 709 Diagrama de solubilidade (AL) Solução aquosa+Liofilização DRX, DSC, IV, RMN 
SHAO e colaboradores (2002) HPβCD = - Diagrama de solubilidade (-) Solução aquosa DTA, IV 
CALABRÒ e colaboradores (2004) αCD = 19 

βCD = 129 
 
Diagrama de solubilidade (AL) 

Pasta/Co-evaporação/ 
Camada delgada 

 
DRX, DSC, IV, RMN 

PRALHAD e RAJENDRAKUMAR 
(2004) 

βCD = 402 
HPβCD = 532 

 
Diagrama de solubilidade (AL) 

 
Co-evaporação+Liofilização 

 
DRX, DSC, IV, MEV 

ALVAREZ-PARRILLA e 
colaboradores (2005) 

 
βCD = 1138 

 
Fluorescência 

 
Co-evaporação+Liofilização 

 
DSC 

KRISHNA e colaboradores (2005)  
βCD 

 
Não determinado 

 
Pasta 

 
- 

 
ZHENG e colaboradores (2005) 

βCD = 1028 
HPβCD = 11048 
SBEβCD = 25340 

 
Diagrama de solubilidade (AL) 

 
Co-evaporação 

 
Modelagem molecular, RMN 

KALE e colaboradores (2006) SBEβCD = 423 Diagrama de solubilidade (AL) Pasta/Co-evaporação DC, Dissolução, DRX, DSC, IV, RMN  
 
BERGONZI e colaboradores (2007) 

αCD = 0 
βCD = 396 

γCD = 0 

 
Diagrama de solubilidade (AL) 

 
Pasta/Liofilização 

 
DSC, IV, RMN 

 
JULLIAN e colaboradores (2007) 

βCD = 602 

HPβCD = 1419  
SBEβCD = 4032 

 
Diagrama de solubilidade (AL) 

 
- 

 
- 

 
SRI e colaboradores (2007) 

βCD = 251 
HPβCD = 321 

 
Diagrama de solubilidade (AL) 

 
Pasta/Co-evaporação 

 
Dissolução, DRX, DSC, IV  

DIAS e colaboradores (2008) βCD Não determinado Co-precipitação DTA, TG 
 
 
 
LUCAS-ABELLÁN e colaboradores 
(2008) 

βCD = 398 

MβCD = 917 
HPβCD = 950 
 
βCD = 426 

MβCD = 650 
HPβCD = 1195 

 
Diagrama de solubilidade (AL) 
 
 
 
Enzimático 

 
 
 
- 
 
 
 

 
 
 
- 

KOONTZ e colaboradores (2009) γCD Não determinado Co-precipitação AC, DSC, IV, RMN, TG 
 
ZHENG e CHOW (2009) 

 
HPβCD 

 
Não determinado 

 
Solução aquosa+Nebulização 

BET, Difração a laser, Dissolução, 
DRX, DSC, IV, MEV, TG 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Estudar a influência das condições operacionais envolvidas na preparação, 

em meio líquido, de complexos quercetina/β-ciclodextrina sobre a 

hidrossolubilidade da aglicona; 

� Estudar o efeito da associação de complexos quercetina/β-ciclodextrina a 

polímero hidrofílico sobre a hidrossolubilidade da aglicona; 

� Estudar a possibilidade de obtenção de complexo quercetina/β-ciclodextrina, 

em estado sólido, por meio da secagem por nebulização de complexo preparado 

em meio líquido ou por simples mistura física entre as duas substâncias 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PUBLICAÇÃO 3. Quercetin/β-Cyclodextrin Solid Complexes Prepared in Aqueous 

Solution Followed by Spray-drying or by Physical Mixture 

Publicado no AAPS PharmSciTech 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PUBLICAÇÃO 4. Influência de Ciclodextrinas e Polímero Hidrofílico sobre a 

Hidrossolubilidade de Diferentes Formas Polimórficas de Quercetina 

Publicado no Latin American Journal of Pharmacy 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 



 

 
 



 

 
 



 

 
 



 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3. Avaliação da fotoestabilidade da quercetina em meio aquoso e sua 

influência sobre a atividade antioxidante in vitro da aglicona 
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 A maioria das propriedades biológicas da quercetina (prevenção e tratamento 

de aterosclerose, hipertensão, agregação plaquetária, catarata, diabetes, alergias, 

inflamações, infecções por microorganismos, doenças neurodegenerativas, dentre 

outras) parece estar, pelo menos em parte, relacionada à sua atividade antioxidante 

(BISCHOFF, 2008). 

 A atividade antioxidante da quercetina está relacionada à sua capacidade 

sequestrante de espécies reativas de oxigênio, quelante de íons metálicos, de 

interagir com os lipídios que constituem as membranas celulares e de inibir a 

peroxidação lipídica (BOOTS et al., 2008). Alguns estudos relatam, por exemplo, o 

efeito protetor da quercetina sobre a peroxidação lipídica in vitro, em suspensão de 

lipossomas, induzida por radiação ultravioleta A, λ = 365 nm, radiação ultravioleta B, 

λ = 310 nm (FAHLMAN; KROL, 2009) ou radiação ultravioleta C, λ = 254 nm 

(BONINA et al., 1996; SAIJA et al., 2003; YAMAGUCHI et al., 2005; GABRIELSKA et 

al., 2006). 

 A maior estabilidade de flavonóides cuja hidroxila em C3 do anel C encontra-

se ausente, como a luteolina; substituída por uma unidade de açúcar, como a rutina; 

ou por um grupo metoxila, como a 3-O-metil-quercetina, sugere que a hidroxila livre 

nesta posição da quercetina seja o principal grupamento envolvido na oxidação da 

molécula (SMITH et al., 2000; BUCHNER et al., 2006). Este grupamento, ao mesmo 

tempo, parece estar fortemente relacionado à atividade antioxidante do flavonóide 

(BOOTS et al., 2008). 

 Apenas um estudo, realizado por ROHN e colaboradores (2007), avaliou a 

estabilidade da quercetina em estado sólido, frente ao calor. Após o tratamento da 

aglicona por sapeco (180 ºC), por 1 h, a quercetina se manteve estável. Por outro 

lado, diversos estudos referem a instabilidade da quercetina em meio aquoso (tabela 

3.1), sob diferentes condições oxidantes, tais como aquecimento, perfusão com 

oxigênio atmosférico ou variações de pH. 

 A maioria dos estudos que avaliaram a estabilidade da quercetina em meio 

aquoso, frente à radiação ultravioleta, são preliminares, pois sugerem a degradação 

do flavonóide baseando-se apenas em análises por espectrofotometria no 

ultravioleta/visível, nos quais alterações expressivas no espectro de absorção da 
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aglicona foram observadas (BONINA et al., 1996; SMITH et al., 2000; SAIJA et al., 

2003). Apenas outros dois estudos utilizaram cromatografia líquida de alta eficiência, 

método mais sensível e específico. Num deles, realizado por FAHLMAN e KROL 

(2009), a quercetina se manteve estável sob as condições experimentais 

empregadas, provavelmente em função do reduzido período de irradiação da 

amostra (1 h). No outro estudo, realizado por WEISS-ANGELI e colaboradores 

(2008), uma significativa redução de teor da amostra foi observada. Entretanto, a 

cinética de degradação da quercetina, a identificação de seus produtos de 

degradação, bem como a influência desses sobre a inibição da peroxidação lipídica 

induzida por radiação ultravioleta ainda não foram investigados. 

 Face ao exposto e à importância da estabilidade do flavonóide para a sua 

atuação como antioxidante sobre os sistemas biológicos, a avaliação da 

fotoestabilidade da quercetina em meio aquoso ou no meio em que os testes de 

atividade antioxidante são realizados, frente à radiação ultravioleta, se torna 

necessária. Nesta perspectiva, no capítulo 3 será avaliada a atividade antioxidante in 

vitro da quercetina frente à radiação UVA ou UVC, com ênfase em sua estabilidade 

no meio utilizado nos testes, mistura etanol:água (1:1), e na identificação de seus 

produtos de degradação. 
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Tabela 3.1. Relatos da estabilidade da quercetina em meio aquoso na literatura. 

Referência Condições oxidativas Análise Observações 
BONINA e 
colaboradores 
(1996) 

solução aquosa contendo QCT (6,24 
µM); exposição à radiação UVC (λ = 
254 nm); 1,5 h 

 
UV/VIS 

� alterações no espectro de absorção: 
redução na absorvância em λ = 372 nm 
nova banda entre λ = 300 e 350 nm 

 
KITSON e 
KITSON (2000) 

 
solução tampão fosfato (50 mM) 
contendo QCT (20 µM); pH 5,5 / 7,4 / 
9,1; 25 ºC 

 
 

UV/VIS 
 

� estável em pH 5,5 
� alterações no espectro de absorção (deslocamento batocrômico): 

 redução na absorvância em λ = 367 nm (pH 9,1 > pH 7,4) 
 aumento na absorvância em λ = 270 e 405 nm (pH 9,1 > pH 7,4) 

 
MAKRIS e 
ROSSITER 
(2000) 

 
solução tampão fosfato (50 mM) 
contendo QCT (1 mM); pH 8,0; 97 ºC; 
perfusão com O2 ou gás argônio; 4 h 

 
 

CLAE/UV 
UV/VIS 

� redução de teor: 98 % com O2 / 16 % com gás argônio 
� alterações no espectro de absorção: 
desaparecimento da banda em λ = 372 nm 
aumento na absorvância em λ = 261 e 291 nm 
� produto de degradação: ác. 3,4-diidróxi-benzóico 

SMITH e 
colaboradores 
(2000) 

solução metanol:água (1:1) contendo 
QCT (100 µM); exposição à radiação 
UV (λ = 300 a 400 nm); 15 h 

 
UV/VIS 

 

 
� alteração no espectro de absorção: 

 redução na absorvância em λ = 372 nm 
ZHU e 
colaboradores 
(2000) 

solução tampão fosfato de Na (10 
mM) contendo QCT (0,5 mM); pH 7,4; 
1 h 

 
CLAE/UV 

 
� redução de teor: 20 % 

 
 
GOMATHI e 
colaboradores 
(2003) 
 
 

 
 
 
solução aquosa (ác. oléico 0,1 M) 
contendo QCT (0,1 mM); pH 5,0 a 9,0 

 
 
 

UV/VIS 
 
 
 

� estável em meio ácido (pH 5,0 a 6,0): λmáximo = 370 nm 
� pH 7,0:  
deslocamento batocrômico: λmáximo = 381 nm 
nova banda em λ = 321 nm 
� instável em meio básico (pH 8,0 a 9,0): 
deslocamento batocrômico: λmáximo > 381 nm 
aumento na absorvância da nova banda (λ = 321 nm) 

SAIJA e 
colaboradores 
(2003) 

solução etanol:água (5:95) contendo 
QCT (18 µM); exposição à radiação 
UVC (λ = 254 nm); 1,5 h 

 
UV/VIS 

� alterações no espectro de absorção:  
redução na absorvância em λ = 372 nm 
nova banda entre λ = 300 e 350 nm 

VAN DER 
WOUDE e 
colaboradores 
(2003) 

 
solução tampão fosfato de K (0,1 M) 
contendo QCT (50 µM); pH 7,4; 37 
ºC; 5 % CO2; 24 h 

 
 

CLAE/DAD 

 
 
� instável: T50% = 10 h 
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Tabela 3.1. Continuação. 

Referência Condições oxidativas Análise Observações 
 
ZHENG e 
colaboradores 
(2005) 

solução tampão fosfato de Na (50 
mM) contendo QCT (6 µM): 
- pH 3,0; 24 a 48 ºC; 24 h 
- pH 7,4; 37 ºC; 0,5 h 
- pH 9,0; 37 ºC; 0,5 h 

 
 

CLAE/DAD 
UV/VIS 

� estável em pH 3,0 (não ionização: QCT) 
� instável em: 
pH 7,4 (ionização parcial: QCT- + QCT): < velocidade de reação 
pH 9,0 (ionização total: QCT-): > velocidade de reação 
� produto de degradação: ác. 3,4-diidróxi-benzóico 

 
 
 
BUCHNER e 
colaboradores 
(2006) 
 
 

 
 
 
solução aquosa contendo QCT (1 
mM); pH 5,0 ou 8,0; 100 ºC; perfusão 
com O2 ou N2; 5 h 

 
 
 

CLAE/DAD 
CLAE/MS 

UV/VIS 
 
 

� redução de teor: 
 25 % com ar em pH 5,0 por 5 h / 100 % com ar em pH 8,0 por 4 h 
 25 % com N2 em pH 8,0 por 5 h / não mencionado com N2 em pH 5,0 
� produtos de degradação: 

 2,3-diidróxi-(3’,4’-diidróxi-fenil)-prop-2-en-1-al; ác. 3,4-diidróxi-benzóico; 
 2,5,7,3’,4’-pentahidróxi-3,4-flavandiona; 2,2,5,7-tetrahidróxi-benzofuran-3-ona; 
 2-(3’,4’-diidróxi-fenil)-3,3,5,7-tetrahidróxi-2-metóxi-2,3-diidrocromen-4-ona; 
 2-(3’-metóxi-4-hidróxi-fenil)-3,5,7-trihidróxi-3-metóxi-2,3-diidrocromen-4-ona 

 
 
 
MARINIC e 
colaboradores 
(2006) 
 
 

 
 
 
solução tampão cacodilato de Na (50 
mM) contendo QCT (20 µM); pH 7,0; 
25 a 90 ºC; 1 h 

 
 
 
 

UV/VIS 
 
 

� 25 ºC:  
T50% = 20 h 
redução proporcional na absorvância em λ = 256 e 372 nm: hipótese de lenta 
precipitação  
� 90 ºC: alterações no espectro de absorção 

 desaparecimento da banda em λ = 372 nm 
 redução na absorvância em λ = 256 nm 
 nova banda em λ = 290 nm 

LEE e 
colaboradores 
(2007) 

solução tampão fosfato de Na 
(polissorbato 80; 1 %) contendo QCT 
(1,65 mM); pH 7,4; 25 ou 42 ºC; 28 d 

 
CLAE/DAD 

 
� redução de teor: 19 % em 25 ºC / 82 % em 42 ºC 

VICENTINI e 
colaboradores 
(2007) 

solução em propilenoglicol contendo 
QCT (5 mg.mL-1); exposição à 
radiação UVB (λ = 313 nm); 7 d 

 
CLAE/UV 
UV/VIS 

 
� estável 
 

solução etanol:água (70:30) contendo 
QCT (7,4 mM); pH 10,0; 21 ºC; 
perfusão com O2; 3,5 h seguido de 
evaporação do solvente (100º C) 

 
CLAE/UV 
UV/VIS 
GC/MS 

� pico referente à QCT não detectado no cromatograma  
� cor da solução e do resíduo sólido: marrom-avermelhada 
� produtos de degradação: 1,3,5-triidróxi-benzeno; ác. 3,4-diidróxi-benzóico; 
ác. 2,4,6-triidróxi-benzóico; CO2 

 
 
 
ZENKEVICH e 
colaboradores 
(2007) 
 
 

solução etanol:água (30:70) contendo 
QCT (60 µM) titulada com NaOH 
(ácido/base/ácido: pH 2,0 / pH 10,0 / 
pH 4,0) 

 
 

UV/VIS 

� alterações no espectro de absorção: 
 pH 2,0: λmáximo = 255 e 372 nm 
 pH 2,0 para pH 10,0: λmáximo = 323 nm 
 pH 10,0 para pH 4,0: λmáximo = 294 nm 
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Tabela 3.1. Continuação. 

 

 

 

 

 

Referência Condições oxidativas Análise Observações 
 
 
MOON e 
colaboradores 
(2008) 
 

 
solução aquosa contendo QCT (5 
µM): 
- -80 ºC, -20 ºC, 4 ºC ou TA; 196 h 
- pH 2,7; -20 ºC, 4 ºC ou TA; 96 h 
- pH 7,0 ; -20 ºC, 4 ºC ou TA; 96 h 
- pH 10,0 ; -20 ºC, 4 ºC ou TA; 96 h 

 
 
 

CLAE/UV 

� temperatura: 
 estável em -80 ºC, -20 ºC e 4 ºC 
 estável em TA por período de tempo curto 
� pH: 

 estável em meio ácido (pH 2,7) em -20 ºC, 4 ºC e TA 
 instável em pH 7,0 apenas em TA 
 instável em meio básico (pH 10,0): -20 ºC < 4 ºC < TA (velocidade de reação) 

WEISS-ANGELI 
e colaboradores 
(2008) 

solução metanol:água (80:20) 
contendo QCT; exposição à radiação 
UVA; 15 d 

 
CLAE/DAD 

 
� redução de teor: 65 % 

 
 
 
 
ZHOU e SADIK 
(2008) 

 
 
 
solução tampão fosfato de Na:etanol 
(1:1) contendo QCT (20 µM); pH 7,4; 
perfusão com O2; 24 h 

 
 

CLAE/DAD 
CLAE/MS 

UV/VIS 
GC/MS 

RMN-H1 

� redução de teor: 76,5 % 
� alteração de cor da solução: amarelo para marrom 
� alterações no espectro de absorção: 

 desaparecimento da banda em λ = 380 nm 
 redução na absorvância em λ = 257 nm 
 novas bandas em λ = 290 e 330 nm 
� produtos de degradação: ác. 1,3,5-triidróxi-benzóico; 5,7,4’,5’-tetrahidróxi-
2-etóxi-3,4-flavandiona (+ metanol); ác. 3,4-diidróxi-benzóico; 2,4,6-
benzenotriol 

 
FAHLMAN e 
KROL (2009) 

solução tampão Tris-HCl (10 mM) 
contendo QCT (5 µM); pH 7,0; 
exposição à radiação UVA (λ = 365 
nm) ou UVB (λ = 310 nm); 1 h 

 
 

CLAE/DAD 

 
 
� estável 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Estudar o efeito da quercetina, dissolvida em etanol:água (1:1), sobre a 

inibição da peroxidação lipídica induzida por radiação UVA ou UVC; 

� Estudar a estabilidade da quercetina, dissolvida em etanol:água (1:1), frente à 

radiação UVA ou UVC; 

� Estudar a cinética de degradação da quercetina; 

� Identificar os produtos de degradação da quercetina 
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Abstract 

The inhibition effect of quercetin dissolved in 50 % (v/v) ethanol/water on the lipid 

peroxidation in egg yolk dispersions induced by UVA or UVC radiation, as well as the 

quercetin photostability in the solvent employed in the antioxidant activity test were 

investigated. The degradation kinetic of quercetin against both radiations was 

determined and the corresponding degradation products were identified using liquid 

chromatography with diode array detection and mass spectrometry analysis. 

Quercetin was not stable against UVA and UVC radiations and its degradation 

followed, respectively, a first-order and a zero-order kinetic. By the other hand, it was 

able to inhibit the lipid peroxidation induced by both radiations. This contradiction can 

be explained by the contribution of the degradation products for the biological effect 

measured, all of them polyphenol derivatives presenting potential property of 

scavenging reactive oxygen species and free radicals. These findings show the 

relevance of investigating the stability of quercetin under the same experimental 

conditions employed in lipid peroxidation tests for enlightening its photoprotective 

effect in this kind of biological test. 

 

Key-words: antioxidant activity, lipid peroxidation, photostability, quercetin, 

ultraviolet radiation 
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1. Introduction 

The main cause of structural and functional changes induced in biological 

membranes by ultraviolet radiation is the lipid peroxidation. Previous studies have 

reported the ability of quercetin in inhibiting the lipid peroxidation induced by 

ultraviolet radiation by scavenging reactive oxygen species and free radicals [1-5]. 

Quercetin is one of the most biologically active and common dietary flavonoids and it 

has been described extensively due to its broad biological properties [6], which are 

very often related to its antioxidant activity [7]. The knowledge of the stability of 

flavonoids in the media employed in biological tests is relevant because their 

antioxidant activity is strictly related to their chemical structure. Some preliminary 

studies have suggested that quercetin is not stable against ultraviolet radiation in 

aqueous media [1,2,8,9]. However, more detailed investigations concerning quercetin 

photostability, under the same experimental conditions employed in lipid peroxidation 

tests, have not been reported to date and, thus, they are necessary for enlightening 

the photoprotective effect of quercetin in this kind of biological test.  

In this context, the present work was designed for investigating the inhibition effect of 

quercetin dissolved in 50 % (v/v) ethanol/water on the lipid peroxidation in egg yolk 

dispersions induced by UVA or UVC radiation as well as for evaluating the quercetin 

photostability in the solvent employed in the antioxidant activity test. For the first time, 

the degradation kinetic of quercetin against both radiations was determined and the 

corresponding degradation products were identified using liquid chromatography with 

diode array detection and mass spectrometry analysis. Finally, a relationship 

between the inhibition effect of quercetin on the lipid peroxidation induced by 

ultraviolet radiations and its photostability was established.  
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2. Materials and methods 

2.1. Materials 

Reference quercetin (purity 98 %) and thiobarbituric acid were purchased from 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pharmaceutical grade quercetin was purchased 

from Deg (São Paulo, Brazil). Water was purified using a Milli-Q system (Millipore®, 

Bedford, MA, USA). Analytical grade ethanol and trichloroacetic acid were purchased 

from Synth (São Paulo, Brazil). Formic acid was purchased from Vetec (Rio de 

Janeiro, Brazil). Liquid chromatography grade acetonitrile was purchased from Merck 

(Darmstadt, Germany). 

 

2.2. Evaluation of the antioxidant activity of quercetin on the lipid peroxidation 

induced by ultraviolet radiations 

2.2.1. Effect of the exposure period to UVA or UVC radiation on the lipid peroxidation  

1 % (w/v) egg yolk dispersions (1.0 mL) were added from 50 % (v/v) ethanol/water 

(0.1 mL), vortex-mixed and exposed in 1 cm quartz cells to UVA (Osram lamp, 30 

W, 360 nm) or UVC (Ecolume ZW lamp, 30 W, 254 nm) radiation for different 

periods: 15, 20 and 25 h or 15, 30 and 45 min, respectively. Each lamp was fixed to a 

chamber (100 x 16 x 16 cm) in horizontal position, at a distance of approximately 10 

cm. The chambers were internally coated with mirrors in order to distribute the 

radiation uniformly. Unirradiated samples were used as controls. After irradiation, 0.3 

mL of the samples (and the controls) were added from 0.6 mL of 15 % (v/v) 

trichloroacetic acid, vortex-mixed and centrifuged at 11,000 rpm for 10 min. The 

supernatant (0.5 mL) was added from 0.5 mL of 0.67 % (w/v) thiobarbituric acid and 

vortex-mixed. The reaction mixture was incubated in a boiling water bath for 20 min 

and then allowed to cool to room temperature. The amount of malondyaldeide (MDA) 
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formed was measured in triplicate, at 532 nm, using a spectrophotometer (Pharmacia 

Biotech Novaspec II, Cambridge, England).  

 

2.2.2. Effect of the quercetin concentration on the lipid peroxidation 

1 % (w/v) egg yolk dispersions (1.0 mL) were added from 50 % (v/v) ethanol/water in 

the absence (controls) or in the presence of different concentrations of quercetin (0.1 

mL) and vortex-mixed. The final concentration of quercetin in the samples was 0.5, 

2.5, 5.0, 7.5, 15.0, and 25.0 µM. The samples and the controls were exposed in 1 cm 

quartz cells to ultraviolet radiations for a fixed period (25 h for UVA or 30 min for 

UVC) and analyzed in triplicate according to the above-described procedure. 

The percentage of inhibition of the lipid peroxidation induced by ultraviolet radiations 

was calculated based on the equation 1:  

% inhibition = (1 - Aa/Ao) x 100                                                                           (Eq. 1) 

where Aa is the absorbance in the presence of quercetin and Ao is the absorbance in 

the absence of quercetin. 

 

2.3. Chromatographic conditions and method validation 

A liquid chromatography (LC) method was developed for quercetin analysis in the 

photostability studies. The analysis was carried out using a Shimadzu Prominence 

LC-20AT equipment (Kyoto, Japan) coupled to a SPD-M20A diode array detector 

(DAD). The detection was set at 290 nm. The stationary phase was a Phenomenex 

Synergi Fusion RP C18 column (150 x 4.6 mm i.d.; 5 µm particle size). The mobile 

phase was 0.01 % (v/v) formic acid (A) and acetonitrile (B). Gradient elution was 

performed as follow: 15 - 60 % B (0 to 14 min), 60 - 15 % B (14 to 17 min) and 15 % 

B until the end of the run (20 min). The injection volume was 20 µL and the flow rate 
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was 0.8 mL.min-1. The analysis was performed at 30 ºC. The LC method was 

validated for specificity, linearity, precision, accuracy, and detection and quantitation 

limits [10]. 

 

2.4. Photostability study of quercetin 

Two light sources were used: a UVA lamp (Osram, 30 W, 360 nm) and a UVC lamp 

(Ecolume ZW, 30 W, 254 nm). Each lamp was fixed to a chamber (100 x 16 x 16 

cm) in horizontal position, at a distance of approximately 10 cm. The chambers were 

internally coated with mirrors in order to distribute the radiation uniformly. The 

temperature into the chambers (approximately 27 ºC) was controlled using a digital 

thermometer. Aliquots of 3.0 mL of 50 % (v/v) ethanol/water solutions containing 

quercetin (25 µM) were exposed to ultraviolet radiations in 1 cm quartz cells for 

different periods: 0, 6, 12, 25, and 48 h (for UVA) or 0, 15, 30, 60, and 120 min (for 

UVC). After irradiation, the samples exposed to UVA were transferred to 5.0 mL 

volumetric flasks and the volume was made up with 50 % (v/v) ethanol/water due to 

the evaporation of the solvent. The samples were filtered through a membrane 

(Millipore® HVLP, 0.45 µm pore diameter) and the quercetin concentration was 

measured in triplicate using the above-described LC method. 

 

2.5. Determination of the degradation kinetic 

The mathematical modeling of the degradation profiles of quercetin was performed to 

fit a zero-order (Eq. 2), a first-order (Eq. 3) or a second-order (Eq. 4) kinetic. The best 

models were chosen based on the highest regression coefficient (R2): 

C = C0 - K x t                                                                                                        (Eq. 2) 

log C = log C0 - K x t                                                                                            (Eq. 3) 
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1/C = 1/C0 + K x t                                                                                                 (Eq. 4) 

where C is the residual concentration of quercetin (µg.mL-1), C0 is the initial 

concentration of quercetin (µg.mL-1), K is the rate constant of the reaction (slope of 

the curve; µg.min-1 or µg.h-1) and t is the exposure time to ultraviolet radiations (min 

or h). 

The exposure time to ultraviolet radiations necessary to obtain a decrease of 10 % of 

the initial concentration of quercetin (T90 %; min or h) was calculated based on the 

equation 5: 

T90 % = 1 / (9 x K x C0)                                                                                          (Eq. 5) 

 

2.6. Characterization of the degradation products 

The main degradation products formed by exposure of quercetin dissolved in 50 % 

(v/v) ethanol/water to UVA or UVC radiation were characterized on the basis of the 

LC/DAD and mass spectrometry (MS/MS) analysis. The absorption spectra were 

recorded from 200 to 500 nm using the above-described LC/DAD equipment. A triple 

quadrupole mass spectrometer (Micromass Quattro LC, Manchester, UK) equipped 

with an ESI source using a crossflow counter electrode run in positive mode was 

used. In order to optimize the analytical conditions, quercetin dissolved in 50 % (v/v) 

acetonitrile/water (1 µg.mL-1) was directly introduced into the spectrometer and the 

following parameters were selected: cone gas, 50 L.h-1; desolvation gas (nitrogen), 

400 L.h-1; capillary voltage, 2.5 kV; extractor voltage, 2 V; RF lens voltage, 0.3 V; 

source temperature, 120 ºC; desolvation temperature, 350 ºC; collision gas pressure 

(argon), 2.3x10-3 mbar; cone voltage, 30 V; collision energy, 15 eV. The mass 

spectra were recorded from 100 to 500 m/z and compared with those reported in the 

literature [11].  



 

 

124 

2.7. Statistical analysis 

One-way analysis of variance followed by Tukey’s test was employed in the 

comparison of the experimental data for significance at p-values less than 0.05. 

 

3. Results and discussion 

3.1. Evaluation of the antioxidant activity of quercetin on the lipid peroxidation 

induced by ultraviolet radiations 

A method based on the formation of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) 

was employed to evaluate the lipid peroxidation induced by ultraviolet radiations. The 

effect of the exposure period of 1 % (w/v) egg yolk dispersions against UVA or UVC 

radiation on the lipid peroxidation is presented in figure 1. The amount of MDA 

formed, final product of the lipid peroxidation, was time-dependent for both 

radiations. However, as expected, UVC radiation (200 to 290 nm) was more effective 

than UVA radiation (320 to 400 nm) since it is the most energetic. While for UVC 

radiation it was necessary only 30 min of exposure, for UVA radiation it was 

necessary a period of 25 h for reaching identical effect (P < 0.05) on the lipid 

peroxidation. 

Thus, the exposure periods of 25 h, against UVA radiation, and 30 min, against UVC 

radiation, were chosen to evaluate the effect of quercetin at different concentrations 

on the lipid peroxidation (Fig. 2). The addition of quercetin dissolved in 50 % (v/v) 

ethanol/water to 1 % (w/v) egg yolk dispersions inhibited the lipid peroxidation 

induced by both radiations in a dose-dependent manner at quercetin concentrations 

up to 5 µM. However, at this concentration, the inhibition effect of quercetin on the 

lipid peroxidation induced by UVA radiation reached its maximum, remaining in 

approximately 58 % (P < 0.05). In contrast, against UVC radiation, the presence of 
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higher quercetin concentrations (7.5 to 25 µM) resulted in additional inhibition on the 

lipid peroxidation. The inhibition effect was more pronounced, reaching its maximum 

in 92 % when quercetin concentration was 25 µM.  

 

3.2. Liquid chromatography 

The chromatograms obtained for 50 % (v/v) ethanol/water solutions containing 

quercetin before irradiation and after exposure to UVA or UVC radiation are 

presented in figure 3. The purity of quercetin peak showed that the method was 

specific (data not shown). The regression coefficient (R2 = 0.9992) confirmed that the 

calibration curve was linear over the concentration range of quercetin (1.0 to 10.0 

µg.mL-1). The repeatability (RSD = 2.15 %) and the intermediate precision (RSD = 

1.68 %) were adequate. The quercetin recovery (from 99.4 to 104.8 %) at low, 

medium and high concentrations (1.0, 5.0 and 10.0 µg.mL-1) showed that the method 

was accurate. The detection and quantitation limits (0.09 and 0.27 µg.mL-1, 

respectively) showed the sensitivity of the method. 

 

3.3. Photostability study of quercetin 

In order to understand the varying effectiveness of quercetin in inhibiting the lipid 

peroxidation in 1 % (w/v) egg yolk dispersions induced by UVA or UVC radiation, we 

investigated its photostability under the same experimental conditions employed in 

the antioxidant activity tests. Thus, we exposed 50 % (v/v) ethanol/water solutions 

containing quercetin (25 µM) to UVA (for 48 h) or UVC (for 120 min) radiation and 

monitored quercetin concentration by LC analysis. The corresponding 

chromatograms are shown in figure 3. At the beginning (unirradiated samples), only 

the peak corresponding to quercetin (peak 7) was detected (Fig. 3a), which 
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concentration was considered 100 %. The exposure of 50 % (v/v) ethanol/water 

solutions containing quercetin to UVA or UVC radiation generated similar LC profiles. 

Simultaneously to the decrease of the peak area of quercetin, six new peaks (1 to 6) 

were detected in the chromatograms, indicating the degradation of quercetin. The 

appearance of several additional peaks suggests the formation of a very complex 

mixture of substances, although no color change of the solutions had been observed. 

The retention times (Rt) of the peaks 1 to 6, situated between 5.2 and 12.8 min, 

suggest that all of them correspond to more polar substances than quercetin (peak 7, 

Rt = 13.3 min). After 30 min of exposure to UVC radiation, approximately 75 % of the 

original concentration of quercetin remained in the media (Fig. 3c). When exposed to 

UVA radiation for 25 h, the quercetin concentration in the media was reduced to 

approximately 52 % (Fig. 3b). The lower areas of the peaks 1 to 6 in this 

chromatogram, when compared with those observed for the sample exposed to UVC 

radiation, can be explained by the dilution of the sample before LC analysis due to 

the evaporation of the solvent during UVA irradiation (section 2.4). 

 

3.4. Determination of the degradation kinetic 

The results revealed that quercetin degradation induced by UVC radiation followed a 

zero-order kinetic, which means that the rate of the reaction is a constant. By the 

other hand, quercetin degradation induced by UVA radiation followed a first-order 

kinetic, indicating that the rate of the reaction is directly proportional to the logarithm 

of the quercetin concentration in the media. The comparison between the exposure 

time necessary to obtain a decrease of 10 % of the initial concentration of quercetin 

(T90 %) and the rate constant of the reaction (K), presented in table 1, reveals that 
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quercetin degradation induced by UVC radiation is much faster than that induced by 

UVA radiation. 

 

3.5. Characterization of the degradation products 

The characterization of the main degradation products formed by exposure of 50 % 

(v/v) ethanol/water solutions containing quercetin (25 µM) to UVA or UVC radiation, 

on the basis of the LC/DAD and MS/MS analysis, is presented in table 2. The peak 4 

(Rt = 8.1 min), namely 5,7,4’,5’-tetrahydroxy-2-methoxy-3,4-flavandione, was the 

major degradation product of quercetin when it was exposed to UVA radiation for 25 

h, whereas the peak that eluted at 5.2 min (peak 1), identified as phloroglucinol 

carboxylic acid, was the major degradation product of quercetin when it was exposed 

to UVC radiation for 30 min. The reduction of the original pH of this media (from 6.4 

to 3.8) corroborates this finding. The peaks marked with x in the chromatogram 

presented in figure 3 could not be identified because they produced no signal in the 

MS/MS system employed. 

Taken together, quercetin dissolved in 50 % (v/v) ethanol/water (25 µM) showed 

higher inhibition effect on the lipid peroxidation induced by UVC radiation (92 %), 

after 30 min of exposure, than that induced by UVA radiation (inhibition of 58 %), 

after a period of 25 h. This behavior is probably due to the higher residual 

concentration of quercetin (75 %) in the media exposed to UVC radiation than that 

exposed to UVA radiation (52 %). The contradictory fact that quercetin had not been 

stable against UVA and UVC radiations and, by the other hand, it had presented high 

inhibition effect on the lipid peroxidation induced by both radiations can be explained 

by the contribution of the corresponding degradation products for the biological effect 

measured. The chemical structures of the main degradation products of quercetin 
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formed under the experimental conditions employed in this study, all of them 

polyphenol derivatives, are presented in figure 4 and suggest their potential property 

of scavenging reactive oxygen species and free radicals. Additionally, the 

degradation reaction seems to involve the attack of the C3 hydroxyl group at the C-

ring of quercetin molecule. The blockage of this position by a sugar moiety is the 

main reason for the higher stability of rutin against oxidation than its aglicone 

quercetin [8,12]. 

 

4. Conclusions 

Although quercetin had not been stable against UVA and UVC radiations, it was able 

to inhibit the lipid peroxidation induced by both radiations, which suggests that the 

corresponding degradation products, all of them polyphenol derivatives, could have 

contributed for the biological effect measured. These findings show the relevance of 

investigating the stability of quercetin under the same experimental conditions 

employed in lipid peroxidation tests for enlightening its photoprotective effect in this 

kind of biological test.  

 

Acknowledgements 

The authors are grateful to Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES) and to Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CNPq) for the financial support and scholarships. 

 

 

 

 



 

 

129 

References 
 
[1] F. Bonina, M. Lanza, L. Montenegro, C. Puglisi, A. Tomaino, D. Trombetta, F. 
Castelli, A. Saija, Flavonoids as potential protective agents against photo-oxidative 
skin damage, Intern. J. Pharm. 145 (1996) 87-94. 
 
[2] A. Saija, A. Tomaino, D. Trombetta, M.L. Pellegrino, B. Tita, C. Messina, F.P. 
Bonina, C. Rocco, G. Nicolosi, F. Castelli, “In vitro” antioxidant and photoprotective 
properties and interaction with model membranes of three new quercetin esters, Eur. 
J. Pharm. Biopharm. 56 (2003) 167-174. 
 
[3] L.F. Yamaguchi, D.G. Vassão, M.J. Kato, P. Di Mascio, Biflavonoids from 
Brazilian pine Araucaria angustifolia as potentials protective agents against DNA 
damage and lipoperoxidation, Phytochem. 66 (2005) 2238-2247. 
 
[4] J. Gabrielska, M. Soczynska-Kordala, J. Hladyszowski, R. Zylka, J. Miskiewicz, S. 
Przestalski, Antioxidative effect of quercetin and its equimolar mixtures with phenyltin 
compounds on liposome membranes, J. Agric. Food Chem. 54 (2006) 7735-7746. 
 
[5] B.M. Fahlman, E.S. Krol, Inhibition of UVA and UVB radiation-induced lipid 
oxidation by quercetin, J. Agric. Food Chem. 57 (2009) 5301-5305. 
 
[6] S.C. Bischoff, Quercetin: potentials in the prevention and therapy of disease, Curr. 
Opin. Clin. Nutr. Metab. Care 11 (2008) 733-740. 
 
[7] A.W. Boots, G.R.M.M. Haenen, A. Bast, Health effects of quercetin: from 
antioxidant to nutraceutical, Eur. J. Pharmacol. 585 (2008) 325-337. 
 
[8] G.J. Smith, S.J. Thomsen, K.R. Markham, C. Andary, D. Cardon, The 
photostabilities of naturally occurring 5-hydroxyflavones, flavonols, their glycosides 
and their aluminium complexes, J. Photochem. Photobiol. A: Chem. 136 (2000) 87-
91.  
 
[9] V. Weiss-Angeli, F.S. Poletto, L.R. Zancan, F. Baldasso, A.R. Pohlmann, S.S. 
Guterres, Nanocapsules of octyl methoxycinnamate containing quercetin delayed the 
photodegradation of both components under ultraviolet A radiation, J. Biomed. 
Nanotechnol. 4 (2008) 1-10.  
 
[10] I.C.H., International conference on harmonization of technical requirements for 
registration of pharmaceuticals for human use, Validation of analytical procedures: 
text and methodology, Q2 (R1) (2005). 
 
[11] A. Zhou, O.A. Sadik, Comparative analysis of quercetin oxidation by 
electrochemical, enzymatic, autoxidation, and free radical generation techniques: a 
mechanistic study, J. Agric. Food Chem. 56 (2008) 12081-12091. 
 
[12] N. Buchner, A. Krumbein, S. Rohn, L.W. Kroh, Effect of thermal processing on 
the flavonols rutin and quercetin, Rapid Commun. Mass Spectrom. 20 (2006) 3229-
3235. 
 



 

 

130 

Figure captions 

 

Fig. 1. Lipid peroxidation in 1 % (w/v) egg yolk dispersions as a function of the 

exposure period to UVA or UVC radiation 

 

Fig. 2. Inhibition of the lipid peroxidation induced by exposure of 1 % (w/v) egg yolk 

dispersions to UVA (for 25 h) or UVC (for 30 min) radiation as a function of the 

quercetin concentration dissolved in 50 % (v/v) ethanol/water 

 

Fig. 3. LC profiles of 50 % (v/v) ethanol/water solutions containing quercetin (25 µM): 

before irradiation (a); after exposure to UVA radiation for 25 h (b); after exposure to 

UVC radiation for 30 min (c) 

 

Fig. 4. Chemical structures of the main degradation products formed by exposure of 

50 % (v/v) ethanol/water solutions containing quercetin to UVA or UVC radiation 
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Fig. 1. 
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Fig. 2. 
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Fig. 3. 
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Fig. 4. 
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Table 1. Data of degradation kinetic of quercetin dissolved in 50 % (v/v) ethanol/water by exposure to UVA or UVC radiation 

*K = rate constant of the reaction; T90 % = exposure time necessary to obtain a decrease of 10 % of the initial concentration of 
quercetin 

 

 

 

 

UVA UVC 
exposure                        
time                        
(h) 

residual                      
concentration                

(µg.mL-1) 

residual                    
concentration                      

(%) 

 
K*      

(µg.h-1) 

 
T90 %*         

(h) 

exposure 
time    
(min) 

residual 
concentration 

(µg.mL-1) 

residual                    
concentration                    

(%) 

 
K*  

(µg.min-1) 

 
T90 %*                

(min) 
0 
6 
12 
25 
48 

7.49 
5.86 
5.31 
3.91 
1.67 

100 
78 
71 
52 
22 

 
 

0.0132 

 
 

1.12 

0 
15 
30 
60 
120 

8.01 
6.82 
6.05 
4.24 
1.37 

100 
85 
75 
53 
17 

 
 

0.0543 

 
 

0.25 
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Table 2. LC/DAD and MS/MS data of the main degradation products formed by exposure of 50 % (v/v) ethanol/water solutions 
containing quercetin to UVA or UVC radiation 

      *sh = shoulder 

 

 

 

 

 

 
peak 

retention time 
(min) 

λ max           
(nm) 

molecular ion 
(m/z) 

 
photodegradation products 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

5.2 
6.1 
7.4 
8.1 
9.2 

12.8 
13.3 

292 
294 (320sh*) 
258 / 292 

292 
274 (290sh*) 
274 (290sh*) 
255 / 370 

169 
317 
153 
363 
211 
195 
301 

phloroglucinol carboxylic acid (2,4,6-trihydroxybenzoic acid) 
2-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,4,6-trihydroxybenzofuran-3(2H)-one 

protocatechuic acid (3,4-dihydroxybenzoic acid) 
5,7,4’,5’-tetrahydroxy-2-methoxy-flavan-3,4-dione (+ methanol) 

methyl ester of 2,4,6-trihydroxyphenylglyoxylic acid 
methyl ester of 2,4-dihydroxyphenylglyoxylic acid 

quercetin (3,3’,4’,5,7-pentahidroxy-flavone) 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 4. Avaliação ex vivo da permeação e do potencial antioxidante cutâneo 

de formulações contendo quercetina ou a mistura física quercetina/β-ciclodextrina 
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O expressivo interesse científico pela quercetina é decorrente de suas 

inúmeras propriedades biológicas, a maioria das quais parece estar, pelo menos em 

parte, relacionada à sua atividade antioxidante, aspecto de interesse em 

preparações destinadas à aplicação tópica (PINNELL, 2003; KAUR et al., 2007; 

YAAR; GILCHREST, 2007).  

Alguns estudos sugerem uma promissora atividade antioxidante cutânea da 

quercetina. CASAGRANDE e colaboradores (2007), por exemplo, observaram uma 

inibição da peroxidação lipídica em homogenato de pele suína, induzida pelo 

sistema Fe2+/citrato, após tratamento ex vivo da pele, por 12 horas, com 1,0 g de 

emulsões O/A contendo 1,0 % de quercetina. Em outros estudos, realizados pelo 

mesmo grupo, o efeito in vivo da aplicação de 0,5 g de emulsões O/A, contendo 1,0 

% de quercetina (CASAGRANDE et al., 2006), ou 0,3 g de microemulsões A/O, 

contendo 0,3 % de quercetina (VICENTINI et al., 2008), sobre a pele do dorso de 

camundongos, 1 hora antes, 5 minutos antes e logo após a exposição dos animais à 

radiação UVB, foi avaliado quanto ao dano oxidativo 6 horas após a irradiação. Um 

efeito de inibição da atividade da mieloperoxidase e da atividade/secreção de 

proteinases cutâneas, bem como sobre a depleção dos níveis de glutationa reduzida 

na pele, foram observados. 

Entretanto, o emprego em potencial da quercetina na profilaxia e no 

tratamento de distúrbios cutâneos associados ao estresse oxidativo é limitado pela 

sua baixa capacidade de penetração cutânea (tabela 4.1), a qual tem sido atribuída, 

principalmente, à reduzida hidrossolubilidade da molécula (AZUMA et al., 2002; 

LAURO et al., 2002; SAIJA et al., 2003; MONTENEGRO et al., 2007). 

 Nesse sentido, diversas estratégias vêm sendo empregadas na tentativa de 

facilitar a difusão da quercetina através de membranas:  

� esterificação da molécula (MONTENEGRO et al., 2007); 

� incorporação em nanoemulsões (FASOLO, 2007); 

� encapsulação em nanopartículas (WEBBER, 2003); 

� uso de promotores de penetração (SAIJA et al., 1998; ARCT et al., 2002; KIM 

et al., 2004; OLIVELLA et al., 2007); 
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� complexação com β-ciclodextrina (VINADÉ, 1995) 

 A estratégia de complexação da quercetina com β-ciclodextrina, no entanto, 

encontra uma grande limitação que é a baixa concentração de quercetina na referida 

associação. Assim, o presente capítulo é dedicado à avaliação da influência da β-

ciclodextrina, sob a forma de mistura física com a quercetina, na promoção da 

penetração da aglicona na pele. A concentração do flavonóide retido em cada 

camada da pele, epiderme e derme, bem como o correspondente potencial 

antioxidante cutâneo são medidos para o dimensionamento desta influência. 
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Tabela 4.1. Relatos de difusão pela quercetina através de membranas na literatura. 

 

 

 
Referência 

 
Modelo 

 
Membrana 

 
Fase doadora 

QQCT  
aplicada 

 
Fase aceptora 

Tempo 
(h) 

 
Análise 

Q absorvida 
(µg.cm-2) 

 
Q retida 

 
VINADÉ (1995) 

CD 
in vitro 

filme 
polimérico 

a: dispersão aquosa 
b: solução aquosa βCD 

sistema 
fechado 

a: água 
b: solução aquosa βCD 

 
4 

 
UV 

a: 2,5 % 
b: 40,0 % 

 
- 

BONINA e colaboradores 
(1996) 

CD 
ex vivo 

 
pele humana 

 
solução acetona 

 
0,2 mg 

 
etanol 50 % 

 
24 

 
CLAE 

 
1,82 

 
- 

 
SAIJA e colaboradores 
(1998) 

 
CD 

ex vivo 

 
pele humana 

a: solução acetona 
b: solução acetona (+PT LIM)  
c: solução acetona (+PT LE) 

 
0,4 mg 

 
etanol 50 % 24       

(+6 PT) 

 
CLAE 

 

a: 2,18 
b: 2,54 
c: 2,66 

 
- 

 
ARCT e colaboradores 
(2002) 

 
CD 

in vitro 

 
lipofílica 

a: tampão fosfato 
b: tampão fosfato (+PEG400, 
PEG1500,PG,G ou BG) 

 
não 

mencionado 

 
tampão fosfato 

 
72 

 
UV 

(a ≈ bBG > bPG 
≈ bPEG400 ≈ bG 
> bPEG1500) 

 
- 

 
WEBBER (2003) 

 
CD 

ex vivo 

 
pele suína 

a: solução acetona 
b: emulsão iônica com NC 
(+MI+PG) 

 
20 mg 

 
etanol 50 % 

 
12 

 
CLAE 

 
a: 0,67 
b: 3,34 

 
- 

KIM e colaboradores 
(2004) 

CD 
ex vivo 

pele  
camundongo 

adesivos transdérmicos 
(+ácidos graxos) 

 
15/30/60 mg 

solução salina de 
PEG400 (40 %) 

 
24 

 
CLAE 

liberação 
controlada 

 
- 

CASAGRANDE e 
colaboradores (2007) 

CD 
ex vivo 

 
pele suína 

emulsões O/A                       
(não-iônica e aniônica) 

 
10 mg 

tampão fosfato (pH 7,6) 
+ 0,5 % tween20 

 
12 

 
CLAE 

 
não detectado 

 
- 

 
FASOLO (2007) 

 
CD 

ex vivo 

 
pele suína 

a: solução acetona 
b: nanoemulsão  
c: nanoemulsão catiônica 

 
1 mg 

 
etanol 50 % 

 
8 

 
CLAE 

a: 0,42 
b: 0,60 
c: 1,54 

a:            - 
b: 254 µg.g-1 
c: 231 µg.g-1 

 
MONTENEGRO e 
colaboradores (2007) 

 
CD 

ex vivo 

 
 

pele humana 

a: solução aquosa QCT 
b: solução aquosa éster 2 
c: solução aquosa éster 3 
d: solução aquosa éster 5 

a: 1,44 µg 
b: 12,8 µg 
c: 92,4 µg 
d: 1,02 µg 

 
 
etanol 50 % 

 
 

22 

 
 

CLAE 

a: 0,45 
b: 1,77 
c: 5,37 
d: não detectado 

 
 
- 

 
OLIVELLA e 
colaboradores (2007) 

 
CD 

ex vivo 

 
pele suína 

a: gel carbopol 
b: gel carbopol (+DMF) 
c: gel carbopol (+mentol) 

 
22,25 mg 

 
tampão fosfato (pH 7,4) 

 
2 

 
UV 

a: ± 200 
b: ± 400 
c: ± 400 

 
- 

CD 
ex vivo 

 
pele suína 

tampão fosfato (pH 7,2) 
+ 0,5 % tween20 

 
12 

 
não detectado 

EC: 16,9 µg.cm-2 
EV/D: 2,5 µg.cm-2 

 
VICENTINI e 
colaboradores (2008)  

in vivo 
pele  

camundongo 

 
 
microemulsão A/O 

 
 

0,3 mg  
- 

 
6 

 
 

CLAE  
- 

EC: 21,5 µg.cm-2 
EV/D: 11,3 µg.cm-2 

 
 
KITAGAWA e 
colaboradores (2009) 

 
 

CD 
ex vivo 

 
pele 

porquinho-da-
índia  

 
 
microemulsão A/O 

 
 

6 mg 

 
 

tampão fosfato (pH 7,4) 
+ 1,0 % albumina 

 
 

30 

 
 

CLAE 

 
 
não detectado 

± 3,7 µmol.g-1 
Maior distribuição 
nas camadas mais 
profundas 
(criomicrótomo) 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Estudar a influência do veículo de formulações (hidrogel e pomada contendo 

quercetina, sob a forma livre ou de mistura física com β-ciclodextrina) e do efeito 

promotor da β-ciclodextrina sobre: 

• a penetração cutânea da quercetina em cada camada da pele (epiderme e 

derme); 

• o potencial antioxidante da quercetina em cada camada da pele (epiderme e 

derme) 
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Abstract  

The enhancer effect of β-cyclodextrin and the influence of the vehicle (hydrogel or 

ointment) on the ex vivo skin permeation as well as on the antioxidant potential of 

quercetin were investigated. The cutaneous permeation assay was evaluated using 

Franz diffusion cells. When quercetin was associated to β-cyclodextrin and 

incorporated into the hydrogel, it was observed an increase of the quercetin 

concentration retained in the epidermis and in the dermis. The highest antioxidant 

potential and reactivity, evaluated by TRAP and TAR assays, respectively, were 

observed when the skin was treated with the quercetin:β-cyclodextrin mixture 

incorporated into the hydrogel. These findings demonstrate the potential of the 

hydrogel containing quercetin associated to β-cyclodextrin for the prevention of 

oxidative stress-mediated cutaneous damages. 

 

Key-words: antioxidant activity, β-cyclodextrin, HPMC, quercetin, skin permeation 
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1. Introduction 

The exposure of the skin to environmental factors, such as sun radiation and air 

pollution, produces reactive oxygen species (ROS) which can induce cutaneous 

damages, such as ageing, inflammation, cancer, and immunosuppression. The 

topical administration of formulations containing antioxidants represents an 

interesting strategy for enriching the endogenous defense system and, thus, for 

protecting the skin against oxidative stress-mediated damages [1,2]. Topical delivery 

systems of bioactive substances have been of great interest as a cosmetic or a 

therapeutic approach for the prevention and the treatment of skin damages because 

they restrict the effects to specific tissues and, at the same time, avoid possible 

systemic toxicity. However, the success of a topical delivery system depends on the 

ability of the bioactive substance to be released from the vehicle in which it is 

applied, reaching the skin surface, and to penetrate the skin in a manner that allows 

it to reach in sufficient amount the desired site of action [3].  

Quercetin is a flavonoid aglycon presenting a well known antioxidant activity, which 

results from its ability of scavenging ROS, chelating metal ions, and inhibiting the 

lipid peroxidation [4]. The beneficial effects of quercetin on oxidative skin damages, 

induced by Fe2+/citrate system (ex vivo [5,6]) or UVB radiation (in vivo [7,8]), have 

been reported. In some of these studies, the quercetin concentration which was 

active in the whole skin was measured using ex vivo [8,6] or in vivo [8] models, 

suggesting that the flavonoid presents a reduced ability to penetrate through the skin. 

The enhancer effect of cyclodextrins on the skin penetration of quercetin has not 

been investigated to date and, thus, their use represents an interesting strategy to 

overcome this limitation. 
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In this context, the present work was designed for investigating the enhancer effect of 

β-cyclodextrin and the influence of the vehicle (hydrogel or ointment) on the ex vivo 

cutaneous permeation of quercetin as well as on the antioxidant potential of the 

flavonoid. For the first time, the quercetin concentration is determined separately in 

the epidermis and in the dermis and a relationship between the quercetin 

concentration retained in each skin layer and the corresponding antioxidant potential 

of the flavonoid is established. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

Reference quercetin (purity 98 %), luminol (3-aminophthalhydrazide), AAPH (2,2'-

azo-bis(2-amidinopropane)) hydrochloride and bovine serum albumin were 

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pharmaceutical grade quercetin 

was purchased from Deg (São Paulo, Brazil). β-cyclodextrin was kindly supplied by 

Roquette Frères (Lestrem, France). Hydroxypropyl-methyl-cellulose (HPMC, 

Methocel K4M) was purchased from Blanver (São Paulo, Brazil). Water was purified 

using a Milli-Q system (Millipore®, Bedford, MA, USA). Acetone, n-octanol, ethilic 

ether, solid and liquid paraffin, propyleneglycol, sodium phosphate and acetate and 

phosphate buffers were purchased from Synth (São Paulo, Brazil). Liquid 

chromatography grade acetonitrile, ethanol and phosphoric acid were purchased 

from Merck (Darmstadt, Germany). Pig ears were kindly supplied by Cosuel 

(Encantado, Brazil). 
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2.2. Chromatographic conditions and analytical method validation 

A liquid chromatography (LC) method was developed for quercetin analysis in the 

skin permeation studies. The analysis was performed using a Shimadzu Prominence 

LC-10A equipment (Kyoto, Japan) coupled to an UV/VIS detector SPD-20AV. The 

detection was set at 372 nm. The stationary phase was a Phenomenex RP C18 

column (150 x 4.6 mm i.d., 5 µm particle size) guarded by a Lichrosorb precolumn (4 

x 3 mm i.d., 10 µm particle size). The mobile phase was a mixture of 0.05 % 

phosphoric acid and acetonitrile (60:40, v/v). Isocratic elution was performed under a 

flow rate of 0.8 mL.min-1. The injection volume was 20 µL and the runtime was 10 

min. The analysis was performed at room temperature. 

The LC method was validated for specificity, linearity, precision, accuracy, and 

detection (DL) and quantitation (QL) limits [9]. The specificity of the method was 

evaluated by analyzing acceptor solutions or skin extracts in order to confirm that the 

biological matrix does not interfere on the quercetin analysis during the cutaneous 

permeation studies. For this, formulations without quercetin were applied on the skin 

surface and the diffusion cells were kept under stirring at 37 ± 0.5 ºC for 8 h. The 

linearity of the method was evaluated by regression analysis using the least square 

method. Three calibration curves were obtained by plotting the peak area versus the 

quercetin concentration in ethanol:water (50 %, v/v) mixtures (0.4, 0.8, 1.2, 1.6 and 

2.0 µg.mL-1), each one prepared in triplicate. The DL and the QL of the method were 

calculated based on the standard deviation of the intercept and on the slope of the 

calibration curve. The repeatability of the method was evaluated by analyzing nine 

aliquots of ethanol:water (50 %, v/v) mixture containing quercetin (1.2 µg.mL-1) during 

the same day. For the intermediary precision evaluation, three aliquots of 

ethanol:water (50 %, v/v) mixture containing quercetin (1.2 µg.mL-1) were analyzed 
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during three consecutive days, under the same experimental conditions. A fresh 

solution was prepared at each day. The accuracy of the method was evaluated by 

adding known amounts of ethanol:water (50 %, v/v) mixture containing quercetin to 

the acceptor solution or to the skin extract at the following concentration levels: low 

(0.4 µg.mL-1), medium (1.2 µg.mL-1) and high (2.0 µg.mL-1). 

 

2.3. Determination of the partition coefficient of quercetin in octanol/water 

Six milliliters of water and 6 mL of n-octanol were mixed and kept under stirring at 

room temperature for 24 h to achieve the equilibrium. An excess amount of quercetin 

(3 mg) was added to a 3 mL aliquot of each phase and the mixture of both phases 

was kept under stirring for further 12 h. The mixture was centrifuged at 10,000 rpm 

for 15 min. The supernatant of each phase was diluted with ethanol:water (50 %, v/v) 

mixture and then filtered through a 0.45 µm pore diameter membrane (Millipore® 

HVLP). The quercetin content was measured in triplicate using the above-described 

LC method. 

The partition coefficient was determined and the logarithm of the quotient between 

the saturation concentration of quercetin (µg.mL-1) in the octanol and aqueous 

phases, respectively, was calculated (log Kp). 

 

2.4. Determination of the quercetin solubility and stability in the acceptor solution 

An excess amount of quercetin (20 mg) was added to 10 mL of ethanol:water (50 %, 

v/v) mixture. The resulting dispersion was stirred at 37 ± 0.5 ºC for 24 h using a water 

bath and then filtered through a 0.45 µm pore diameter membrane (Millipore® HVLP). 

The supernatant was diluted with ethanol:water (50 %, v/v) mixture and the quercetin 

content was measured in triplicate using the above-described LC method. 
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The quercetin stability in the acceptor solution was also evaluated. For this, 

ethanol:water (50 %, v/v) mixture containing quercetin (2 µg.mL-1) was kept under 

stirring at 37 ± 0.5 º using a water bath for 8 h. At pre-determined time intervals (0, 2, 

4 and 8 h), aliquots were collected and filtered through a 0.45 µm pore diameter 

membrane (Millipore® HVLP). The quercetin content was measured in triplicate using 

the above-described LC method. 

 

2.5. Preparation and stability evaluation of formulations containing quercetin 

In view to evaluate the effect of the vehicle on the cutaneous permeation and on the 

antioxidant potential of quercetin, two formulations were prepared: a hydrogel and an 

ointment. For the hydrogel preparation, HPMC was dispersed in water (2 %) and kept 

under occasional stirring for 24 h at room temperature. For the ointment preparation, 

solid paraffin (50 %) was melted at 70 ± 0.5 ºC using a water bath and added from 

liquid paraffin (50 %). The mixture was stirred and allowed to cool to room 

temperature. Quercetin or quercetin:β-cyclodextrin physical mixture (1:1 molar ratio) 

was incorporated into the vehicles (corresponding to 1 % of quercetin) with previous 

solubilization in sufficient amount of propylene glycol. The formulations were allowed 

to equilibrate for 24 h before use.  

For the stability tests, the formulations (hydrogel or ointment containing quercetin or 

quercetin:β-cyclodextrin mixture) were stored at room temperature for 48 h. At pre-

determined time intervals (0, 12, 24 and 48 h), samples of 100 mg were collected, 

kept under stirring at room temperature for 30 min with adequate solvent 

(ethanol:water 50 % v/v mixture, for the hydrogel, and ethilic ether, for the ointment), 

diluted with ethanol:water (50 %, v/v) mixture until the theoretical quercetin 

concentration of 1 µg.mL-1, and filtered. The quercetin content was measured in 
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triplicate using the above-described LC method. The pH of the formulations was 

determined using pH meter calibrated with acetate (pH 4.0) and phosphate (pH 7.0) 

buffers. 

 

2.6. Skin treatment 

The ex vivo cutaneous permeation of quercetin was investigated using modified 

Franz type diffusion cells [10] with approximately 2.54 cm2 of interface area and 10 

mL of acceptor volume. Hairless pig ear skin with approximately 1 mm of thickness 

was used as membrane. 

The pig ears were stored at -18 ºC before use. The whole skin on the back of the 

defrosted ear was removed from the underlying cartilage using a scalpel. The blood 

vessels and the subcutaneous fat were also removed. Circular disks of skin were 

hygienized with running water and adhered to the acceptor phase containing a 

magnetic stirrer, with the stratum corneum facing the donor phase, which was then 

mounted. The acceptor and donor phases were filled with phosphate buffer (0.2 M, 

pH 7.4) and the skin was hydrated for 12 h under refrigeration at 4 ºC.  

 

2.7. Evaluation of the ex vivo skin permeation of quercetin  

In the acceptor phase, the phosphate buffer was replaced by ethanol:water (50 %, 

v/v) mixture. In the donor phase, it was replaced by approximately 200 mg of the 

formulations (hydrogel or ointment containing quercetin or quercetin:β-cyclodextrin 

mixture) or by 50 µL of quercetin solution in acetone (after which the volatile solvent 

was allowed to evaporate), both corresponding to 2 mg of quercetin, or by the 

controls (vehicles or acetone), which were uniformly applied on the skin surface. The 

application of quercetin:β-cyclodextrin mixture on the skin surface using acetone was 
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not performed due to the low solubility of β-cyclodextrin in this solvent. The diffusion 

cells were kept under stirring at 37 ± 0.5 ºC using a water bath during the experiment 

(8 h). After this period, the skin and the acceptor solution were removed from the 

diffusion cells.  

The acceptor solution was filtered through a 0.45 µm pore diameter membrane 

(Millipore® HVLP) and the quercetin content was measured using the above-

described LC method. The results were expressed as quercetin amount permeated 

by area (µg.cm-2). All measurements were performed in tetraplicate. 

The skin surface was wiped with a cotton swab, washed with ethanol:water (50 %, 

v/v) mixture and stripped by the application of one adhesive tape (3M®) to remove the 

sample excess remaining. The skin disks were immersed in water at 60 ± 0.5 ºC for 1 

min and then the epidermis was separated from the dermis by sliding it off with a 

scalpel blade. Each skin layer was separately weighed, cut in small pieces with a 

scalpel, and then transferred to a glass tissue homogenator. The quercetin extraction 

from each skin layer was performed by trituration for 2 min with 1 mL of ethanol:water 

(50 %, v/v) mixture followed by shaking in ultrasound bath for 2 min, and trituration 

for further 2 min. The extraction procedure was carried out in triplicate. The total 

volume (3 mL) of homogenate was transferred to a volumetric flask and made up to 

5.0 mL with ethanol:water (50 %, v/v) mixture. The supernatant was filtered through a 

0.45 µm pore diameter membrane (Millipore® HVLP) and the quercetin content was 

measured using the above-described LC method. The results were expressed as 

quercetin amount retained by tissue mass (µg.g-1). All measurements were 

performed in tetraplicate. 

 

 



 

 

160 

2.8. Evaluation of the ex vivo antioxidant potential of quercetin in the skin  

The reaction was initiated by adding 10 µL of 4 mM luminol and 4 mL of 10 mM 

AAPH. The mixture was incubated at room temperature for 2 h, resulting in steady 

chemiluminescence emission. Forty microliters of the samples, epidermis or dermis 

homogenate obtained from the skins (corresponding to approximately 8 µg of protein) 

previously  treated with the formulations (hydrogel or ointment containing quercetin or 

quercetin:β-cyclodextrin mixture; with quercetin dissolved in acetone; or with the 

controls, vehicles or acetone), were added to the system and the chemiluminescence 

emission at 575 nm was monitored for 60 min in a liquid scintillation counter (Wallac 

1409, Turku, Finland). The protein amount in the homogenates was measured by the 

Lowry et al. method [11], using bovine serum albumin as standard. All measurements 

were performed in tetraplicate. 

The TRAP (total reactive antioxidant potential) profiles of the samples were obtained 

by measuring the chemiluminescence emission as counts per minute (CPM). The 

percentage of the corresponding values was calculated and the areas under the 

curves were compared with the control (skin not treated). The TAR (total antioxidant 

reactivity) index was determined by measuring the initial decrease of the 

chemiluminescence. It was calculated as the ratio lo/l, where lo is the emission of the 

chemiluminescence before the quercetin addition and l is the instantaneous emission 

of the chemiluminescence after the quercetin addition to the system. 

 

2.9. Statistical analysis 

One-way analysis of variance followed by Tukey’s test was employed in the 

comparison of the experimental data for significance at P-values less than 0.05. 
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3. Results and discussion 

3.1. Liquid chromatography 

The purity of the quercetin peak in the presence of the biological matrix (acceptor 

solution or skin extract) showed that the method was specific (data not shown). The 

regression coefficient (R2 = 0.9995) confirmed that the calibration curve was linear 

over the quercetin concentration range (0.4 to 2.0 µg.mL-1). The relative standard 

deviation (R.S.D.) of the slope of the three curves was 1.14 %. The equation 

obtained was y = 98384 x + 1899.6, where y is the peak area and x is the quercetin 

concentration. The confidence intervals for the intercept included zero (-3311;7110), 

confirming the absence of constant systematic error. The DL (0.05 µg.mL-1) and the 

QL (0.17 µg.mL-1) showed the sensitivity of the method. The repeatability (R.S.D. = 

0.97 %) and the intermediate precision (R.S.D. = 2.06 %) were adequate. The 

quercetin recovery from the acceptor solution (96.8 to 99.6 %) and from the skin 

extract (91.6 to 98.1 %) showed that the method was accurate. 

 

3.2. Determination of the partition coefficient of quercetin in octanol/water 

The log Kp is an indicator of the affinity of a compound by lipid membranes. In the 

present study, quercetin presented a log Kp of 2.13 ± 0.01. This value is similar to 

that reported in the literature (1.82) [12] and it characterizes quercetin as a lipophilic 

molecule with adequate potential to penetrate through the skin. 

 

3.3. Determination of the quercetin solubility and stability in the acceptor solution 

The low solubility of biologically active substances in water, such as the aglycon 

quercetin (3.7 µg.mL-1 [13]), has determined the use of ethanol:water (50 %, v/v) 

mixture as acceptor phase for obtaining the sink condition during skin permeation 
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studies. In this solvent, at 37 ± 0.5 ºC, the quercetin solubility was 0.65 ± 0.01 

mg.mL-1.  

No quercetin degradation was observed during 8 h of stirring at 37 ± 0.5 ºC (data not 

shown), suggesting that quercetin remained stable in ethanol:water (50 %, v/v) 

mixture under the evaluated conditions. These results demonstrate the adequacy of 

this solvent as acceptor phase to investigate the skin permeation of quercetin. 

 

3.4. Preparation and stability evaluation of formulations containing quercetin 

Before evaluating the cutaneous permeation of quercetin, the stability of this 

flavonoid was investigated in all formulations (hydrogel and ointment containing 

quercetin or quercetin:β-cyclodextrin mixture). The pH of the formulations (between 

5.0 and 5.5) remained unaltered as well as no quercetin degradation was observed 

during 48 h of storage at room temperature (data not shown). These results suggest 

that quercetin remained stable in the formulations after their preparation.  

 

3.5. Evaluation of the ex vivo skin permeation of quercetin 

The evaluation of the permeation of formulations containing antioxidants is an 

important step for the development of new pharmaceutical or cosmetical products, 

since oxidative stress-mediated cutaneous damages occur in the epidermis and/or in 

the dermis. Thus, we investigated the enhancer effect of β-cyclodextrin and the 

influence of two different vehicles (hydrogel and ointment) on the cutaneous 

permeation of quercetin. For comparison purpose, the intrinsic permeation of 

quercetin was also evaluated, where the flavonoid dissolved in acetone was applied 

on the skin surface. 
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The test of intrinsic permeation demonstrated that the quercetin concentration 

retained in the epidermis (703.37 ± 25.24 µg.g-1) was significantly (P < 0.05) higher 

than that found in the dermis (3.14 ± 0.19 µg.g-1) and in the acceptor phase of the 

diffusion cell (2.56 ± 0.15 µg.cm-2), suggesting that the flavonoid is able to penetrate 

the stratum corneum, the main barrier to drugs penetration through the skin. These 

results are in accordance with some physicochemical characteristics of quercetin 

which are favorable for its cutaneous penetration, such as the partition coefficient 

(2.13) and its low molecular weight (302.24). However, these results also suggest a 

reduced ability of quercetin permeating through the deeper skin layers. 

In order to know the influence of β-cyclodextrin and of the vehicles on the cutaneous 

permeation of quercetin, this flavonoid was incorporated into a hydrogel or into an 

ointment at a concentration of 1 %, in the presence or in the absence of β-

cyclodextrin. The absence of quercetin in the acceptor phase 8 h after the application 

of the formulations on the skin surface, in all of the cases, showed that two 

hypothesis are possible. The first one, the vehicles did not release quercetin to the 

skin surface or, the second one, quercetin was retained in the skin, tending to form a 

reservoir in the epidermis and/or in the dermis lipid domains. The presence of 

quercetin in the epidermis and/or in the dermis was then analyzed and the 

corresponding concentrations are presented in Table 1 and Fig. 1. The ranking of the 

quercetin (QCT) concentration retained in the epidermis from the different 

formulations was as follow: QCT in ointment = quercetin:β-cyclodextrin (QCT:βCD) 

mixture in ointment < QCT in hydrogel < QCT:βCD mixture in hydrogel (P < 0.05). 

The quercetin concentration found in the dermis was as follow: QCT in ointment = 

QCT:βCD mixture in ointment = QCT in hydrogel < QCT:βCD mixture in hydrogel (P 

< 0.05). 
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When quercetin was incorporated into both vehicles, ointment or hydrogel, in the 

absence of β-cyclodextrin, the quercetin concentration found was 109 or 165 µg.g-1, 

in the epidermis, and 1.1 or 1.4 µg.g-1, in the dermis, respectively. These differences 

may be explained by the high affinity of quercetin by the lipophilic excipients present 

in the ointment and the consequent low release of the aglycon, contrarily to the 

hydrogel. 

When quercetin was associated to β-cyclodextrin, the flavonoid concentration found 

in the epidermis increased to 116 or 322 µg.g-1 from the ointment or the hydrogel, 

respectively. Similarly, the quercetin concentration found in the dermis increased to 

1.3 µg.g-1 (from the ointment) or 2.7 µg.g-1 (from the hydrogel). The enhancer effect of 

cyclodextrins on the skin permeation of drugs is already well described in the 

literature [14]. Here we are able to demonstrate it for quercetin. Besides that, our 

results reveal clearly the influence of the vehicle on this effect, since β-cyclodextrin 

was able to enhance the quercetin permeation especially in the hydrophilic matrix. 

The hypothesis that the vehicle nature modulates the release of the own cyclodextrin, 

as previously demonstrated by Koester et al. [15] in HPMC solid matrix (tablets), 

seems to be probable. In the present study, a similar matrix (HPMC) was employed 

in semi-solid state and, therefore, the diffusion mechanism should be also involved. 

By the other hand, in the ointment the enhancer effect of β-cyclodextrin is quite not 

observed. The hypothesis that β-cyclodextrin has been associated with the lipophilic 

excipients from the ointment and, thus, it may not being available for acting as 

permeation enhancer on the skin surface can not be ruled out. These results 

corroborate the importance of choosing an adequate vehicle for incorporating 

quercetin. 
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3.6. Evaluation of the ex vivo antioxidant potential of quercetin in the skin  

The non-enzymatic antioxidant cellular defenses of the skin extracts were estimated 

by TRAP and TAR assays [16]. AAPH was used as a source that produces, at a 

constant rate, peroxyl radicals which react with luminol yielding chemiluminescence. 

The addition of a bioactive substance to the system decreases the 

chemiluminescence proportionally to its antioxidant potential. The TRAP and the TAR 

index of quercetin in the epidermis or in the dermis 8 h after the application of the 

formulations on the skin surface are presented in Fig. 2 and in Fig. 3, respectively. 

All the formulations were significantly (P < 0.05) active in reducing the 

chemiluminescence when compared with the control (skin not treated), 

demonstrating the ability of quercetin in scavenging peroxyl radicals. Similarly to the 

cutaneous permeation results, the highest (P < 0.05) antioxidant potential and 

reactivity were observed for the epidermis and for the dermis treated with 

quercetin:β-cyclodextrin mixture incorporated into the hydrogel. 

 

4. Conclusions 

The present study demonstrated that the enhancer effect of β-cyclodextrin on the 

skin permeation of quercetin and on the corresponding cutaneous antioxidant 

potential were strongly increased when the flavonoid aglycon was incorporated into a 

HPMC hydrogel. This effect was observed both in the epidermis and in the dermis 

and it was not observed when the ointment vehicle was used. These findings 

demonstrate, therefore, the potential use of a HPMC hydrogel containing quercetin:β-

cyclodextrin mixture for the prevention of oxidative stress-mediated cutaneous 

damages, especially those occurring in the most superficial layers of the skin. 
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Table caption 

 

Table 1. Quercetin concentration found in each skin layer, epidermis or dermis, and 

in the acceptor phase of the diffusion cells 8 h after the application of the 

formulations on the skin surface (n = 4) 
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Figure captions 

Figure 1. Cutaneous retention of quercetin in the epidermis (a) or in the dermis (b) 8 

h after the application of the formulations on the skin surface (n = 4). The bars 

marked with the same letter indicate no significant difference by Tukey’s test (P < 

0.05) 

Figure 2. TRAP of quercetin in the epidermis (a) or in the dermis (b) 8 h after the 

application of the formulations on the skin surface (n = 4). The bars marked with the 

same letter indicate no significant difference by Tukey’s test (P < 0.05) 

Figure 3. TAR index (lo/l) of quercetin in the epidermis (a) or in the dermis (b) 8 h 

after the application of the formulations on the skin surface (n = 4). lo is the emission 

of the chemiluminescence before the quercetin addition. l is the instantaneous 

emission of the chemiluminescence after the quercetin addition to the system. The 

bars marked with the same letter indicate no significant difference by Tukey’s test (P 

< 0.05) 
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Figure 1. 
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Table 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Skin QCTa concentration (µg.g-1) 

 

Formulations 

Epidermis Dermis 

QCTa concentration 

in acceptor phase 

(µg.cm-2) 

 

QCTa in ointment 

QCT:βCDb mixture in ointment 

QCTa in hydrogel 

QCT:βCDb mixture in hydrogel 

 

109.0 ± 12.21 

116.3 ± 12.41 

165.3 ± 26.12 

322.6 ± 19.37 

 

1.1 ± 0.3 

1.3 ± 0.2 

1.4 ± 0.2 

2.7 ± 0.3 

 

NDc 

NDc 

NDc 

                NDc 

aQCT = quercetin; bQCT:βCD mixture = quercetin:β-cyclodextrin mixture; cND = not 
detected 
Quercetin concentration in all of the formulations was 1 %. 
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O presente trabalho foi realizado com o objetivo de estudar características 

físicas, químicas e biológicas de interesse para a permeação cutânea do flavonóide 

quercetina e de sua associação com β-ciclodextrina. 

Sabe-se que o grau de hidratação de substâncias fenólicas exerce grande 

influência sobre a configuração molecular e, por conseqüência, sobre a geometria do 

retículo cristalino das mesmas. Assim, o padrão das ligações de hidrogênio das 

hidroxilas das moléculas difere entre suas formas cristalinas. Esta propriedade é 

especialmente relevante para substâncias bioativas como a quercetina, pois estes 

grupamentos podem estar fortemente relacionados com suas propriedades físicas e 

químicas e conseqüentes propriedades biológicas, farmacotécnicas e 

biofarmacêuticas. A preocupação com estes aspectos motivou o estudo de amostras 

de quercetina de diferentes procedências. 

Neste sentido, a etapa inicial do trabalho (Capítulo 1) foi dedicada à 

caracterização físico-química, termo-analítica e espectroscópica de quatro amostras 

comerciais de quercetina. No que se refere ao grau de pureza, as amostras 

analisadas apresentaram-se diferentes. A presença do contaminante rutina, um 

glicosídio de quercetina, foi observada em todas as amostras (anexo 1). 

As análises realizadas por difratometria de raios-X em temperatura ambiente, 

espectroscopia no infravermelho (anexo 2) e espectroscopia por espalhamento 

Raman revelaram que as três amostras de quercetina apresentando grau 

farmacêutico, QCTa, QCTb e QCTc, possuem distintas estruturas cristalinas. Essas 

diferenças, quando analisadas por termogravimetria acoplada a espectroscopia no 

infravermelho, foram atribuídas à presença de moléculas de água de hidratação no 

retículo cristalino das amostras: a amostra QCTa correspondendo a um dihidrato, a 

amostra QCTc a um monohidrato e a amostra QCTb a uma mistura entre as formas 

dihidratada e anidra. Além da diferença no grau de hidratação dos cristais, o 

tamanho e à forma das partículas, também distintos, parecem ter contribuído para os 

diferentes valores de hidrossolubilidade intrínseca obtidos para as amostras. As 

diferenças na estrutura cristalina das amostras de quercetina sugerem que as 

mesmas tenham sido submetidas a distintas condições de cristalização durante o 

processo de síntese. Infelizmente, nossas tentativas de obtenção de cristais únicos 
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(single crystal) com qualidade adequada para refinamento das amostras pelo 

método de Rietveld não foram efetivas.  

Em seqüência, a estabilidade térmica dos hidratos de quercetina, em estado 

sólido, foi avaliada utilizando-se as técnicas de calorimetria exploratória diferencial e 

difratometria de raios-X com variação de temperatura. Os resultados demonstraram 

que as amostras QCTb e QCTc, quando submetidas ao aquecimento (em 

temperaturas abaixo do ponto de fusão da molécula), sofreram duas transições de 

fases: a primeira, correspondente à liberação de água de hidratação do retículo 

cristalino e, a segunda, uma transição sólido-sólido das correspondentes formas 

anidras. A amostra QCTa, onde apenas a transição de fase relacionada à perda de 

água de hidratação foi observada, mostrou-se termodinamicamente mais estável em 

relação às amostras QCTb e QCTc. 

As novas fases cristalinas formadas, em geral, apresentam propriedades 

físico-químicas distintas em relação às formas originais. Baseado no menor 

potencial de conversão da amostra de quercetina QCTa frente a alterações de 

temperatura, e por apresentar a mesma estrutura cristalina da substância de 

referência (a qual foi utilizada na validação dos métodos analíticos), essa amostra foi 

considerada a forma cristalina mais apropriada para ser empregada nas etapas 

subsequentes do trabalho.  

Em suma, esta etapa do trabalho demonstrou o fato inédito de que a 

quercetina pode apresentar-se sob diferentes formas cristalinas e a relevância da 

análise deste parâmetro quando da aquisição de amostras no mercado, tendo em 

vista as diferentes hidrossolubilidades apresentadas pelas mesmas. Os principais 

resultados obtidos nesta etapa do trabalho foram publicados no periódico Pharmazie 

(v. 61, p. 802-804, 2006) e submetidos para publicação no periódico Journal of Solid 

State Chemistry. 

 A reduzida hidrossolubilidade da quercetina, sob a forma de aglicona (3,7 

µg.mL-1 para a amostra selecionada, QCTa), limita o seu emprego no campo 

farmacêutico e cosmético, tanto sob o ponto de vista biofarmacêutico como 

tecnológico. Sendo assim, na seqüência do trabalho (Capítulo 2), a complexação 
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entre quercetina e β-ciclodextrina foi estudada visando à solubilização do flavonóide 

em veículo aquoso. 

 Inicialmente, estudou-se a influência das condições operacionais envolvidas 

na preparação, em meio líquido, de complexos quercetina/β-ciclodextrina sobre a 

hidrossolubilidade da aglicona, utilizando-se um delineamento fatorial 23. Os três 

fatores avaliados, quantidade em excesso de quercetina, temperatura e período de 

agitação exerceram influência significativa sobre a complexação entre a quercetina e 

a β-ciclodextrina. Na etapa seguinte, um diagrama de solubilidade foi construído 

utilizando-se as condições (6 mM de quercetina, 37 ºC e 24 horas de agitação) nas 

quais um maior incremento de solubilidade da quercetina foi observado. Um 

reduzido incremento de solubilidade da quercetina (4,6 vezes) foi obtido na presença 

de 15 mM de β-ciclodextrina, sugerindo uma baixa eficiência de complexação, 

provavelmente atribuída à baixa constante de estabilidade aparente do complexo 

(230 M-1). A eficiência de complexação foi aumentada quando os complexos 

quercetina/β-ciclodextrina foram associados ao polímero hidrofílico hipromelose (0,1 

%), em que a formação de sistemas ternários resultou num incremento de 

solubilidade do flavonóide de 6,5 vezes. 

Posteriormente, associações quercetina/β-ciclodextrina (complexo em estado 

sólido, obtido por meio da secagem por nebulização de complexo preparado em 

meio líquido, e mistura física) foram preparadas na relação molar de 1:1 (6 mM de 

quercetina e 6 mM de β-ciclodextrina). Esta relação, diferente daquela de maior 

hidrossolubilidade, que empregou 15 mM de β-ciclodextrina, foi baseada na 

viabilidade tecnológica, visto ser esta uma concentração excessiva de ciclodextrina 

para uma preparação farmacêutica no que se refere à massa correspondente da 

mesma. A caracterização da mistura física, utilizando-se espectroscopia no 

infravermelho (anexo 3), calorimetria exploratória diferencial e espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear, sugeriu a formação de complexo de inclusão, sendo 

este um processo tempo-dependente. Apenas foram observados indícios de 

interação entre a quercetina e a β-ciclodextrina no complexo preparado em meio 

líquido e seco por spray-drying, provavelmente devido à baixa concentração de 

quercetina no referido complexo (0,14 %). 
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A eficiência de complexação (incremento de solubilidade de 2,2 vezes) do 

complexo quercetina/β-ciclodextrina em estado sólido, obtido por simples mistura 

entre as duas substâncias, foi similar àquela encontrada no complexo preparado em 

meio líquido numa relação molar de 1:1 (6 mM de quercetina e 6 mM de 

ciclodextrina), antes de ser submetido à secagem (incremento de solubilidade de 2,5 

vezes). Entretanto, o fato da simples mistura entre a quercetina e a β-ciclodextrina 

ser um processo contínuo e que não utiliza água nem calor, bem como a 

possibilidade de transposição de escala, resultam em menor custo de obtenção 

destes complexos por este método quando comparado àqueles descritos na 

literatura, que empregam meio líquido ou semi-sólido. Ainda, a elevada 

concentração de quercetina na mistura física (23 %) também representa uma 

vantagem tecnologicamente relevante para este método de complexação, 

especialmente visando à via de administração cutânea. Os principais resultados 

obtidos nesta etapa do trabalho foram publicados nos periódicos Latin American 

Journal of Pharmacy (v. 26, p. 831-836, 2007) e AAPS PharmSciTech (v. 10, p. 235-

242, 2009). 

 Assim, o conjunto de estudos realizados no capítulo 2 revelou que a 

estratégia de associação da quercetina à β-ciclodextrina resultou em baixa eficiência 

de complexação e, por consequência, num incremento de hidrossolubilidade da 

aglicona limitado. Essa limitação determinou o uso de mistura etanol:água 1:1 nas 

etapas subsequentes do trabalho, meio usualmente empregado em ensaios de 

atividade antioxidante (capítulo 3) e como solução aceptora em estudos de 

permeação cutânea do flavonóide (capítulo 4). 

 A instabilidade da quercetina em meio aquoso, sob distintas condições 

oxidantes (aquecimento, perfusão com oxigênio atmosférico e variações de pH) é 

bem descrita na literatura científica. Ainda, considerando-se apenas a referência de 

estudos preliminares acerca da estabilidade do flavonóide em meio aquoso, frente à 

radiação ultravioleta, e a importância da sua estabilidade para a atuação sobre os 

sistemas biológicos, a etapa seguinte do trabalho (Capítulo 3) foi destinada ao 

estudo da estabilidade da quercetina, frente à radiação UVA ou UVC, em mistura 

etanol:água 1:1. 
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 A atividade antioxidante in vitro da quercetina, dissolvida em etanol:água 

(1:1), foi avaliada por meio da indução da peroxidação lipídica em dispersão de 

gema de ovo pela radiação UVA ou UVC. O meio foi exposto à radiação UVA, por 25 

horas, ou à radiação UVC, por 30 minutos, período necessário para induzir a 

formação de mesma quantidade de malondialdeído, produto final da peroxidação 

lipídica. Um efeito inibitório dose-dependente foi observado frente a ambas 

radiações na presença de quercetina em concentrações de 0,5 a 5,0 µM. Porém, em 

concentrações superiores (7,5 a 25,0 µM), um comportamento distinto foi observado 

frente a cada uma das radiações. Enquanto a inibição sobre a peroxidação lipídica 

induzida pela radiação UVA alcançou seu máximo (58 %) na concentração da 

quercetina de 5,0 µM, o efeito inibitório sobre a peroxidação lipídica induzida pela 

radiação UVC foi aumentada com o uso de concentrações crescentes de quercetina, 

alcançando seu máximo (92 %) em 25,0 µM. 

Na tentativa de compreender os resultados obtidos, a fotoestabilidade da 

quercetina foi investigada sob as mesmas condições experimentais empregadas no 

ensaio de peroxidação lipídica, ou seja, dissolvendo a aglicona em etanol:água (1:1), 

numa concentração de 25 µM, e expondo a solução à radiação UVA, por 25 horas, 

ou à radiação UVC, por 30 minutos. A quercetina mostrou-se instável às radiações, 

sendo a velocidade de degradação do flavonóide frente à radiação UVC (cinética de 

ordem zero; K = 0,0543 µg.min-1; T90 % = 0,25 min) maior do que frente à radiação 

UVA (cinética de primeira-ordem; K = 0,0132 µg.h-1; T90 % = 1,12 h). O teor de 

quercetina no meio foi significativamente reduzido, respectivamente, para 75 % e 52 

% da concentração original. Tais resultados parecem, num primeiro momento, 

contraditórios ao efeito de inibição observados, em que a quercetina na solução 

exposta à radiação UVC apresentou efeito inibitório mais pronunciado (92 %) do que 

quando exposta à radiação UVA (58 %). 

 O fato de a quercetina ter sido instável frente às radiações UVA e UVC e, por 

outro lado, ter sido capaz de inibir a peroxidação lipídica induzida por ambas 

radiações motivou a identificação dos produtos de degradação, que foi realizada 

utilizando-se cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de 

fotodiodos e cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por 

espectrometria de massa. O principal produto de degradação da quercetina, quando 
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exposta à radiação UVA, foi 5,7,4’,5’-tetrahidróxi-2-metóxi-3,4-flavandiona, enquanto 

o ácido carboxílico do floroglucinol foi o principal produto de degradação da 

quercetina quando exposta à radiação UVC. A estrutura polifenólica dos produtos de 

degradação sugere, além do potencial sequestrante de radicais livres, que a 

hidroxila livre na posição C3 no anel C da quercetina seja o principal grupamento 

envolvido na oxidação da molécula, nas condições experimentais empregadas. Os 

principais resultados obtidos nesta etapa do trabalho foram submetidos para 

publicação no periódico Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry e 

sugerem que, nas condições experimentais empregadas, a quercetina gera um 

sistema antioxidante mais complexo que merece estudos mais aprofundados.  

Alguns estudos relatam os efeitos benéficos da quercetina quando 

empregada em danos cutâneos associados ao estresse oxidativo, aspecto de 

interesse em preparações destinadas à aplicação tópica. Entretanto, o emprego em 

potencial da quercetina na prevenção e no tratamento de tais distúrbios é limitado 

pela sua reduzida capacidade de penetração cutânea. Neste sentido, a etapa final 

do trabalho (Capítulo 4) foi dedicada à avaliação da influência da β-ciclodextrina, 

sob a forma de mistura física com a quercetina, na promoção da penetração da 

aglicona na pele. Devido à baixa concentração de quercetina em complexos 

quercetina/β-ciclodextrina em estado sólido, essa estratégia de associação não foi 

investigada, apenas a correspondente mistura física.  

O ensaio de permeação cutânea ex vivo foi realizado utilizando-se células de 

difusão tipo Franz e pele de orelha de suíno como modelo de membrana. No ensaio 

de permeação intrínseca de quercetina, avaliada por meio da aplicação do 

flavonóide (2 mg) dissolvido em depósito volátil (acetona) sobre a superfície da pele, 

a concentração de quercetina retida na epiderme (703,37 µg.g-1) foi 

significativamente superior àquela encontrada na derme (3,14 µg.g-1) e na fase 

aceptora da célula de difusão (2,56 µg.cm-2).  

A literatura científica relata que a quercetina apresenta uma reduzida 

capacidade de penetração cutânea. Os resultados obtidos na presente etapa do 

trabalho, por outro lado, sugerem que, apesar da reduzida hidrossolubilidade, o 

flavonóide é capaz de penetrar a barreira do estrato córneo. A limitação está na sua 

difusão para camadas mais profundas da pele, fato este provavelmente atribuído à 
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interação da quercetina com os domínios lipofílicos da pele. Esta hipótese é 

corroborada pelas características físico-químicas apresentadas pelo flavonóide, tais 

como o coeficiente de partição octanol/água (2,13) e a baixa massa molecular 

(302,24), que são favoráveis à sua penetração cutânea.  

A fim de avaliar a influência do veículo sobre a permeação cutânea e o 

potencial antioxidante da quercetina, duas formulações contendo o equivalente a 1 

% de quercetina, sob a forma livre ou de mistura física com β-ciclodextrina (relação 

molar de 1:1), foram preparadas: um hidrogel (de hipromelose) e uma pomada. 

Quando as formulações foram aplicadas sobre a pele, na ausência de β-

ciclodextrina, a concentração de quercetina retida na epiderme (165 µg.g-1) e na 

derme (1,4 µg.g-1) revelou ser superior para o hidrogel, quando comparado com a 

pomada (109 µg.g-1 e 1,1 µg.g-1, respectivamente). Essas diferenças são 

provavelmente devido à afinidade da quercetina pelos excipientes lipofílicos da 

pomada, resultando numa menor partição da aglicona/estrato córneo. 

Na presença de β-ciclodextrina, um incremento significativo da concentração 

de quercetina retida na pele, tanto na epiderme (322 µg.g-1) quanto na derme (2,7 

µg.g-1), foi observado quando incorporadas no hidrogel. O efeito promotor da β-

ciclodextrina não foi observado quando a mistura física foi incorporada na pomada, 

(116 µg.g-1 na epiderme e 1,3 µg.g-1 na derme), ao contrário do hidrogel. A natureza 

do veículo das formulações, portanto, exerce influência sobre a liberação da 

ciclodextrina. As hipóteses sugeridas são: o envolvimento de um mecanismo de 

difusão da β-ciclodextrina na matriz hidrofílica (HPMC), e a associação da β-

ciclodextrina aos excipientes lipofílicos da pomada, não estando disponível na 

superfície da pele para atuar na promoção da penetração cutânea da quercetina. 

O fato da quercetina não ter sido detectada na fase aceptora das células de 

difusão, 8 horas após a aplicação das formulações sobre a superfície da pele (tanto 

na ausência quanto na presença de β-ciclodextrina), reforçam o fato de que a 

aglicona tenha sido retida na pele, sugerindo a formação de um reservatório em 

seus domínios lipídicos. 

Por fim, a atividade antioxidante ex vivo da quercetina nas peles tratadas com 

as formulações foi investigado para cada uma das camadas, epiderme e derme. 
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Como nossas tentativas de indução de dano oxidativo na pele empregando radiação 

ultravioleta não obtiveram sucesso, o potencial antioxidante reativo total (TRAP) e a 

reatividade antioxidante total (TAR) do flavonóide foram avaliados. A concentração 

de quercetina alcançada nas camadas da pele, para todas as formulações, foi 

suficiente para o flavonóide exercer sua atividade sequestrante sobre radicais livres, 

fato este observado por meio da redução da quimiluminescência do sistema (anexo 

4). Entretanto, de maneira similar aos resultados obtidos nos ensaios de permeação, 

o maior potencial e a maior reatividade antioxidante da quercetina foram observados 

na epiderme e na derme em cuja pele havia sido tratada com o hidrogel contendo 

quercetina associada à β-ciclodextrina. 

Em suma, para todas as formulações empregadas, a concentração de 

quercetina retida na epiderme foi significativamente superior àquela encontrada na 

derme, o que resultou num maior potencial antioxidante do flavonóide nessa 

camada. Este efeito foi mais expressivo quando a pele foi tratada com o hidrogel 

contendo a quercetina sob a forma associada à β-ciclodextrina. Estes resultados 

revelam o uso promissor de gel de hipromelose contendo quercetina, associada à β-

ciclodextrina, na prevenção e no tratamento de distúrbios cutâneos associados ao 

estresse oxidativo, especialmente aqueles que ocorrem na camada mais superficial 

da pele, a epiderme. Os principais resultados obtidos nesta etapa do trabalho foram 

submetidos para publicação no periódico Skin Pharmacology and Physiology. 
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CONCLUSÕES PARCIAIS 

� As amostras de quercetina apresentando grau farmacêutico, QCTa, QCTb e 

QCTc, revelaram distintas propriedades físico-químicas, físicas, químicas, termo-

analíticas e espectroscópicas, sendo estas atribuídas a diferentes graus de 

hidratação dos correspondentes retículos cristalinos; 

� A amostra de quercetina QCTa, de procedência Deg, foi selecionada para ser 

empregada nas etapas subsequentes do trabalho, pois apresentou estrutura 

cristalina idêntica à da substância de referência e revelou ser termodinamicamente 

mais estável, em estado sólido, em relação às amostras QCTb e QCTc; 

� As condições operacionais envolvidas na preparação, em meio líquido, de 

complexos quercetina/β-ciclodextrina exerceram influência significativa sobre a 

hidrossolubilidade da aglicona. Muito embora o maior incremento de solubilidade 

tenha sido observado utilizando a quantidade em excesso de quercetina de 6 mM, a 

temperatura de 37 ºC, o período de agitação de 24 horas e a concentração de β-

ciclodextrina de 15 mM, a proporção de 6 mM de ambas foi selecionada com base 

na viabilidade tecnológica; 

� A associação de complexos quercetina/β-ciclodextrina ao polímero hidrofílico 

hipromelose resultou em aumento da eficiência de complexação; 

� Apenas foram observados indícios de interação entre a quercetina e a β-

ciclodextrina no complexo em estado sólido obtido por meio da secagem por 

nebulização de complexo preparado em meio líquido na relação molar de 1:1, 

provavelmente devido à baixa concentração de quercetina no referido complexo; 

� A simples mistura física entre as duas substâncias na relação molar de 1:1 

revelou ser suficiente para a obtenção de complexo de inclusão quercetina/β-

ciclodextrina, de maneira tempo-dependente. A elevada concentração de flavonóide 

e o baixo custo de preparação de complexos quercetina/β-ciclodextrina em estado 

sólido, por simples mistura física entre as duas substâncias, representam vantagens 

deste método quando comparado àqueles descritos na literatura, que empregam 

meio líquido ou semi-sólido; 
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� A quercetina, dissolvida em etanol:água (1:1), mostrou-se instável quando 

exposta à radiação ultravioleta, sendo a velocidade de degradação frente à radiação 

UVC (cinética de ordem zero) maior do que frente à radiação UVA (cinética de 

primeira-ordem); 

� O efeito inibitório da quercetina sobre a peroxidação lipídica induzida pela 

radiação UVC foi mais pronunciado do que aquele observado quando a peroxidação 

lipídica foi induzida pela radiação UVA. Os produtos de degradação identificados 

apresentam estrutura polifenólica, o que sugere que os mesmos tenham contribuído 

para o efeito antioxidante observado, mais proeminente quando a quercetina foi 

exposta à radiação UVC; 

� Para todas as formulações empregadas, hidrogel e pomada contendo 

quercetina sob a forma livre ou de mistura física com β-ciclodextrina (relação molar 

de 1:1), a concentração de quercetina retida na epiderme foi significativamente 

superior àquela encontrada na derme. Este efeito foi mais expressivo quando a 

quercetina foi incorporada no hidrogel sob a forma associada à β-ciclodextrina; 

� O efeito promotor da β-ciclodextrina sobre a penetração cutânea da 

quercetina não foi observado quando a mistura física foi incorporada na pomada, ao 

contrário do hidrogel, sugerindo uma forte influência do veículo das formulações 

sobre a partição, tanto do flavonóide como da ciclodextrina, para a superfície da 

pele;  

� O maior potencial antioxidante da quercetina foi observado na epiderme das 

peles tratadas com o hidrogel contendo o flavonóide associado à β-ciclodextrina  
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CONCLUSÃO GERAL 

A quercetina, especialmente sob a forma associada à β-ciclodextrina, 

apresentou propriedades físicas, químicas e biológicas de interesse para a 

permeação cutânea, revelando seu uso promissor na prevenção e no tratamento de 

distúrbios associados ao estresse oxidativo, principalmente aqueles que ocorrem na 

camada mais superficial da pele, a epiderme. 
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ANEXO 1. Pureza das amostras de quercetina apresentando grau farmacêutico 
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As três amostras de quercetina apresentando grau farmacêutico, de 

diferentes procedências (QCTa, Deg; QCTb, Galena e QCTc, SPFarma), foram 

caracterizadas quanto às suas propriedades químicas, no que se refere à pureza. As 

impurezas foram identificadas utilizando cromatografia em camada delgada, 

espectrofotometria no ultravioleta/visível e cromatografia líquida de alta eficiência 

com detecção por espectrometria de massa. 

 

Análise por cromatografia em camada delgada 

Para a análise por cromatografia em camada delgada analítica, duas soluções 

foram preparadas: 

� uma solução metanólica contendo quercetina substância de referência - 

Sigma (2 µg.mL-1); 

� uma dispersão aquosa de cada amostra de quercetina apresentando grau 

farmacêutico (6 mM) foi mantida sob agitação, em temperatura ambiente, sob 

proteção da luz, durante 24 horas e, posteriormente, filtrada em membrana 

hidrofílica (HAWP, 0,45 µm de diâmetro de poro, Millipore®). A solução aquosa 

resultante foi congelada, liofilizada e o resíduo sólido obtido ressuspenso em mistura 

metanol:água (1:1, v/v), com auxílio de ultrasom. 

As soluções foram aplicadas em placas cromatográficas com auxílio de tubos 

capilares de vidro, a uma distância de 1,0 cm das bordas lateral e inferior da placas 

e entre as mesmas. As placas foram depositadas em cuba de vidro saturada em 

sistema eluente composto por acetato de etila, ácido fórmico, ácido acético glacial e 

água (130:11:11:27, v/v). Após secagem das placas, estas foram reveladas com 

reagente natural A (ácido difenilbórico 2-aminoetil éster e polietilenoglicol 4000). As 

manchas foram vizualizadas sob luz ultravioleta (λ = 254 nm). 
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Figura 1.12. Cromatograma de solução metanólica contendo quercetina substância 
de referência (A) e de solução aquosa liofilizada contendo a amostra de quercetina 
apresentando grau farmacêutico QCTa (B). 
 

No cromatograma da solução aquosa liofilizada contendo a amostra de 

quercetina QCTa (Figura 1.13B), observa-se a presença de 3 manchas. A mancha 

superior, com fator de retenção (RF) de aproximadamente 1,0, corresponde à 

quercetina, pois apresenta o mesmo valor obtido para a solução metanólica 

contendo quercetina substância de referência (Figura 1.13A). As duas manchas 

inferiores, com fator de retenção de aproximadamente 0,5 e 0,25, correspondem a 

impurezas.  

As outras duas amostras de quercetina apresentando grau farmacêutico, 

QCTb e QCTc, revelaram o mesmo comportamento cromatográfico da amostra 

QCTa e, por isso, seus resultados não foram apresentados. 
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Análise por espectrofotometria no ultravioleta/visível 

Para a análise por espectrofotometria no ultravioleta/visível, procedeu-se 

inicialmente o isolamento da impureza cuja mancha apresentou maior rendimento 

(RF = 0,25). Para isso, o resíduo sólido obtido por meio da liofilização da solução 

aquosa contendo a amostra de quercetina apresentando grau farmacêutico QCTa foi 

ressuspenso em mistura metanol:água (1:1, v/v) e aplicado em placas 

cromatográficas preparativas. Após secagem das placas, a mancha correspondente 

à impureza de interesse foi marcada e a sílica raspada das placas. A sílica foi 

ressuspensa em metanol, sob agitação por 24 horas em temperatura ambiente, 

filtrada em membrana hidrofílica (HVLP, 0,45 µm de diâmetro de poro, Millipore®) e a 

solução metanólica resultante analisada por espectrofotometria no 

ultravioleta/visível. 

 Os espectros de varredura no ultravioleta/visível da quercetina substância de 

referência e da impureza isolada foram obtidos entre 200 e 500 nm empregando-se 

metanol; solução metanólica de cloreto de alumínio 3 % (AlCl3), na ausência ou 

presença de solução de ácido clorídrico 50 % (HCl); acetato de sódio (NaOAc), na 

ausência ou presença de ácido bórico (H3BO3), e solução metanólica de metóxido de 

sódio (NaOMe). 
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Os espectros de varredura no ultravioleta/visível da quercetina e da impureza 

isolada, em metanol, apresentaram duas bandas de máxima absorção. Para a 

quercetina, em 256 e 372 nm (Figura 1.14), e, para a impureza isolada, em 260 e 

360 nm (Figura 1.15). O perfil apresentado pelas duas substâncias é característico 

de flavonol, em que comprimentos de onda entre 300 e 380 nm e entre 240 e 280 

nm referem-se, respectivamente, às bandas I (anel B) e II (anel A) da molécula 

(MABRY et al., 1970). 
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Figura 1.13. Espectro de varredura no ultravioleta/visível de solução metanólica 
contendo quercetina substância de referência. 
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Figura 1.14. Espectro de varredura no ultravioleta/visível de solução metanólica 
contendo a impureza isolada. 
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Na presença de cloreto de alumínio, observa-se um deslocamento 

batocrômico da banda I da quercetina (λ = 452 nm) (Figura 1.16) e da impureza 

isolada (λ = 410 nm) (Figura 1.17), em relação ao espectro obtido em metanol. A 

manutenção do deslocamento batocrômico da banda I (λ = 428 nm para a quercetina 

e λ = 402 nm para a impureza isolada), observada com a posterior adição de ácido 

clorídrico, sugere que os complexos formados são ácido-estáveis. O deslocamento 

de 56 nm para a quercetina, confirma a presença de grupamentos hidroxila livres 

nas posições C3 e C5 da molécula e de 42 nm para a impureza isolada, sugere a 

presença de grupamento hidroxila livre na posição C5 da molécula (MABRY et al., 

1970). 
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Figura 1.15. Espectro de varredura no ultravioleta/visível de solução metanólica 
contendo quercetina substância de referência, na presença de cloreto de alumínio 
(linha contínua) e com posterior adição de ácido clorídrico (linha pontilhada). 
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Figura 1.16. Espectro de varredura no ultravioleta/visível de solução metanólica 
contendo a impureza isolada, na presença de cloreto de alumínio (linha contínua) e 
com posterior adição de ácido clorídrico (linha pontilhada). 
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A alteração do espectro da quercetina (Figura 1.18), na presença de acetato 

de sódio, confirma a presença de grupamentos hidroxila livres nas posições C3, C3’ 

e C4’ da molécula. O deslocamento batocrômico de 10 nm da banda II observado 

para a impureza isolada (λ = 270 nm) (Figura 1.19), em relação ao espectro obtido 

em metanol, sugere a presença de grupamento hidroxila livre na posição C7 da 

molécula. O deslocamento batocrômico de 16 nm (em relação ao espectro obtido em 

metanol) da banda I observado para a quercetina (λ = 388 nm), com a posterior 

adição de ácido bórico, confirma a presença de grupamentos hidroxila livres em 

posição orto no anel B da molécula. Para a impureza isolada, o deslocamento 

batocrômico de 22 nm da banda I (λ = 382 nm) sugere interpretação análoga 

(MABRY et al., 1970). 
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Figura 1.17. Espectro de varredura no ultravioleta/visível de solução metanólica 
contendo quercetina substância de referência, na presença de acetato de sódio 
(linha pontilhada) e com posterior adição de ácido bórico (linha contínua). 
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Figura 1.18. Espectro de varredura no ultravioleta/visível de solução metanólica 
contendo a impureza isolada, na presença de acetato de sódio (linha contínua) e 
com posterior adição de ácido bórico (linha pontilhada). 

 

 

 

 



 

 

215 

Da mesma forma, a alteração do espectro da quercetina (Figura 1.20), na 

presença de metóxido de sódio, confirma a presença de grupamentos hidroxila livres 

nas posições C3 e C4’ da molécula. O deslocamento batocrômico de 64 nm da 

banda I, sem dimimuição de intensidade em relação ao espectro obtido em metanol, 

observado para a impureza isolada (λ = 424 nm) (Figura 1.21), sugere a presença de 

grupamento hidroxila livre na posição C4’ desta molécula (MABRY et al., 1970). 
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Figura 1.19. Espectro de varredura no ultravioleta/visível de solução metanólica 
contendo quercetina substância de referência, na ausência (linha pontilhada) ou 
presença de metóxido de sódio (linha contínua). 
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Figura 1.20. Espectro de varredura no ultravioleta/visível de solução metanólica 
contendo a impureza isolada, na ausência (linha contínua) ou presença de metóxido 
de sódio (linha pontilhada). 
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Análise por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por 

espectrometria de massa 

Para a análise por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por 

espectrometria de massa, duas soluções foram injetadas no equipamento: uma 

solução contendo quercetina substância de referência (Sigma) em acetonitrila:água 

1:1 (2 µg.mL-1) e uma solução contendo a amostra de quercetina grau farmacêutico 

QCTa em acetonitrila:água 1:1. Esta solução foi obtida por meio da agitação de uma 

dispersão aquosa (6 mM) da referida amostra em temperatura ambiente, sob 

proteção da luz, durante 24 horas, e posterior filtração em membrana hidrofílica 

(HAWP, 0,45 µm de diâmetro de poro, Millipore®), sendo a solução aquosa 

resultante diluída em acetonitrila na proporção de 1:1. As condições de análise 

empregadas foram as mesmas descritas na publicação 5. 

O padrão de fragmentação obtido para a solução contendo quercetina 

substância de referência, demonstrado na figura 1.22A, confirmou a identidade da 

amostra. Conforme ilustrado na figura 1.22B, o espectro de massa da solução 

contendo a amostra de quercetina grau farmacêutico QCTa revelou a presença de 

dois principais íons moleculares: um com m/z = 301,67, correspondente à aglicona 

quercetina e, o outro, com m/z = 610,08 muito provavelmente correspondente à 

rutina, um glicosídeo da quercetina (BUCHNER et al., 2006). 
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Figura 1.21. Espectro de massa de solução contendo quercetina substância de 
referência (padrão de fragmentação) (A) e de solução contendo amostra de 
quercetina grau farmacêutico QCTa (íon molecular) (B). 
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O conjunto de resultados obtidos pelas análises utilizando espectrofotometria 

no ultravioleta/visível e cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por 

espectrometria de massa sugerem a presença de rutina como uma das principais 

impurezas da amostra de quercetina QCTa. As outras duas amostras de quercetina 

apresentando grau farmacêutico, QCTb e QCTc, revelaram idêntico comportamento 

espectroscópico e cromatográfico ao da amostra QCTa e, por isso, seus resultados 

não foram apresentados. 

No reino vegetal, bem como em bebidas e alimentos, a quercetina se 

encontra, em geral, na forma de glicosídeo, sendo a rutina o mais comum deles. 

Entretanto, a obtenção das amostras de quercetina analisadas por meio de 

isolamento a partir de produtos naturais parece menos provável, em função do 

baixíssimo custo das mesmas. Portanto, a hipótese mais provável é de que as 

referidas amostras de quercetina tenham sido obtidas por hidrólise da rutina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 2. Espectros de infravermelho das amostras de quercetina apresentando 

grau farmacêutico 
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Figura 1.22. Espectros de infravermelho das amostras de quercetina (QCT) 
apresentando grau farmacêutico, de diferentes procedências. A: QCTa (Deg), B: 
QCTb (Galena) e QCTc (SPFarma). 
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ANEXO 3. Espectros de infravermelho da quercetina, da β-ciclodextrina e das 

associações quercetina/β-ciclodextrina 
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Figura 3.5. Espectros de infravermelho da quercetina (A), da β-ciclodextrina (B), do 
complexo quercetina/β-ciclodextrina em estado sólido obtido por meio da secagem 
por nebulização de complexos preparados em meio líquido (C) e do complexo 
quercetina/β-ciclodextrina em estado sólido obtido por simples mistura entre as duas 
substâncias (D). 
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ANEXO 4. Potencial antioxidante reativo total de formulações contendo quercetina 

na pele 
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Figura 4.4. Potencial antioxidante reativo total (TRAP) da quercetina na epiderme (A) 
ou na derme (B) 8 h após a aplicação das formulações sobre a superfície da pele   
(n = 4). 
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