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RESUMO 

Rutina e Quercetina são flavonoides encontrados em diversos alimentos, incluindo 

aqueles indicados como complemento no tratamento de doenças inflamatórias. 

Durante o processo inflamatório, neutrófilos são as primeiras células a serem 

recrutadas por estarem diretamente relacionadas à ativação e resolução destes 

processos. Assim, frequentemente estas células são alvos para novos compostos 

anti-inflamatórios. A descrição da atividade anti-inflamatória de rutina e quercetina se 

estende para vários ativadores das vias clássicas dos neutrófilos.  O estudo quanto 

aos compostos forbol ésteres, como PMA (phorbol myristate acetate),  que ativam de 

maneira específica a sinalização da proteína quinase C, ainda são escassos.O 

objetivo deste trabalho foi analisar a atividade anti-inflamatória de rutina e quercetina 

sobre neutrófilos ativados por PMA. Para tanto, foram analisadas etapas importantes 

do processo inflamatório mediadas pelos neutrófilos: adesão, desgranulação, e 

liberação das NETs (Neutrophil Extracelular Traps). Nossos resultados demonstraram 

que, ativação de neutrófilos por PMA: (i) rutina e quercetina não inibem a adesão dos 

neutrófilos, (ii) quercetina inibe a desgranulção, (iii) ambos inibem a atividade da 

mieloperoxidase (MPO), assim como (iv) inibem a liberação das NETs na ausência de 

morte celular. Análises de docking molecular sugerem que tais eventos podem estar 

relacionados à geração de complexos quercetina/MPO e rutina/elastase. 
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ABSTRACT 

Rutin and Quercetin are flavonoids found in several foods, including those indicated 

as a supplement in the inflammatory treatment diseases. During the inflammatory 

process, neutrophils are the first cells to be recruited. They are directly related to the 

activation and resolution of these processes. Thus, these cells often target new anti-

inflammatory compounds. The description of the anti-inflammatory activity of rutin and 

quercetin extends to several activators of classical neutrophil pathways. Studies 

involving forbol esters compounds, as PMA ((phorbol myristate acetate), which 

activate in a specific manner the protein kinase signalling, it is still poor. The aim of this 

study was to analyze the anti-inflammatory activity of rutin and quercetin on PMA-

activated neutrophils. For this, important steps of the inflammatory process mediated 

by neutrophils were analyzed: adhesion, degranulation, and release of NETs 

(Neutrophil Extracelular Traps). Our results demonstrated that neutrophil activation by 

PMA: (i) rutin and quercetin did not inhibit neutrophil adhesion, (ii) quercetin inhibited 

degranulation, (iii) both inhibited myeloperoxidase activity (MPO), as well as (iv) both 

Inhibit the release of NETs in the absence of cell death. Molecular docking analyzes 

suggest that such events may be related to the generation of quercetin/MPO and 

rutin/elastase complexes. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 NEUTRÓFILOS NO PROCESSO INFLAMATÓRIO 

Inflamação pode ser definido como o processo de “recrutamento e 

ativação de células do sistema imunológico após infecção ou injúrias” (Amulic et 

al., 2012). São características clássicas do processo inflamatório a dor, rubor, 

calor e edema. Tais sintomas surgem devido a alterações no endotélio, que 

levam ao aumento no volume do fluxo sanguíneo, diminuição da velocidade do 

fluxo e extravasamento de fluídos e proteínas do sangue.  

O processo inflamatório tem início geralmente devido a injúrias teciduais 

ou infecções por microorganismos que podem ser detectada pelos macrófagos. 

Estas células fagocíticas, presentes nos tecidos, iniciam o recrutamento de 

outros tipos celulares, através da secreção de substâncias atraentes, como 

citocinas e quimiocinas. O primeiro tipo celular a migrar para o local de 

inflamação são os neutrófilos, cuja principal função também é fagocítica (Junior 

et al., 2007). 

Os neutrófilos são leucócitos de núcleo segmentado, assim como os 

basófilos e eosinófilos. Por tal característica, são chamados de leucócitos 

polimorfonucleares (PMN’s). Assim como os outros PMN’s, o neutrófilo possui 

grânulos em seu citoplasma, o que também permite chamá-los de granulócitos.  

A afinidade por corantes neutros é a responsável pela nomenclatura adotada 

para os neutrófilos (Amulic et al., 2012). Sendo os leucócitos mais abundantes 

na corrente sanguínea (50-70%), os neutrófilos são componentes da resposta 

imune inata e adaptativa, possuindo função vital para a imunidade (Doeing et al., 

2003). 
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O recrutamento de neutrófilos tem início pela liberação de mediadores 

inflamatórios como citocinas, cistenil-leucotrienos e histamina, liberados por 

fagócitos presentes no tecido e que causam alterações na superfície endotelial. 

Neutrófilos recrutados, uma série de eventos da microcirculação, composta 

basicamente pelas etapas de rolamento, adesão e transmigração (Kolaczkowska 

e Kubes, 2013), também denominada cascata de ativação neutrofílica. 

 

1.2 CASCATA DE ATIVAÇÃO NEUTROFÍLICA 

A presença de diversos mediadores inflamatórios, principalmente IL-1-β e 

TNF-α, aumenta a expressão das moléculas de adesão no endotélio, P-selectina 

e E-selectina, dando início aos primeiros passos da cascata de ativação 

neutrofílica, a captura e rolamento. As L-selectinas e o Ligante de Glicoproteína 

da P-selectina 1 (PSGL1) são moléculas presentes na membrana celular do 

neutrófilo e interagirão com ligantes presentes no endotélio - Lewis-x e as 

selectinas P e E, respectivamente. A interação apresentada entre essas 

moléculas é de baixa afinidade, o que faz com que a ligação seja rompida e 

refeita ao longo do vaso sanguíneo, o que promove a desaceleração do 

neutrófilo, culminando na captura e rolamento do mesmo (Kolaczkowska e 

Kubes, 2013). Uma vez que estão em contato com o endotélio, os neutrófilos 

podem iniciar o processo de firme adesão. 

A adesão, assim como outros passos da ativação dos neutrófilos ao 

endotélio, é dependente do rearranjo do citoesqueleto, que ocorrerá pela 

ativação intracelular de quinases das famílias Src, HcK, Fgr e Lyn. A ativação 

das quinases garantirá ainda a expressão e mudança de afinidade das 
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integrinas, moléculas essenciais para a etapa de firme adesão (Borregaard, 

2010).  

As integrinas da família β2 integrinas, LFA-1 (Antígeno Associado à 

Função dos Linfócitos 1) e Mac-1 (Antígeno dos Macrófagos 1) são as principais 

moléculas de adesão expressas pelos neutrófilos. Ambas possuem grande 

afinidade com as moléculas da família das imunoglobulinas, expressas pelo 

endotélio, como ICAM1 (Molécula de Adesão Intercelular 1), ICAM2 (Molécula 

de Adesão Intercelular 2) E VCAM (Molécula de Adesão Vascular). A interação 

entre LFA-1 e ICAM1 é essencial para o processo de firme adesão dos 

neutrófilos ao vaso, que culminará no passo seguinte, a transmigração através 

das células endoteliais  (Yuan et al., 2012). 

A transmigração é mediada através das integrinas, imunoglobulinas 

CAMs (ICAM-1, ICAM-2 e VCAM) e proteínas de junção como a PECAM-1 

(Molécula de Adesão Celular e Endotelial Plaquetária). Existe atualmente duas 

possíveis formas descritas para a realização da transmigração (ou diapedese): 

a paracelular e a transcelular. No caso da paracelular, o neutrófilo utiliza a junção 

entre as células endoteliais para a migração. No processo transcelular, a 

passagem é feita através de uma célula endotelial, que forma uma estrutura 

chamada “domo”, e que envolve o neutrófilo e possibilita sua passagem 

(Kolaczkowska e Kubes, 2013).  

Uma vez transposta a barreira endotelial, o neutrófilo segue direcionado 

pelo gradiente quimiotático. Tal gradiente é detectado pelos neutrófilos através 

de receptores acoplados à proteína G (GPCR - G protein-coupled receptor, do 

inglês) (Xu et al., 2003). Os principais receptores GPCR expressos em 

neutrófilos são: para fMLP, leucotrieno B4, quimiocinas CXCL1 e CXCL2, fator 
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ativador de plaquetas (PAF- PAFR) e componentes solúveis do sistema 

complemento C5a e C3a (Williams et al., 2011).  

As vias clássicas de estímulo para a cascata de ativação neutrofílica 

consistem na interação com receptores expressos na membrana plasmática, 

sendo os mais importantes os Receptores Acoplados à Proteína G (GPCR), 

Receptores Fc, Receptores de adesão (Selectinas e seus ligantes), Receptores 

de Citocina e via de Receptores Toll-like (Futosi et al., 2013). 

O Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) é um derivado do óleo de croton 

e potente ativador das funções neutrofílicas. O estímulo proporcionado pelo PMA 

foge das vias clássicas de ativação do neutrófilo, uma vez que não ocorre via 

receptores de membrana. O PMA possui capacidade de inserção na bicamada 

lipídica da célula, funcionando como intermediário para a Proteína Quinase C 

(PKC) (Repine et al., 1974). 

A Proteína Quinase C (PKC) é uma isoenzima, pertencente à família das 

Quinases AGC, juntamente com as quinases A e G. Tal proteína está envolvida 

no processo de sobrevivência, crescimento, proliferação, migração e apoptose 

celular. Dentre as PKC’s, existe alguns subgrupos que são classificados em: 

convencionas (cPKC), novas (nPKC) e atípicas (nPKC). Cada grupo possui 

diferentes representantes, os quais apresentam diferentes domínios regulatórios 

(C1 e C2) e domínios catalíticos, como mostrado na Figura 1 (Wu-Zhang e 

Newton, 2013). 
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Figura 1. Estrutura de domínios dos subtipos da PKC, convencional, nova e atípica. As 

isoformas convencionais (cPKC) são ativadas por cálcio e Diacylglerol (DAG) ou phorbol esters 

(PMA) Adaptado (Bertram e Ley, 2011). 

 

Nos neutrófilos encontram-se expressas as PKC’s dos tipos α e β – ambas 

do subgrupo cPKC e PKC-δ das nPKC. São atribuídas às isoformas desta 

proteína a influência em alguns eventos do neutrófilo como durante o processo 

de adesão, em que auxilia na mudança do pH interno da célula, na apoptose, na 

montagem do complexo enzimático da NADPH e na ativação do burst oxidativo. 

O PMA tem como alvo o domínio regulatório C1 da PKC, ativando diretamente a 

proteína e eliminando a necessidade do intermediário DAG (diacylglicerol) 

(Bertram e Ley, 2011). O esquema detalhado de ativação mediada por PMA 

encontra-se na Figura 2.   

Paralelamente e sinergisticamente à cascata de ativação neutrófilica, 

estas células promovem eventos intimamente relacionados à sua atividade 

microbicida. São eles, a desgranulação, a fagocitose, a geração de EROS e 

NETs, os quais serão tratados no próximo item. 

 

 



16 
 

 
 

 

Figura 2. Ativação da via PKC por PMA em neutrófilos. PMA ativa diretamente PKC via 

inserção na membrana plasmática, que resulta em adesão, desgranulação e geração de NETs 

através de diferentes vias de sinalização (elaborado a partir de (Mashimo et al., 2008; Minguet 

et al., 2013). 

 

1.3.  AÇÃO NEUTROFÍLICA   

Os neutrófilos, como células do sistema imune e fagócitos profissionais 

possuem um arcabouço diverso de mecanismos que possibilitam a eliminação 

de patógenos, que podem ser ainda intra ou extracelulares. Após o recrutamento 

até o foco de inflamação, os neutrófilos realizam a fagocitose de partículas ou 

microorganismos, englobando-os através de uma complexa interação de lipídios 

de membrana, cascatas de sinalização intracelular e rearranjos do citoesqueleto. 

A morte do microorganismo se dá no interior de vesículas especializadas, os 

fagolisossomos, cujos quais se fundirão aos grânulos citoplasmáticos, que 

contribuirão com enzimas digestivas e conteúdo antimicrobiano. Além dos 

grânulos, a geração de Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) também 

contribuem no processo de fagocitose (Kruger et al., 2015). 
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  Os grânulos citoplasmáticos podem ainda ser liberados 

extracelularmente num processo denominado desgranulação. Além das 

vesículas secretórias, os grânulos dos neutrófilos podem ser classificados em 

três tipos: os primários, também chamados de azurofílicos, os secundários ou 

específicos e os terciários ou gelatinase. A nomenclatura numérica adotada diz 

respeito à ordem de formação desses grânulos de acordo com o estágio de 

maturação do neutrófilo. Entretanto, a propensão à desgranulação ocorre de 

forma inversa, sendo as vesículas secretórias as primeiras a se fundirem com a 

membrana plasmática, seguido dos grânulos terciários (gelatinase), grânulos 

secundários (específicos) e por fim, com menor propensão à desgranulação, os 

primários ou azurofílicos (Figura 3).  

 Em função da variação na propensão de mobilização dos grânulos, é 

possível associar a liberação dos conteúdos granulares aos estados de ativação 

dos neutrófilos. As vesículas secretórias, por exemplo estão associadas ao 

processo de adesão, uma vez que o contato com o endotélio induz sua liberação 

(Amulic et al., 2012). Os grânulos de gelatinase por sua vez, parecem estar 

ligados ao processo de transmigração (Delclaux et al., 1996). Ao alcançar o sítio 

inflamatório, tem início o processo de burst oxidativo e a mobilização dos 

grânulos específicos (tendo como principais proteínas as lisoenzimas e 

lactoferrinas). Por último, os grânulos azurofílicos contendo lisoenzimas, 

defensinas, elastase e mieloperoxidase, que podem tanto fundir-se aos 

fagossomos quanto serem expelidos para o tecido extracelular no processo de 

desgranulação propriamente dito. A mobilização e fusão dos grânulos 

específicos às vesículas fagocíticas é de grande importância, já que estão 

contidos nesses grânulos componentes do complexo enzimático da NADPH 
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oxidase necessária para o burst oxidativo e a geração de EROS (Amulic et al., 

2012). 

 

Figura 3 - Os grânulos do neutrófilo. Os neutrófilos possuem três tipos de grânulos contidos 

em seu citoplasma, sendo eles os azurofílicos, específicos e gelatinase acrescidos das vesículas 

secretórias. Os grânulos possuem composições diferentes, que podem ser observadas na figura. 

Além disso divergem no tempo de maturação durante a hematopoiese e na propensão à 

desgranulação. (Adaptado de Amulic et al., 2012) 

 

 

Por fim, uma elevada ativação pode fazer com que o neutrófilo produza 

armadilhas extracelulares, as chamadas NETs (Neutrophil Extracelullar Traps). 

Formadas por DNA descondensado, histonas e proteínas nucleares/granulares, 

as NETs são capazes de capturar e matar alguns patógenos externos à célula –

esquema apresentado na Figura 4. 

Recentemente, os mecanismos de formação das NETs vêm sendo 

examinados, visando compreender melhor por quais vias ocorre esse fenômeno. 

Sabe-se que a elastase (presente nos grânulos primários) está envolvida no 

processo de descondensação do material genético celular, e que as EROS, 
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formadas em especial pela NADPH e pela mieloperoxidase possuem papel de 

grande importância na geração das NETs. Entretanto, estudos apontam que a 

via de ativação do neutrófilo é fundamental para compreender o processo 

desenvolvido até a liberação das armadilhas extracelulares (Kruger et al., 2015). 

 

 

Figura 4. Esquema de liberação das armadilhas extracelulares do neutrófilo. O neutrófilo 

libera extracelularmente as cromatinas descondensadas associadas à histonas, enzimas e 

conteúdo dos grânulos citoplasmáticos (Adaptado de Miyata e Fan, 2012). 

 

 

 Diante do exposto, pode-se afirmar que processo inflamatório traz 

diversos benefícios, dentre eles, podemos citar: diluição das toxinas, acesso de 

anticorpos, proteínas de fase aguda e componentes do sistema complemento no 

local de infecção/lesão, transporte de drogas, eficácia no processo de 

coagulação, aumento da oxigenação e nutrição local e indução da resposta 

imunológica adaptativa. No entanto, a exacerbação destes processos pode 

resultar no desenvolvimento de diversas patologias (diabetes, doença de 

crohn,artrites, etc). Com o intuito de restaurar o equilíbrio da resposta 
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imunológica e, consequentemente, melhorar a qualidade de vida dos indivíduos 

afetados, novas substâncias capazes de interferir na atividade inflamatória dos 

neutrófilos e, com efeitos colaterais reduzidos, tem sido alvos de pesquisas 

recentes.  Os vegetais produzem uma ampla gama de compostos, denominados 

metabólitos secundários (ex, os flavonoides), que têm demonstrado grande 

importância na inibição de processos inflamatórios.  

  

1.4. FLAVONOIDES 

Flavonóides são compostos fenólicos encontrados em vegetais como 

metabólitos secundários. Sabe-se que nas plantas sua principal sua função é 

evitar o estresse oxidativo (Agati et al., 2012) além de ter papel também na 

regulação do crescimento (Taylor e Grotewold, 2005). A estrutura química básica 

é formada por quinze átomos de carbono, estruturados em dois anéis aromáticos 

(benzenos) (A e B, como mostrado na figura 1) e ligados por um anel pirano (C) 

(Figura 5).  

 

Figura 5. Estrutura básica da molécula de flavonoide. Os anéis aromáticos (benzenos) 

estão indicados pelas letras A e B, enquanto a letra C demonstra o anel pirano.  
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Dentre os flavonoides, existem classes, cujos compostos são 

classificados de acordo com sua estrutura química. Essa diferenciação entre as 

classes é feita com base nos níveis de oxidação e pelo padrão de substituições 

no anel pirano (C). Já a organização dentro das classes, é baseada no padrão 

de substituições nos anéis aromáticos (A e B) (Middleton Jr, 1998). Flavona, 

flavonol, flavanona, antocianidinas e isoflavonóides são algumas das classes 

existentes. 

Uma questão muito relevante quanto à estrutura química desses 

metabólitos é a glicosilação. Os compostos podem se apresentar na forma 

aglicona, glicosídica (mono, di ou tri) e ainda como derivados metilados. A 

estrutura básica do flavonoide é a forma aglicona. Quando a molécula interage 

e se liga com carboidratos, geralmente nos carbonos 3 ou 7, dizemos que o 

flavonóide é glicosídico. Essas interações são importantes pois a forma 

apresentada influencia na absorção dos compostos pelo organismo, quando 

ingeridos pela dieta e também em suas atividades biológicas (Kumar e Pandey, 

2013). Segundo literatura, a forma aglicona possui potencial antioxidante maior 

quando comparado à sua forma glicosídica (Ratty e Das, 1988). Entretanto, 

outros discutem se a glicosilação pode aumentar a biodisponibilidade do 

flavonoide (Hollman et al., 1999). 

Por apresentarem resultados promissores nos tratamentos e/ou 

prevenção de diversas patologias, as pesquisas acerca dos flavonoides vêm 

sendo ampliadas há alguns anos. Dentre seus efeitos, já foram descritas ação 

antibacteriana (Mori e Nishizawa, 1987; Borris, 1996; Cushnie e Lamb, 2005), 

antiviral (Gerdin e Svensjö, 1982), hepatoprotetora (Saller et al., 2001; He et al., 

2004), antitumoral (Lamartiniere et al., 1995; Singhal et al., 1995), anti-
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inflamatória (Middleton e Kandaswami, 1992; Tunon et al., 2009; Pan et al., 2010) 

e antioxidante (Rice-Evans et al., 1996; Van Acker et al., 1996; Pannala et al., 

2001; Kumar e Pandey, 2013). 

A classe “Flavonol” é uma das mais amplas e é representada dentre 

outros, pelos compostos: quercetina, kaempferol, galengina, kaempferid, rutina 

e myricetina (Stewart et al., 2000; Fabre et al., 2001). Além de diversas 

atividades biológicas descritas para os flavonóides desse grupo, a ingestão usual 

pela dieta por grande parte da população, torna ainda mais interessante e 

necessário o conhecimento do potencial desses compostos.  

 

1.4.1. QUERCETINA 

A quercetina (3,3′,4′,5,6-Pentahidroxiflavona) é o flavonóide mais 

presente em alimentos usuais da dieta humana. Pode ser encontrado em 

cebolas, maçãs, uvas, tomates, chás, vinho tinto, entre outros (Stewart et al., 

2000).  Nas plantas, a quercetina geralmente está presente como um de seus 

derivados glicosídicos, dificilmente em sua forma aglicona (Figura 6). Na cebola 

por exemplo, pode estar presente como quercetin-4’-glucoside e quercetin-3,4’-

glucoside. Outros exemplos de derivados glicosídicos da quercetina são 

Quercetin-3-rhamnoglucoside, Quercetin-3-galactoside, Quercetin-3-

rhamnoside, Quercetin-3-glucoside, onde ocorre a interação de uma ou mais 

moléculas de glicose no carbono 3 do anel pirano (C) (Erlund, 2004). 
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Figura 6. Estrutura da molécula de quercetina em sua forma aglicona. 

 

 

Tanto por sua disponibilidade, quanto pela fórmula química, sendo a 

molécula aglicona a base para muitos derivados, a quercetina é o flavonoide 

melhor descrito atualmente. Já foram reportadas para este metabólito ações anti 

carcinogênica (Verma et al., 1988; Deschner et al., 1991; Huang et al., 1997), 

anti-inflamatória (Ferry et al., 1996; Suyenaga et al., 2014), antiviral (Kaul et al., 

1985; Vrijsen et al., 1988), antioxidante (Chopra et al., 2000; Carvalho et al., 

2010), cardioprotetora  (Hollman et al., 1999), dentre outras.  

 Entretanto, os mecanismos de ação da quercetina à nível molecular e até 

mesmo celular, por vezes ainda permanecem desconhecidos. As propriedades 

da quercetina estão associadas a algumas características bioquímicas, como a 

de quelar íons de metal, sequestrar radicais livres de oxigênio, inibição de 

enzimas, indução da expressão de enzimas protetivas, entre outras (Erlund, 

2004).  
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1.4.2. RUTINA 

O flavonóide rutina (Quercetin-3-rhamnoglucoside ou 3,3’,4’,5,7-

pentahydroxyflavone-3-rhamnoglucoside) pertencente também à classe dos 

flavonóis possui como estrutura básica, uma molécula de quercetina, ligada a 

duas moléculas de glicose, sendo elas respectivamente, uma glicose e uma 

rhamnose, substituintes na posição 3 do anel pirano. A combinação dessas duas 

moléculas é denominada rutinose, o que confere o nome ao composto (Khalifa 

et al., 1983) (Figura 7). 

  

Figura 7. Estrutura da molécula de rutina. 

 

A rutina, assim como a quercetina e demais flavonóides pode ser 

encontrada em frutas, vegetais e plantas em geral, presentes em nosso 

cotidiano, como chás, maçãs, feijão, tomate, etc (Thompson et al., 1999). Um 

dos principais frutos em concentração de rutina é a fava, fruto do faveiro 

(Dimophandra mollis), espécie arbórea nativa do cerrado brasileiro (Chaves e 

Usberti, 2003). 

Assim como muitos flavonóides, a rutina é objeto de estudo de diversas 

pesquisas, buscando elucidar suas possíveis ações, funcionalidades e 



25 
 

 
 

mecanismos efetores. Dessa forma, é possível encontrar em literatura alguns 

estudos em que a rutina atua de forma satisfatória no combate, prevenção ou 

melhora de quadros patológicos.  

Podemos citar como exemplo o efeito gastroprotetivo (Abdel‐Raheem, 

2010) in vivo para úlceras e lesões gástricas (La Casa et al., 2000). Potencial 

anti-diabético (Cervantes-Laurean et al., 2006; Hao et al., 2012), neuroprotetivo 

(Choi et al., 2006; Gulpinar et al., 2012), anticarcinogênico (Deschner et al., 

1991), antioxidante (Yang et al., 2008; Korkmaz e Kolankaya, 2010; Mahmoud, 

2012) e anti-inflamatório (Shen et al., 2002; Han, 2009; Lee et al., 2012).  

A rutina foi descrita ainda como um potente agente “scavenger”, ou seja, 

com capacidade de sequestrar radicais livres de oxigênio (Kerry e Abbey, 1997). 

Rutina apresentou ainda ótimo efeito quando testada no tratamento de artrite em 

modelo experimental, com redução de até 100% nas lesões observadas 

(Guardia et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

 
 

2. OBJETIVOS 

 

Rutina e Quercetina tiveram algumas de suas atividades anti-inflamatórias 

descritas diante de estímulos relacionados às vias clássicas de receptores de 

ativação dos neutrófilos, como GPCR, Fc, receptores de adesão, receptores de 

citocina e TLR.  

O presente estudo buscou avaliar a ação destes flavonoides sobre 

neutrófilos estimulados por PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), um forte 

indutor da ativação neutrofílica via sinalização de PKC. Para tanto, foram 

realizados testes de adesão, desgranulação, liberação de NETs e simulação de 

interação molecular. 
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RESUMO 

Rutina e Quercetina são flavonoides encontrados em diversos alimentos, 

incluindo aqueles indicados como complemento no tratamento de doenças 

inflamatórias. Durante o processo inflamatório, neutrófilos são as primeiras 

células a serem recrutadas por estarem diretamente relacionadas à ativação e 

resolução destes processos. Assim, frequentemente estas células são alvos 

para novos compostos anti-inflamatórios. A descrição da atividade anti-

inflamatória de rutina e quercetina se estende para vários ativadores das vias 

clássicas dos neutrófilos.  O estudo quanto aos compostos forbol ésteres, como 

PMA (phorbol myristate acetate),  que ativam de maneira específica a sinalização 

da proteína kinase C, ainda são escassos.O objetivo deste trabalho foi analisar 

a atividade anti-inflamatória de rutina e quercetina sobre neutrófilos ativados por 

PMA. Para tanto, foram analisadas etapas importantes do processo inflamatório 

mediadas pelos neutrófilos: adesão, desgranulação, e liberação das NETs 

(Neutrophil Extracelular Traps). Nossos resultados demonstraram que (i) rutina 

e quercetina não inibem a adesão dos neutrófilos, (ii) quercetina inibe a 

desgranulção, (iii) ambos inibem a atividade da mieloperoxidase (MPO), assim 

como (iv) inibem a liberação das NETs na ausência de morte celular. Análises 

de docking molecular sugerem que tais eventos podem estar relacionados à 

interação destes flavonoides com enzimas MPO e elastase. 

 

Palavras-chave: rutina, quercetina, neutrófilos, inflamação, PMA, PKC. 

 

 

 



29 
 

 
 

INTRODUÇÃO 

A inflamação é um processo que inclui uma resposta imune complexa, 

que ocorre em várias etapas e pode ser causada por agentes químicos, físicos, 

microbiológicos e imunológicos. Ela envolve o recrutamento de leucócitos, em 

primeira linha neutrófilos. Os neutrófilos foram considerados um alvo para 

intervenção farmacológica dada a sua capacidade para matar microorganismos, 

para iniciar e amplificar o processo inflamatório. O recrutamento de neutrófilos e 

a ativação de suas atividades inflamatórias requerem uma complexa sequência 

de eventos, incluindo a adesão celular, desgranulação e, mais recentemente, 

armadilhas extracelulares dos neutrófilos liberação (NET) (Kruger et al., 2015). 

O controle do processo inflamatório é fundamental devido aos riscos associados: 

danos nos tecidos, perda da funcionalidade de órgãos ou mesmo morte. 

Compostos inflamatórios podem estimular vias clássicas de ativação dos 

neutrófilos através de receptores expressos na membrana plasmática, como: 

receptores acoplados à proteína G (GPCR), receptores Fc, receptores de 

adesão, receptores de citocina e receptores Toll-like (Futosi et al., 2013). 

Alternativamente, a ativação neutrofílica proporcionada por agentes forbóis, 

como Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), ocorre através do estímulo da 

Proteína Quinase C (PKC) e não por receptores de membrana como nas vias 

clássicas.  

Plantas medicinais e seus ativos assumem destaque na medicina popular, 

principalmente pelas suas atividades anti-inflamatórias no tratamento de feridas 

e infecções (Baliga, 2011; Rizvi e Mishra, 2013). Substâncias de natureza 

química diversas (flavonóides, taninos e terpenos) são responsáveis por vários 
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destes efeitos biológicos (Costa et al., 2000; Grangeiro et al., 2006; Leite et al., 

2010; Tenfen et al., 2015).  

Os flavonoides chamam a atenção por possuírem uma gama de efeitos 

promissores para o desenvolvimento de fármacos. A quercetina apresenta bons 

resultados como antioxidante, anti-inflamatório, anti-histamínico, 

imunomodulador, dentre outros (Formica e Regelson, 1995; Kumar e Pandey, 

2013).  A rutina também já foi descrita por sua ação anti-inflamatória em 

processos de lesão pulmonar aguda (Chen et al., 2014; Huang et al., 2014), 

gastrites (Abdel‐Raheem, 2010) e lesões gástricas (La Casa et al., 2000) além 

da função antioxidante (La Casa et al., 2000; Afanas’eva et al., 2001; Guardia et 

al., 2001). 

Diversos trabalhos têm relatado a atividade anti-inflamatória de 

Quercetina e Rutina em neutrófilos classicamente ativados. No entanto, existe 

ainda uma carência de estudos que avaliem o potencial destes flavonoides que 

apresentam a via de PKC ativada. Aqui, nosso objetivo foi realizar a avaliação 

da atividade anti-inflamatória da quercetina e da rutina em neutrófilos 

estimulados por PMA. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Quercetina e Rutina 

Os compostos utilizados foram adquiridos, já isolados e puros, da marca Sigma. 

Para todos os ensaios as concentrações utilizadas foram as mesmas, sendo 

elas: 3.12-50 M para quercetina e 9-150 M para rutina.  
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Isolamento de neutrófilos por método de gelatina 

O sangue periférico foi em tubos contendo anticoagulante citrato de sódio 3,2%. 

A punção venosa foi realizada em voluntários saudáveis que não estavam 

fazendo uso de substâncias anti-inflamatórias. O isolamento de neutrófilos foi 

realizado de acordo com a metodologia previamente descrita (Henson, 1971b; 

a; Lucisano e Mantovani, 1984). Os tubos contendo o sangue foram 

centrifugados (10 minutos, 1250g) e o plasma removido. Foi então adicionada 

solução de gelatina a 2.5% em NaCl 0.15M, que permaneceu dessa maneira por 

15 minutos em banho maria à 37ºC. O sobrenadante contendo neutrófilos foi 

então diluído em NaCl 0.15M e centrifugado novamente (10 minutos, 800g). Para 

a lise das hemácias remanescentes foi adicionado 5ml de NaCl 0.2% por 1 

minuto. Em seguida, foi adicionado 5 ml de NaCl 1.6% e levado à centrifuga (10 

minutos, 800g). O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 1 

mL de solução tamponante (específica para cada ensaio). Os neutrófilos foram 

corados com Turk para a realização da contagem em câmara de Neubauer.  

Todos os ensaios foram realizados seguindo os princípios éticos em 

pesquisa humana, recomendados pelo Comitê de Ética da Faculdade de 

Ciências e Letras de Assis, UNESP (procedimentos aprovados sob registro nº 

57233716.8.0000.5401). 

 

Viabilidade Celular (Ensaio MTT) 

A citotoxicidade foi avaliada através do método colorimétrico com MTT (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-Diphenyl Tetrazoilium bromide), o qual consiste em 

medir indiretamente a viabiliadade celular pela atividade enzimática mitocondrial. 
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Os neutrófilos humanos, em concentração de 2.5x105 foram dispostos em 

uma placa de cultura de 96 poços, onde foram incubados em diferentes 

concentrações de Quercetina (3.12-50 µM) e Rutina (9-150 µM) diluídas em 

100µL de meio de cultura. Após 1-4hs de incubação sob 37ºC, foi adicionado 

10L da solução de MTT (1mg/mL) e aguardas mais duas horas. Os cristais de 

formazan presentes nas células viáveis foram diluídos pela adição de 50L de 

DMSO (Dimethyl Sulfoxide) e a absorbância das amostras mensurada em 

espectrofotômetro a 560nm. Neutrófilos foram incubados somente em meio de 

cultura para controle negativo e em meio de cultura acrescido de água oxigenada 

(H2O2) como positivo de morte. A metabolização do sal é diretamente 

proporcional a viabilidade celular, possibilitando inferir a viabilidade celular a 

partir da absorbância mensurada. Os valores das absorbâncias foram 

convertidos em porcentagens pela equação: Citotoxicidade celular (%) = valor 

da amostra x 100 / média controle. 

 

Adesão Celular 

Neutrófilos humanos (4x105) diluídos em meio de cultura RPMI com 5% de Soro 

Fetal Bovino foram incubados em placas de 96 poços, na presença de diferentes 

concentrações de Quercetina (3.12-50 µM) e Rutina (9-150 µM) durante 15 

minutos, para que fosse possível a sedimentação celular. As células foram então 

estimuladas com Phorbol Myristate Acetate (PMA 20nM) por 1 hora à 37ºC. As 

células que não aderiram foram removidas através da lavagem da placa com 

NaCl 0.15M. O teste Bicinchoninic Acid (BCA; Pierce) foi utilizado para evidenciar 

o conteúdo proteico presente nos poços em virtude da células aderentes. A 

absorbância dos poços foi mensurada à 560nm em um leitor de microplaca. 
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Secreção de Mieloperoxidase  

A liberação de mieloperoxidase (MPO) no processo de desgranulação foi 

mensurada de acordo com o seguinte processo: Neutrófilos humanos (2x10⁵), 

purificados através do método histopaque, foram diluídos em meio de cultura e 

incubados por 30 minutos, na presença de diferentes concentrações de 

Quercetina (3.12-50 µM) e Rutina (9-150 µM), e então, estimulados através de 

PMA (80 nM) por 3 horas à 37ºC. Ao fim da incubação, neutrófilos serão 

centrifugados (457 g, por 5 minutos) e o sobrenadante, incubado na presença de 

TMB (3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine) – um substrato para peroxidases. Após 10 

minutos e a amostra ter obtido tom azulado, é adicionado o stopper, que para a 

reação. A absorbância das amostras foi mensurada à 405nm no leitor de 

microplaca. 

 

Atividade da Mieloperoxidase  

Neutrófilos humanos (2x10⁵), purificados através do método histopaque, foram 

diluídos em meio de cultura e estimulados através de PMA (50 nM) por 3 horas 

à 37ºC em placa de 6 poços. Ao fim da incubação, neutrófilos foram 

centrifugados (457 g, por 5 minutos) e ao sobrenadante foram adicionadas 

diferentes concentrações dos flavonoides rutina e quercetina e em seguida 

incubado na presença de TMB (3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine) – um substrato 

para peroxidases. Após 10 minutos e a amostra ter obtido tom azulado, foi 

adicionada solução stopper. A absorbância das amostras foi mensurada à 

405nm no leitor de microplaca. 
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Liberação de NETs 

Neutrófilos humanos (2x10⁵) foram incubados com diferentes concentrações de 

Quercetina (3.12-50 µM) e Rutina (9-150 µM) durante 30 minutos e então 

estimulados com PMA (80nM) por 4 horas, à 37ºC. As NETs geradas pela 

atividade neutrofílica foram quantificadas no sobrenadantes daquelas células 

utilizando Picogreen dsDNA kit (Invitrogen), de acordo com o recomendado pelo 

fabricante. 

 

Docking Molecular 

Os dockings proteína-ligantes foram executados com o programa Auto-Dock 

Vina 1.1.2, usando o plugin AutoDock/Vina PyMOL (Trott e Olson, 2010). Os 

arquivos SDF da quercetina e da rutina foram obtidos da base de dados 

PubChem, sendo convertidos a arquivos de PDB e completos com hidrogênios 

usando o programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). O programa UCSF 

Chimera também foi usado para minimizar as estruturas dos compostos.  A 

simulação de docking foi realizada usando o algoritmo genético como gradiente 

local de optimização. Para cada simulação de docking da elastase uma caixa 

de 108,27 x 82,34 x 19,68 (grid points nos eixos X, Y, Z ) que foi centralizada nos 

sítios catalíticos ALA70, ASN117, HIS57 e SER195 e nos sítios ativos (ASN61, 

LEU99, LEU143). Para Mieloperoxidase as dimensões foram de 29,41 x 4,54 x 

38,53 que foi centralizada no agrupamento heme.  A afinidade dos compostos 

dockados foi expressa em termos de energia de ligação (kcal/mol). Cada 

simulação de docking levou cerca de 10 minutos em uma estação de trabalho 

Intel i7 CPU.  
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Análise estatística 

Os dados experimentais foram avaliados por análise de variância (ANOVA one-

way) seguido por teste de Bonferroni. Adotou-se um nível de significância de 5%. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, pelo menos, em três ensaios 

independentes. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O processo inflamatório é um evento extremamente regulado e 

sincronizado em que as primeiras células a serem recrutadas para o sítio de 

dano/infecção são os neutrófilos. A migração dos neutrófilos apresenta etapas 

fundamentais para que estas células cheguem ao foco inflamatório e exerçam 

suas funções microbicidas. Dentre elas, podemos citar a adesão, a 

desgranulação e a liberação das NETs. Neste estudo, nós avaliamos tais etapas 

em neutrófilos humanos pré-incubados com quercetina ou rutina e estimulados 

por PMA. 

A adesão dos neutrófilos é um evento inicial na migração destas células 

e que é dependente de moléculas de adesão (integrinas) presentes tanto na 

superfície dos neutrófilos como do endotélio. Neutrófilos estimulados por PMA 

aderiram firmemente em placas de 96 poços após 1h de incubação (Figuras 1A 

e 1B).  O mesmo efeito foi observado em neutrófilos estimulados por PMA mas 

que haviam sido pré-incubados com quercetina (Figura 2A) ou rutina (Figura 2B). 

Assim, podemos dizer que nenhum dos flavonoides testados foi capaz de inibir 

a adesão de neutrófilos induzida por PMA. 
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Figura 1. Quercetina e Rutina não alteram a adesão de neutrófilos. Neutrófilos (4x105) foram 

incubados em diferentes concentrações de quercetina (A) ou rutina (B) e posteriormente 

estimulados à adesão por PMA (20nM). A aderência foi quantificada por método colorimétrico 

BCA. Neutrófilos foram estimulados com PMA para Controle Positivo (CP) de adesão e 

neutrófilos apenas em meio de cultura foram utilizados como Controle Negativo (CN). * p <0.05 

em relação ao CN.  
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Segundo Souto et al., 2011, a quercetina reduz o recrutamento de 

neutrófilos, porém não pela diminuição de receptores de membrana relacionados 

à adesão celular. (Suyenaga et al., 2014) apontam inclusive que a quercetina 

aumenta a expressão de moléculas envolvidas na adesão, como a L-Selectina e 

2 Integrina, sem afetar sua afinidade.  A inibição do recrutamento apresentado 

pela quercetina está ligada à expressão das quinases intracelulares que ao 

serem inibidas, impedem a polimerização do citoesqueleto, o que inviabiliza a 

migração quando estimulada por agentes ativadores das vias clássicas (Souto 

et al., 2011). A ativação direta da Proteína Quinase C (PKC) por PMA poderia 

assim estar impossibilitando a inibição desta quinase pela quercetina e 

consequentemente do processo de adesão celular.  

A rutina já foi apontada como uma moduladora para a expressão de 

moléculas de adesão de células epiteliais (Son et al., 2001), entretanto é relatado 

em modelo in vivo que a rutina não exerce papel inibitório na migração de 

neutrófilos (La Casa et al., 2000; Suyenaga et al., 2014), o que demonstra que o 

processo de adesão não sofreu alterações. Portanto, a literatura auxilia e reforça 

a ideia de que quercetina e rutina não apresentam efeito direto na inibição da 

adesão neutrofílica. 

Os primeiros estágios de ativação dos neutrófilos envolvem também o 

início do processo de desgranulação. A liberação dos grânulos nos neutrófilos 

ocorre sequencialmente sendo as vesículas secretórias as primeiras a se 

mobilizarem seguidas pelos grânulos secundários (gelatinase), grânulos 

específicos e por fim, os azurofílicos. A enzima elastase se encontra 

especialmente concentrada nos grânulos azurofílicos, assim como a enzima 

Mieloperoxidase (MPO). Assim, a quantificação de ambas enzimas no 
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sobrenadante dos neutrófilos indicam se as células realizaram a secreção de 

todos os 4 tipos de grânulos, tendo sido completo o processo de desgranulação. 

Portanto tal mensuração traz importantes informações a respeito do nível de 

ativação celular.  

A liberação do conteúdo dos grânulos auxilia o neutrófilo na execução das 

diferentes etapas necessárias ao seu recrutamento e ação microbicida, já que 

são também imprescindíveis para a fagocitose e liberação das NETs (armadilhas 

extracelulares do neutrófilo). Em um estudo recente de Costa e colaboradores, 

2016, foram apresentados dados demonstrando que o extrato das folhas da 

espécie arbórea Eugenia punicifolia, a qual contém dentre outros flavonoides, 

alguns derivados de quercetina, é capaz de inibir a desgranulação de neutrófilos. 

Visando analisar a possível inibição dessa função neutrofílica pelos flavonoides, 

foi realizada a dosagem de Mieloperoxidase (MPO) presente no sobrenadante 

após estímulo com PMA.  

Como esperado, a quercetina apresentou função inibitória no processo de 

desgranulação neutrofílica, uma vez que os níveis de Mieloperoxidase no 

sobrenadante foram inferiores à amostra controle, que foi incubada apenas na 

presença de PMA. Nas concentrações de 25µM e 50µM, as taxas de MPO são 

significativamente menores do que aquela apresentada pelo PMA somente (CP). 

A desgranulação é uma função de extrema importância para o sistema 

imune, já que libera mediadores importantes para a eliminação de patógenos 

extracelulares. Entretanto, sabe-se que a liberação dos grânulos pode levar 

também a injúrias no tecido saudável, uma vez que os grânulos não possuem 

especificidade, podendo estar associado inclusive aos casos como artrite 



39 
 

 
 

reumatóide, lesões pulmonares, entre outras. Desta forma, suprimir esse 

processo pode ter grande relevância para resolução do quadro inflamatório.  

 

 

 

 

A 
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Figura 2. Quercetina interfere no processo de desgranulação. Neutrófilos humanos (2x10⁵) 

foram incubados com diferentes concentrações de quercetina (A) ou rutina (B) por 30 minutos e 

então estimulados à desgranulação com PMA (80nM). A quantificação de MPO liberada foi feita 

utilizando-se o método de TMB. Neutrófilos foram estimulados com PMA para Controle Positivo 

(CP) de desgranulação e neutrófilos mantidos apenas em meio de cultura foram utilizados como 

Controle Negativo (CN). * p<0,05 em relação ao controle negativo (CN); #p<0.05 em relação ao 

controle positivo (CP).  
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Ao contrário da quercetina, a rutina não apresentou capacidade de conter 

o processo de desgranulação, uma vez que os níveis de MPO livre no 

sobrenadante não possuem diferença estatística em relação ao controle positivo 

(CP), demonstrando que todos os tipos de grânulos foram mobilizados. 

É presente na literatura a ação inibitória de ambos os flavonoides sobre a 

atividade da Mieloperoxidase (Kostyuk et al., 2003; Regasini et al., 2008). A 

mieloperoxidase é uma enzima da família das peroxidases e está presente nos 

grânulos dos neutrófilos. A principal ação da MPO consiste em catalisar a reação 

entre íons cloreto (Cl-), brometo (Br-) e iodeto (I-) com o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), advindo da atividade da NADPH, para a formação ácido hipocloroso 

(HOCl), ácido hipobromoso e ácido hipoiodoso, respectivamente (Ribeiro et al., 

2015). Além disso, a MPO é liberada juntamente com os filamentos de DNA no 

momento da extrusão das NETs e tem papel também na geração das mesmas, 

não só pela geração das EROS (Papayannopoulos et al., 2010). 

Tendo em vista os dados da literatura e a importância dessa enzima para 

as funções neutrofílicas, foi realizado o teste catalítico da enzima. Os neutrófilos 

foram estimulados com PMA e incubados por 4 horas, tempo suficiente para que 

ocorra total mobilização dos grânulos. Após o tempo estipulado, foram 

adicionados aos poços diferentes concentrações dos flavonoides se na presença 

deles, MPO seria capaz de oxidar o substrato TMB (3,3′,5,5′-

Tetramethylbenzidine).  

O resultado encontrado corrobora com o descrito na literatura. Tanto 

rutina quanto quercetina foram capazes de diminuir a atividade enzimática da 

Mieloperoxidase (Figura 3). Apesar de apresentar uma tendência à queda na 

maioria das amostras, a quercetina em concentração de 50µM foi a que 
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apresentou diferença estatisticamente relevante, demonstrando decréscimo em 

torno de 40% na capacidade oxidativa da enzima. Embora mais discreta, a rutina 

em concentração de 150 µM apresentou também queda na taxa de atividade da 

MPO. 
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Figura 3. Quercetina e rutina inibem a ação enzimática da Mieloperoxidase. Neutrófilos 

humanos (2x10⁵) foram estimulados com PMA (80nM) e incubados por um período de 4 horas. 

Após o tempo determinado foram adicionadas diferentes concentrações de quercetina (A) ou 

rutina (B) por 10 minutos.  A atividade enzimática foi aferida pelo substrato para MPO (TMB). 

Neutrófilos estimulados com PMA, sem adição dos flavonoides foram utilizados como Controle 

Positivo (CP). * p<0,05 em relação ao controle positivo PMA. 
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Apesar da rutina já ter sido utilizada como inibidora da Mieloperoxidase 

(Maseneni et al., 2013), é descrito que a quercetina possui melhor ação inibitória 

da enzima quando ambas são testadas (Pincemail et al., 1988; Kostyuk et al., 

2003; Regasini et al., 2008), acompanhando o que nossos ensaios 

apresentaram. 

 O resultado inibitório de ambos os flavonoides pode ser relacionado à 

estrutura química, já que a presença do grupo catecol é considerado de grande 

importância para a capacidade de inibição da mieloperoxidase (Kanashiro et al., 

2007; Regasini et al., 2008).  A quercetina possui na posição C3 uma hidroxila 

livre, que é um grupo de importância para a função scavenger do flavonoide 

(Bors et al., 1990). Em contraponto, a rutina, que é um derivado glicosídico da 

quercetina, possui na mesma posição uma porção glicosídica, sendo a 

substituição feita por uma glicose e uma ramnose. A glicosilação diminui o 

potencial antioxidante dos flavonoides em geral, que também é uma afirmação 

correta em relação à rutina e quercetina (Regasini et al., 2008). A substituição 

no C3 pode ser a razão do resultado mais expressivo da quercetina.  

Além dos mecanismos clássicos utilizados pelos neutrófilos no processo 

inflamatório como o burst oxidativo, a desgranulação e a fagocitose existe ainda 

mecanismos mais recentes como as NETs – Armadilhas Extracelulares dos 

Neutrófilos (Neutrophil Extracellular Traps). A liberação das NETs é a última das 

ferramentas do neutrófilo para a captura e eliminação dos patógenos, onde o 

neutrófilo expele seu material genético (DNA e histonas) juntamente com o 

conteúdo de seus grânulos (Amulic et al., 2012).  
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Neutrófilos estimulados por PMA apresentaram liberação das NETs de 

acordo com a descrição da literatura (Figuras 4A e 4B). Em nossas amostras-

teste, neutrófilos foram primeiramente incubados com quercetina ou rutina e 

posteriormente estimulados com PMA. A presença da quercetina foi capaz de 

reduzir a liberação das NETs de maneira estatisticamente significativa apenas 

na concentração de 50 µM (Figura 4A). Concentrações abaixo de 50 µM não 

apresentaram qualquer efeito. Por outro lado, a pré-incubação dos neutrófilos 

com rutina não somente reduziu como inibiu por completa a liberação das NETs 

induzida por PMA (Figura 4B). Tal resultado ampara-se no que foi descrito por 

Kirchner e colaboradores em 2013, em relação à rutina, que não inibiu 

desgranulação, quimiotaxia, nem a capacidade fagocítica, porém inibiu a 

geração de NETs. 

A liberação das NETS tem sido relacionada a produção de espécies 

reativas do oxigênio (EROS) pelos neutrófilos durante a ativação do burst 

oxidativo pelas enzimas NADPH oxidase e Mieloperoxidase (Fuchs et al., 2007; 

Patel et al., 2010; Metzler et al., 2011). A ação antioxidante dos flavonóides 

consiste no sequestro de radicais livres de oxigênio, função também chamada 

de “scavenger”. Esta redução na disponibilidade de EROS prejudica o 

funcionamento das enzimas NADPH e da mieloperoxidase. Assim, se não fosse 

pela capacidade antioxidante reduzida da rutina em comparação à quercetina, o 

sequestro de EROS poderia explicar o resultado inibitório de NETs ora 

apresentado. 
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Figura 4. Quercetina e Rutina reduzem a liberação das NETs. Neutrófilos humanos (2x10⁵) 

foram incubados com diferentes concentrações de quercetina (A) ou rutina (B) por 30 minutos e 

então estimulados à liberação de NETs com PMA (80nM). Neutrófilos foram estimulados com 

PMA para Controle Positivo (CP) de NETs e neutrófilos mantidos apenas em meio de cultura 

foram utilizados como Controle Negativo (CN). * p<0,0001 em relação ao controle negativo (CN); 

# p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001 em relação ao controle positivo (CP). 
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Figura 5. A viabilidade celular dos neutrófilos não é alterada pela presença de quercetina 

ou rutina. Neutrófilos humanos, em concentração de 2.5x105, foram incubados em diferentes 

concentrações de quercetina (A) e rutina (B). A viabilidade foi avaliada em 1, 2, 3 e 4 horas 

através do método de MTT (1 mg/mL). Meio de cultura e água oxigenada (H2O2; 50M) foram 

utilizados como Controle Negativo (CN) e Controle Positivo (CP) de morte, respectivamente.  
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Uma segunda hipótese, poderia relacionar a redução na liberação das 

NETs com a morte celular que eventualmente a presença destes flavonoides 

tenha induzido. A fim de avaliar esta questão, neutrófilos foram incubados com 

quercetina ou rutina nas mesmas concentrações utilizadas previamente. O 

período de incubação foi estendido de 1-4 horas. Em todas as concentrações 

testadas, na presença de ambos flavonoides, os neutrófilos mantiveram taxas de 

viabilidade celular semelhantes aquelas apresentadas pelo controle negativo de 

morte (Figuras 5A e 5B). A análise estatística não demonstrou qualquer diferença 

entre as amostras, exceto em relação ao controle positivo de morte. 

Descartada a possibilidade de morte celular, pode-se ainda sugerir uma 

possível interação do tipo proteína-ligante entre os flavonoides e proteínas 

importantes no processo de liberação das NETs. A elastase é uma enzima 

descrita como fundamental no processo de descondensação do DNA e, portanto, 

na geração das NETs. Mieloperoxidase, embora não seja fundamental, age em 

sinergismo com elastase, potencializando a liberação das armadilhas 

extracelulares de forma independente da sua ação enzimática 

(Papayannopoulos et al., 2010).  

Ferramentas computacionais foram utilizadas para investigar possíveis 

interações entre as enzimas elastase e mieloperoxidase e os flavonoides rutina 

e quercetina. O docking molecular, que consiste em uma simulação da interação 

entre os compostos, demonstrou que ambos flavonoides interagem com o radical 

heme de Ferro da mieloperoxidase, através da interação na região de anéis 

aromáticos chamada de stacking aromático (Figuras 6 e 7). Tal ligação é muito 

estável, o que explica a inibição apresentada, já que o grupo heme é uma região 

de grande importância (Cockroft et al., 2005).  
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 A energia de interação entre as moléculas foi bem próxima para 

quercetina (-8,4 kcal/mol) e rutina (-8,8 kcal/mol). A quercetina interagiu com os 

resíduos GLN91, SER233 e ainda com o HIS95, sítio catalítico da enzima, por 

meio de interações de carga (Figura 6) (Davey e Fenna, 1996). A Rutina 

demonstrou interação com os resíduos, GLU102, ARG232, GLN91, MET87 e 

também com o sítio catalítico HIS95 (Figura 7) (Davey e Fenna, 1996). 

Sendo a quercetina uma molécula hidrofóbica (Shiba et al., 2008), a 

interação com a região do bolsão do radical heme, também hidrofóbica, é 

favorecida em relação à rutina, que possui substituição glicosídica na posição C-

3 de sua estrutura, o que confere característica mais hidrofílica à molécula.  A 

característica hidrofóbica da quercetina, associada aos dados de docking 

molecular, corroboram com os dados experimentais onde quercetina foi mais 

eficiente na inibição da liberação e atividade enzimática de MPO.  

A interação entre elastase e os compostos foi também satisfatória, já que 

ambos flavonoides apresentaram interação próxima ao sítio catalítico da enzima 

(Allen et al., 1996; Mattos et al., 2006). A energia de ligação para a quercetina 

foi de -6,4 kcal/mol e a da rutina de -7kcal/mol. A quercetina interagiu com os 

resíduos GLY193 e CYS58, enquanto a rutina interagiu com GLY193 e VAL215 

(Figuras 8 e 9). Neste caso, o complexo elastase-rutina demonstrou maior 

estabilidade em virtude de sua baixa energia de ligação em relação à quercetina. 

Além disso, a interação da rutina com o resíduo de VAL215 ocorreu numa região 

muito próxima (VAL 216) daquela já descrita para outros potentes inibidores de 

elastase (Von Nussbaum et al., 2016). 
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Figura 6. Docking molecular do complexo Quercetina / Mieloperoxidase. A) Estrutura 

tridimensional da mieloperoxidase humana (PDB ID 4C1M), representada em cartoon. A 

molécula foi obtida no banco de dados PDB (Protein Data Bank). Em amarelo encontram-se 

destacados os sítios de ligação da molécula (resíduos LEU260, ARG405, LEU408, ASP409), em 

azul o sítio ativo (ASN261), em verde o sítio catalítico (HIS95 e LEU239), em rosa estão 

marcadas as ligações com metal (GLN333, MET336, ARG338, ASP340 e GLY502). B) Local de 

interação da quercetina, representada em sticks na cor azul. Em laranja estão marcados os 

resíduos com os quais há interação polar (HIS95 – sítio catalítico, GLN91, SER233) entre o 

ligante e a proteína. D) MPO em representação de superfície no docking com a quercetina.   
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Figura 7. Figura 6. Docking molecular do complexo Rutina / Mieloperoxidase. A) Estrutura 

tridimensional da mieloperoxidase humana (PDB ID 4C1M), representada em cartoon. A 

molécula foi obtida no banco de dados PDB (Protein Data Bank). Em amarelo encontram-se 

destacados os sítios de ligação da molécula (LEU260, ARG405, LEU408, ASP409), em azul o 

sítio ativo (ASN261), em verde o sítio catalítico (HIS95 e  LEU239), em rosa estão marcadas as 

ligações com metal (GLN333, MET336, ARG338, ASP340 e GLY502). B) Local de interação da 

rutina, representada em preto. Em laranja estão marcados os resíduos com os quais há interação 

polar (HIS95, GLU102, ARG232, GLN91, MET87) entre o ligante e a proteína. D) MPO em 

representação de superfície no docking com a quercetina.   
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Figura 8. Figura 6. Docking molecular do complexo Quercetina / Elastase. A) Estrutura 

tridimensional da elastase neutrofílica humana, obtida no banco de dados Protein Data Bank 

(PDB ID 3Q76), representada em cartoon. Em verde encontram-se os resíduos catalíticos 

(ALA70, ASN117, HIS57 e SER195) e em azul os sítios ativos (ASN61, LEU99, LEU143). B) 

Local de interação da quercetina, em azul claro. C) Zoom no ponto de interação da quercetina. 

Em rosa estão marcados os resíduos em que há interação polar (GLY193 e CYS58) entre o 

ligante e a proteína. D) A elastase em representação de superfície no docking com a quercetina.   
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Figura 9. Figura 6. Docking molecular do complexo Rutina / Elastase. A) Estrutura 

tridimensional da elastase neutrofílica humana, obtida no banco de dados Protein Data Bank 

(PDB ID 3Q76), representada em cartoon. Em verde encontram-se os resíduos catalíticos 

(ALA70, ASN117, HIS57 e SER195) e em azul os sítios ativos (ASN61, LEU99, LEU143). Na cor 

chumbo está a molécula de rutina. B) Zoom no ponto de interação da rutina. Em rosa estão 

marcados os resíduos em que há interação polar (GLY193 e VAL215) entre o ligante e a proteína. 

C) A elastase em representação de superfície no docking com a rutina, mostrando que a 

interação da rutina acontece próximo aos sítios de ligação (azul) e catalítico (verde). 
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 Com base em nossos resultados, concluímos que rutina e quercetina 

não inibem adesão de neutrófilos induzida por PMA em ensaios in vitro e na 

ausência de endotélio e quercetina, diferentemente de rutina, possui habilidade 

de inibir a desgranulação. Além disso, a associação entre os dados 

experimentais obtidos in vivo e in silico, nos auxilia a entender e a propor um 

mecanismo molecular pelo qual os flavonoides inibem a geração das NETs. 

Embora, quercetina interaja e iniba mais fortemente MPO, esta não é uma 

enzima fundamental no processo de NETose. Por outro lado, o papel de 

destaque da elastase na descondensação da cromatina pode ser melhor inibido 

pela ação da rutina.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

Rutina e quercetina interferem na ativação da via PKC em neutrófilos 

estimulados por PMA, onde: 

1. Rutina e Quercetina não inibem a adesão de neutrófilos; 

2. A Quercetina é capaz de inibir a desgranulação, a rutina não.  

3. Quercetina e Rutina inibem a ação catalítica da mieloperoxidase. 

4. Quercetina e Rutina, principalmente, inibem a liberação das NETs; 

5. A inibição na liberação das NETs pelos flavonóides não está associada à 

morte celular; 

6. Quercetina e rutina possuem potencial de interação com MPO e elastase. 

No entanto, os complexos de quercetina/MPO e rutina/elastase 

apresentam parâmetros mais promissores.  
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