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RESUMO 

 

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima heme derivada de leucócitos geradora de 

espécies reativas de oxigênio, as quais são componentes que antecedem a lesão arterial, 

podendo ser aterogênicas. Estes oxidantes têm sido sugeridos como os principais 

mediadores de danos teciduais, pois seu excesso pode sobrecarregar as defesas 

antioxidantes e levar ao estresse oxidativo e, conseqüente lesão tecidual. Há relatos de 

alguns estudos in vitro corroborando a eficácia antioxidante dos flavonóides, 

estruturalmente diversos, em várias circunstâncias de estresse oxidativo. Desta forma, a 

utilização de flavonóides com intuito de inibir a MPO, justifica-se pelo aumento das 

relações entre estrutura-atividade. A atividade inibitória sobre a MPO de flavonóides 

disponíveis comercialmente (quercetina, genisteína, luteolina e daidzeína) e isolados de 

plantas (deguelina; 12a-hidroxi-α-toxicarol; obovatina; α-toxicarol; 6a,12a-desidro-α-

toxicarol e tephrosina) foi mensurada por meio do método de oxidação do guaiacol, 

método de oxidação pelo Amplex Red® e atividade clorinante. Foi também avaliado o 

efeito sobre a formação de peróxido de hidrogênio (H2O2) e ânion radical superóxido 

(O2-•) em células HL-60 diferenciada para neutrófilos. Os flavonóides quercetina, 

daidzeína, genisteína e luteolina mostraram significativos efeitos inibitórios sobre a 

atividade da MPO com valores de CI50 (concentração da substância capaz de inibir 

50%) 0,063±0,01; 1,66±0,22; 3,02±0,26 e 1,46±0,29 µg/mL, respectivamente, quando o 

guaicol foi usado como substrato da MPO. Verificou-se uma inibição de 100% da 

quercetina, 86,9% da genisteína, 82,5% da luteolina, 73,2% da 6a,12a-desidro-α-

toxicarol e 72,5% da obovatina, no sistema MPO/Amplex Red® quando testados na 

concentração de 10 µmol/L. Nos sistemas celulares, somente a quercetina apresentou 

atividade significativa de inibição da produção de H2O2 e O2-• podendo estas 

atividades estar relacionadas com a inibição da MPO. Com base neste estudo, 

constatou-se que somente a quercetina obteve valores significativos de inibição da MPO 

utilizando sistemas celulares e não celulares. 
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ABSTRACT 

 

Myeloperoxidase (MPO) is a leukocyte-derived heme enzyme that generates reactive 

oxygen species which are components prior to arterial injury and can be atherogenic. 

These oxidants have been implicated as the main mediators of tissue damage, because 

their excess can overwhelm the antioxidant defenses, lead to oxidative stress 

and consequent oxidative tissue injury. There are reports of some in vitro 

studies confirming the antioxidant efficacy of structurally differents flavonoids in 

several conditions of oxidative stress. Therefore, the application of flavonoids to inhibit 

MPO is justified by the increase in structure-activity relationships. The inhibitory 

activity of flavonoids commercially available (quercetin, genistein, luteolin e 

daidzein) and isolated from plants (deguelin, 12a-hidroxi-α-toxicarol; obovatin; α-

toxicarol; 6a,12a-desidro-α-toxicarol e tephrosina) was measured by the guaiacol 

oxidation method, Amplex Red® oxidation method and chlorination activity.  It was 

also measured the effect on the formation of hydrogen peroxide and superoxide anion 

radical in differentiated HL-60 cells to neutrophils. Flavonoids  as quercetin, daidzein, 

genistein and luteolin were tested and shown significant inhibitory effects on the MPO 

activity with IC50 values (substance concentration capable of inhibiting 50%) 

0,063±0,01; 1,66±0,22; 3,02±0,26 e 1,46±0,29 g/mL, respectively, when guaicol was 

used as substrate of MPO. There was a 100% inhibition of quercetin, 86,9% of 

genistein, 82,5% of luteolin, 73,2% of 6a,12a-desidro-α-toxicarol and 72,5% of 

obovatin, by the MPO/Amplex Red® system. In cellular systems, only quercetin 

showed significant activity in inhibiting the production of H2O2 and O2
-•, therefore these 

activities may be related to the inhibition of MPO. Based on this study, it was found that 

only quercetin obtained significant values on inhibition of MPO using non-cellular and 

cellular systems. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima abundantemente expressa em neutrófilos 

ativados, em menor medida, em monócitos e certos tipos de macrófagos teciduais 

(como em placas ateroscleróticas). Esta enzima faz parte da superfamília heme 

peroxidase-ciclooxigenase, seus níveis nos leucócitos polimorfonucleares neutrofílicos 

constituem, entre 2 e 5% do total de proteínas celulares e nos monócitos, 

aproximadamente 1% da proteína total (HANSSON et al., 2006; MALLE et al., 2007; 

NICHOLLS & HAZEN, 2005; SHIBA et al., 2008; ZHANG et al., 2007). 

O peso molecular da MPO é de aproximadamente 140 kD, ela é composta por 

dois dímeros idênticos ligados por uma ponte de bissulfeto, sendo cada dímero 

composto de uma subunidade de cadeia leve e uma pesada, com grupamentos heme 

funcionalmente idênticos (ARNHOLD, 2004; HANSSON et al., 2006; LAU & 

BALDUS, 2006; SEGELMARK et al., 1996). 

A síntese da mieloperoxidase ocorre durante a diferenciação mielóide na medula 

óssea e é concluída dentro dos granulócitos previamente à sua entrada na circulação. A 

enzima é armazenada nos grânulos azurofílicos dos neutrófilos e monócitos; em 

macrófagos, que perderam a capacidade de sintetizar MPO, esta é absorvida por 

endocitose total do neutrófilo ou então da MPO liberada pelos neutrófilos no sítio 

inflamatório. Sua liberação somente ocorre na ativação e degranulação dos leucócitos, 

onde a mesma é lançada em vacúolos fagocitários, bem como no espaço extracelular, 

contribuindo para a defesa inata do organismo (LAU & BALDUS, 2006; MALLE et al., 

2007; NICHOLLS & HAZEN, 2005; RODRIGUES et al., 2002; ZHANG et al., 2007).  

 Vários estudos têm sugerido que a mieloperoxidase está envolvida na catálise da 

modificação oxidativa em alguns tecidos, por catalisar a formação de espécies reativas 
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de oxigênio, sendo que a modificação na oxidação de biomoléculas, como proteínas, 

aminoácidos, lipídeos e DNA desempenha um papel importante na patogênese de várias 

doenças, incluindo a aterosclerose, câncer, doenças neurodegenerativas, doenças 

cardiovasculares e artrite (MALLE et al., 2007; NICHOLLS & HAZEN, 2005; SHIBA 

et al., 2008; VELLOSA et al., 2009). 

 Observações que a destruição de microorganismos ocorre no fagossomo de 

neutrófilos e que a MPO está entre as enzimas lançadas nestes vacúolos fagocíticos dos 

grânulos citoplasmáticos, sugeriram um importante papel da MPO na morte bacteriana. 

Entre os sistemas antimicrobianos presentes no fagossomo, uma grande parte consiste 

em MPO, peróxido de hidrogênio (H2O2, formado durante a explosão respiratória), e um 

haleto (X-), principalmente o cloreto (Cl-) (MALLE et al., 2007; NICHOLLS & 

HAZEN, 2005; SHIBA et al., 2008). 

 Sendo a MPO um componente da resposta imune inata, alguns estudos citam que 

os oxidantes derivados de MPO contribuem para o dano tecidual durante inflamação. 

Isto ocorre, pois na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2), a forma férrica da MPO 

(Fe (III)) é oxidada por um equivalente dois-életrons formando o composto 

intermediário redox I (MPO I), o qual tem por principal substrato fisiológico, o cloreto 

(Cl-), que em seguida sofre uma oxidação de dois elétrons para formar o ácido 

hipocloroso (HOCl), um oxidante de forte cloração, capaz de oxidar proteínas, lipídios e 

ácidos nucléicos no local da inflamação (HAZEN et al., 1997; NICHOLLS & HAZEN, 

2005; SHIBA et al., 2008). 

Esse composto I (MPO I), gerado a partir da reação da MPO com H2O2, também 

reage com vários substratos orgânicos (principalmente fenóis, a tirosina é um dos mais 

importantes desses compostos no fagolisossoma, havendo formação do radical tirosil), 

enquanto o heme sofre duas reduções seqüenciais de um elétron, gerando o composto II 



10 

 

(MPO II) e a forma férrica da MPO, respectivamente (HAMPTON et al., 1998; SHIBA 

et al., 2008). 

O sistema MPO-HOCl tem mostrado ser um catalisador na oxidação das 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL) in vivo, convertendo essa lipoproteína em uma 

forma aumentada de recaptação e degradação pelos macrófagos levando à deposição de 

colesterol e formação de células espumosas (a marca celular da estrias gordurosas); na 

ativação de carcinógenos; na redução da biodisponibilidade do óxido nítrico (NO•), pois 

a MPO é capaz de usá-lo como substrato fisiológico, inibindo a indução da expressão 

gênica de iNOS (enzima óxido nitríco-sintase induzível) e prejudicando a vasodilatação; 

e, na oxidação de proteínas e alteração de sua função biológica (ASKARI et al., 2003; 

REYNOLDS et al., 2006; RUTGERS et al., 2003; ZHANG et al., 2007). 

 Desta forma, estes são os possíveis mecanismos pelos quais a mieloperoxidase é 

capaz de promover oxidação de lipoproteínas in vivo: macrófagos utilizam NADPH 

oxidase para produzir radical ânion superóxido (O2
•) que se converte e forma o peróxido 

de hidrogênio (H2O2); a MPO catalisa reações com H2O2 para gerar oxidantes 

citotóxicos mais potentes como HOCl e radical tirosil, sendo a única enzima humana 

capaz de gerar HOCl, o qual reage mais além para gerar poderosos agentes oxidantes 

como o oxigênio singlete (1O2) e o radical hidroxila (OH•). Por meio de ensaios de alta 

sensibilidade e especificidade, diversos produtos finais estáveis gerados por essas 

espécies têm sido detectados em placas ateroscleróticas (CARR et al., 2000; PODREZ 

et al., 2000; REGASINI et al.,2008; ZHANG et al., 2002). 

A MPO tem a capacidade de alterar oxidativamente o aminoácido tirosina da 

apolipoproteína B-100 (apo B-100) a qual consiste na proteína estrutural da LDL e 

VLDL, utilizando H2O2 e íon Cl- para formar a 3-clorotirosina. Pode também nitrar a 

tirosina oxidando nitrito (NO2
-), o produto final do metabolismo do óxido nítrico (NO•), 
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gerando a 3-nitrotirosina. Esta última, juntamente com a 3-clorotirosina tem 

importância clínica por promover dano oxidativo, o qu e contribui para a aterosclerose, 

além disso, são marcadores específicos da atividade da MPO (HAZEN et al., 1997; 

PODREZ et al., 1999). 

Esta enzima oxida inúmeros substratos em espécies reativas de radicais livres 

usando peróxido de hidrogênio. Sua capacidade de oxidar o cloreto em ácido 

hipocloroso é único entre as enzimas de mamíferos e é considerado a atividade 

dominante da mieloperoxidase in vivo. Conseqüentemente, sua atividade clorinante se 

torna ideal para investigar a cinética da enzima, na produção de ácido hipocloroso por 

neutrófilos e para distinguir a mieloperoxidase de outras peroxidases. (DYPBUKT et 

al., 2005) 

Mais recentemente, demonstrou-se que a HDL também é suscetível a 

modificações oxidativas mediadas por mieloperoxidase por nitração ou halogenação de 

resíduos de tirosina na apolipoproteína A I (apo A I). Estas prejudicam a habilidade da 

lipoproteína de promover o transporte reverso de colesterol dependente de ABCA-1, 

contribuindo também para a formação de lesões ateroscleróticas. (NICHOLLS & 

HAZEN, 2005; REYNOLDS et al., 2006) 

Estudos de imuno-histoquímica e análises bioquímicas demonstraram a presença 

de MPO e seus metabólitos em lesões ateroscleróticas humanas e, estudos de 

espectrometria de massa mostraram que produtos de oxidação gerados por MPO estão 

elevados em ateroma humano e na lipoproteína de baixa densidade (LDL) recuperada a 

partir de tecido arterial doente (NICHOLLS & HAZEN, 2005; SHIBA et al., 2008; 

ZHANG et al., 2007).  

Sendo assim, vários estudos têm sido feitos com base na inibição da 

mieloperoxidase. Um tipo de inibição abrange a produção de HOCL que envolve a 
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captura da MPO como composto II, porém este tipo de inibição é reversível, pois o 

anion radical superóxido e outros substratos reduzem o composto II ao seu estado 

fundamental (SHIBA et al., 2008). 

 Outro tipo de inibição envolve os flavonóides, que nos últimos anos têm-se 

esperado que exerçam efeitos benéficos à saúde humana e previnam ou atenuem várias 

doenças. Estudos epidemiológicos têm mostrado que o consumo de flavonóides tem 

papel importante na redução do risco para a incidência de doenças cardiovasculares e 

câncer (SHIBA et al., 2008). 

 O termo flavonóide é um nome coletivo dado aos pigmentos de plantas 

derivados da benzo-g-pirona. Consistem de um esqueleto de difenil propano (C6C3C6) 

com dois anéis benzênicos (A e B) ligados a um anel pirano (C). Os flavonóides são 

uma classe de compostos naturais de considerável interesse científico e terapêutico. Eles 

constituem um grupo de substâncias naturais com estrutura fenólica variável que 

possuem potencial antioxidante, anticarcinogênico e efeitos protetores aos sistemas 

renal, cardiovascular e hepático. Estão amplamente distribuídos em folhas, sementes, 

cascas, flores, frutas, verduras, vinhos, chás e cacau e, representam componentes da 

parte energética da dieta humana (AHERNE e BRIEN, 2002; BEHLING et al., 2004; 

HEIM et al., 2002).  

 Flavonóides podem ocorrer como agliconas, glicosídeos ou como parte de outras 

estruturas que contenham flavonóides, como as flavolignanas, porém freqüentemente 

ocorrem como glicosídeos e polímeros. Seus efeitos cardioprotetores decorrem da 

capacidade de inibir a peroxidação lipídica, formar quelatos de metais redox-ativos e de 

atenuar a outros processos envolvendo espécies reativas de oxigênio.  Eles podem ser 

subdivididos em 13 classes, com mais de 5000 compostos descritos até 1990. As 

subclasses dos flavonóides são: calconas, dihidrocalconas, auronas, flavonas 
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(apegenina, luteolina, diosmetina), flavonóis (quercetina, miracetina, kaempferol), 

dihidroflavonol, flavanonas (naringina, hesperidina), flavanol, flavandiol, antocianidina, 

isoflavonóides (genisteína, daidzeína), bioflavonóides e proantocianinas (BEHLING et 

al., 2004; BRAVO, 1998; HEIM et al., 2002).  

 As flavonas isoladas podem ser consideradas como candidatas em potencial para 

o desenvolvimento de agentes antiinflamatórios, uma vez que elas apresentam 

propriedades anti-radicalar e inibem a mieloperoxidase e, estudos mostraram que os 

flavonóis, mais especificamente a quercetina, um flavonóide importante na dieta 

humana, produz um metabólito (3,3',4',5,7-Pentahidroxiflavona) que se acumula 

especificamente em macrófagos ativados na aorta aterosclerótica humana, além disso 

foram demonstradas in vitro o forte efeito inibitório da quercetina aglicona sobre as 

reações de oxidação catalisada por MPO (FERNANDES et al., 2008; SHIBA et al., 

2008). 

 Estudos realizados com flavonóides relatam que algumas subclasses, como os 

flavonóis apresentam uma potente inibição frente à enzima pró-inflamatória e pró-

oxidante mieloperoxidase e uma forte atividade captadora de radicais, características 

que podem ser particularmente importantes devido à fácil disponibilidade destas 

substâncias no reino vegetal. Também foi comprovado que são capazes de proteger os 

sistemas biológicos contra os fenômenos de estresse, tais como a peroxidação lipídica e 

também podem proteger as células contra o estresse oxidativo induzido por H2O2 e 

contra a desregulação do cálcio (REGASINI et al.,2008). 

 Portanto, os flavonóides, sendo uma ampla classe de baixo peso molecular que 

consiste em compostos fenólicos vegetais secundários, são favoráveis na inibição de 

eventos mediados por radicais livres devido à sua estrutura química, caracterizada pelo 

núcleo flavan. Além disso, o número, posições e tipos de substituições influenciam em 
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sua atividade captadora de radicais e na atividade quelante, funções de extrema 

importância relacionadas à inibição da MPO (BEHLING et al., 2004; FERNANDES et 

al., 2008; HEIM et al., 2002). 
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2. OBJETIVOS 

 

 2.1 Geral: 

 

 Estudar a atividade inibitória de compostos flavonoídicos sobre a 

mieloperoxidase. 

 

 2.2 Específicos: 

 

 - Determinar o efeito inibitório de flavonóides sobre a atividade da 

mieloperoxidase in vitro. 

 - Estudar os efeitos dos flavonóides, sobre a produção de mieloperoxidase em 

cultura da célula HL60. 
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3. METODOLOGIA 

 

 3.1 Flavonóides 

 

 Os flavonóides: deguelina; 12a-hidroxi-α-toxicarol; obovatina; α-toxicarol; 

6a,12a-desidro-α-toxicarol e tephrosina, isolados de plantas, utilizados nesta pesquisa 

foram cedidos por parceiros do Laboratório de Atividade Biológica (BioPhar) da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UFAM.  

 

Figura 1: Fórmula molecular dos flavonóides isolados de plantas 

 

 Também foram testados compostos flavonoídicos adquiridos comercialmente 

com grau de pureza o mais elevado possível. Como exemplos de compostos que foram 

testados: quercetina, daidzeína, genisteína e luteolina.  

 Antes de serem testados, eram preparadas soluções estoque de cada composto 

flavonoídico, onde pesou-se 1 mg da substância em um eppendorf de 2 mL e 

adicionava-se 1000 μL de Dimetilsulfóxido (DMSO), obtendo assim uma solução de 
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1mg/mL. Em seguida eram feitas as diluições desejadas, em triplicata para cada 

amostra. 

 

3.2 Ensaio da atividade inibitória dos flavonóides sobre a mieloperoxidase 

com o substrato guaicol 

 A atividade inibitória dos flavonóides sobre a MPO, foi avaliada segundo o método 

de oxidação do guaiacol descrito por Khalil et al., 2008, com modificações. Onde, 

primeiramente preparavam-se os reagentes (tampão fosfato pH 7,4; solução da enzima 

MPO; guaiacol e peróxido de hidrogênio) os quais eram feitos                                                                                         

sempre no mesmo dia em que fossem realizados os testes. O ensaio da atividade inibitória 

dos flavonóides sobre a mieloperoxidase in vitro procedeu-se em microplaca de fundo 

redondo de 96 poços, no qual em cada poço teste adicionou-se 10 μL de inibidor 

(flavonóide, 50 µg/mL); 40 μL de tampão fosfato (50 mM, pH 7,4); 50 μL da solução 

da enzima MPO diluída 1:10, seguidamente incubou-se a placa durante 5 minutos à 

37ºC e logo após adicionou-se 100 μL de guaicol (1 mM) e 30 μL de peróxido de 

hidrogênio (H2O2, 5 mM). Em seguida foi feita a leitura em 470 nm da microplaca no 

leitor de ELISA em tempo 0, incubou-se por mais 10 minutos, a 37 ºC e realizou-se a 

segunda leitura, para então proceder ao seguinte cálculo: % inibição = 100 - (A2 

amostra – A1 amostra / A2 controle – A1 controle)*100. Os testes foram realizados em 

triplicatas com amostras de controle negativo (10 μL de DMSO) medidas para cada ensaio. 

As substâncias (flavonóides) foram dissolvidas em DMSO nas concentrações 25; 2,5 e 0,25 

μg/mL. E foi calculada a CI50 a partir da plotagem de um gráfico correlacionando 

velocidade inicial versus absorbância, obtendo-se, assim, as curvas concentração-resposta, 

utilizando o programa Origin 6.0. 
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3.3 Ensaio da atividade inibitória dos flavonóides sobre a mieloperoxidase 

com o substrato 10-acetil-3,7-diidroxifenoxazina (Amplex Red®) 

Na presença da enzima peroxidase, o reagente Amplex Red® reage com 

peróxido de hidrogênio e produz um composto fluorescente (resorufina). O ensaio da 

atividade inibitória dos flavonóides sobre a mieloperoxidase foi realizado utilizando 

como substrato o Amplex Red®. Em microplaca de fundo chato de 96 poços adicionou-

se 10 µL da droga (10µM), 5 µL da enzima mieloperoxidase (5nM/haem) para um 

volume final de 200 µL de tampão fosfato-salino (PBS) pH 7,4. Após 5 minutos de 

incubação a 37oC foi adicionado 5 µL de Amplex Red® (50 µM). A reação foi iniciada 

pela adição de 10 µL de peróxido de hidrogênio (20µM). No leitor de ELISA a reação 

foi monitorada cineticamente a cada 30 segundos durante 15 minutos a 550 nm. 

 

3.4 Ensaio de inibição da atividade clorinante da MPO por flavonóides 

O ensaio foi realizado conforme Dypbukt et al., 2005, com modificações. Em 

uma placa de fundo chato de 96 poços a reação foi iniciada pela adição de 10 µL da 

enzima MPO (10 nM/heme), 10 µL do flavonóide (5 µM), 70 µL do tampão contendo 

fosfato (50 mM), taurina (15 mM) e NaCl (100 mM). Incubou-se por 5 minutos a 37ºC. 

Em seguida, adicionou-se 10 µL de H2O2 (50 µM). Desta reação foram retiradas 

alíquotas de 20 µL nos tempos 0, 5, 15, 30 e 45 minutos. A reação foi parada pela 

adição de 20 µL de catalase (20 µg/mL). Adicionou-se 160 µL de TNB (ácido 5-tio-2-

nitrobenzóico), esta solução foi preparada a partir da redução de 1 mM de DTNB [ácido 

5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico)] em 2 mL de tampão fosfato pH 12 por 5 minutos. 

Acertando o pH para 7,4 novamente.  Aguardou-se 5 minutos para ocorrer a reação ao 

abrigo da luz. Realizou-se a leitura em 405 nm no leitor de Elisa e a absorbância 

observada foi dividida pelo valor 28200 M-1 s-1. 
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3.5 Efeito de flavonóides sobre a formação de peróxido de hidrogênio em 

células HL-60 diferenciada para neutrófilos 

A linhagem de HL-60 foi diferenciada para neutrófilo pela incubação com 1,3% 

de DMSO por 5 dias. O ensaio de determinação da formação de peróxido de hidrogênio 

foi realizado em microplaca de 96 poços de fundo chato utilizando 1x106 células/mL; 10 

µL da droga (10 µM); 5 µL da enzima horseradish peroxidase - HRP (10 µM); 5 µL de 

10-acetil-3,7-diidroxifenoxazina - Amplex Red® (50 µM); no volume final para 200 µL 

de tampão fosfato-salino glicose (PBSg) pH 7,4 contendo cálcio e magnésio. Após uma 

pré-incubação por 10 minutos, a reação foi iniciada pela adição de um estímulo de 10µL 

de forbol-miristato-acetato - PMA (400 nM). Em seguida, realizou-se leitura da 

microplaca no leitor de ELISA e a alteração da absorbância a 550 nm foi monitorada 

durante 30 minutos. Neste ensaio foi utilizado como controle positivo a catalase (100 

U/mL). 

3.6 Efeito de flavonóides sobre a formação de ânion radical superóxido em 

células HL-60 diferenciada para neutrófilos 

A formação de ânion radical superóxido foi testada por meio da redução do 

citocromo C a 37 °C. Em microplaca de 96 poços de fundo chato, o ensaio consistiu de 

1 x106 células/ml, 10 µL de citocromo C (50 µM),  10 µL de droga (10 µM) no volume 

final para 200 µL de PBSg pH 7,4 contendo cálcio e magnésio. Após uma pré-

incubação por 10 minutos, a reação foi iniciada pela adição de um estímulo de 10µL de 

PMA (400nM). No leitor de ELISA a alteração da absorbância a 550 nm foi monitorada 

durante 30 minutos. 
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3.7 Análise dos resultados 

  Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão e apresentados na 

forma gráfica por utilização do programa Excel (Microsoft®; Seattle, Washington, 

EUA) e Origin 6.0.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 4.1 Ensaio da atividade inibitória dos flavonóides sobre a mieloperoxidase 

com o substrato guaicol  

No ensaio da atividade inibitória dos flavonóides sobre a mieloperoxidase 

avaliado segundo o método de oxidação do guaiacol, descrito acima no item 3.2, foram 

testados quercetina, genisteína, daidzeína; luteolina; deguelina; 12a-hidroxi-α-toxicarol; 

obovatina; α-toxicarol; 6a,12a-desidro-α-toxicarol e tephrosina, a tabela 1 apresenta os 

respectivos resultados, todos na concentração de 50 µg/mL.  

 

Substância Concentração 

(g/mL) 

Inibição 

(%) 

Quercetina 50 111,20±16,80 

   

Genisteína 50 86,99±5,29 

   

Daidzeína 50 58,12±19,12 

   

Luteolina 50 82,48±3,70 

   

α-toxicarol 50 43,42±22,30 

   

Deguelina 50 60,87±1,42 

   

6a,12a-desidro- α-toxicarol 50 73,25±1,26 

   

Obovatina 50 72,51±4,07 

   

12a-hidroxi-α-toxicarol 50 45,50±4,74 

   

Tephrosina 50 22,62±9,96 

   

Tabela 1: Inibição de flavonóides sobre a mieloperoxidase no sistema 

mieloperoxidase/guailcol/H2O2. 



22 

 

 No ensaio da atividade inibitória dos flavonóides sobre a mieloperoxidase 

utilizando como substrato o guaiacol executado com os compostos quercetina, 

genisteína, luteolina e daidzeína, foi possível obter a concentração de cada substância 

capaz de inibir 50% da MPO no teste (CI50), como apresentado nos gráficos 1, 2, 3 e 4 

abaixo. 

 

 

Gráfico 1: Inibição da quercetina no sistema mieloperoxidase/guailcol/H2O2 e detecção da absorbância 

em 470 nm após 10 minutos de incubação a 37 ºC . 
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Gráfico 2:  Inibição da genisteína no sistema mieloperoxidase/guailcol/H2O2 e detecção da absorbância 

em 470 nm após 10 minutos de incubação a 37 ºC . 

 

 

 

Gráfico 3: Inibição da luteolina no sistema mieloperoxidase/guailcol/H2O2 e detecção da absorbância em 

470 nm após 10 minutos de incubação a 37 ºC . 
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Gráfico 4: Inibição da daidzeína no sistema mieloperoxidase/guailcol/H2O2 e detecção da absorbância 

em 470 nm após 10 minutos de incubação a 37 ºC. 

 

 

 

 Analisando-se os resultados obtidos a partir do método de oxidação do guaiacol 

percebe-se que os valores de CI50 são baixos indicando que a atividade inibitória 

apresentada pelas substâncias foi satisfatória. Estes resultados indicam uma clara 

correlação positiva entre a atividade inibitória da MPO e as 

propriedades antioxidantes dos flavonóides. Contudo, sabe-se que a constante de reaçao 

do guaialcol com a MPO é baixa, o que significa que há fraca afinidade deste susbtrato 

pela enzima o que torna mais fácil uma possível inibição. Em função disso, faz-se 

necessário utilizar outros substratos com maior afinidade pela enzima como o Amplex 

red, que por ter maior afinidade pela MPO poderia identificar melhor potenciais 

inibidores. 
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4.2 Ensaio da atividade inibitória dos flavonóides sobre a mieloperoxidase 

com o substrato 10-acetil-3,7-diidroxifenoxazina (Amplex Red®) 

O Amplex Red® um composto não absorvível, é convertido pela ação de HRP e 

H2O2 a um produto de alta absorção e fluorescência, a resorufin. O ensaio é altamente 

sensível, permitindo medições de concentração bem baixas de H2O2 (KRZYSZTOF, 

2005). 

Neste ensaio, dentre os flavonóides analisados, verificou-se que a quercetina 

apresentou maior capacidade de inibição (95,65%), seguido dos demais flavonóides: α-

toxicarol (34,78%), 6a,12a-desidro-α-toxicarol (30,43%), 12a-hidroxi-α-toxicarol 

(21,74%), daidzeína (21,74%), genisteína (17,39), luteolina (13,04%), obovatina 

(13,04%) e deguelina (4,34%). (Gráfico 5). Com base nestes resultados, testou-se a 

quercetina em outras concentrações (1 e 5 µM) e verificou-se uma inibição de 13,04% e 

56,5%, respectivamente (Gráfico 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 5: Inibição dos flavonóides no sistema mieloperoxidase/Amplex Red®/H2O2 e detecção da 

absorbância em 550 nm após 10 minutos de incubação a 37 ºC. (1 - luteolina; 2 - α-toxicarol; 3 - 

deguelina; 4 - 6a,12a-desidro-α-toxicarol; 5 - obovatina; 6 - 12a-hidroxi-α-toxicarol; 7 - tephrosina; 8 - 

daidzeína; 9 - genisteína; 10 – quercetina) 
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Gráfico 6: Efeito inibitório da quercetina e lutelina no sistema mieloperoxidase/Amplex Red®/H2O2. 

 

Os ensaios utilizando guaiacol ou amplexred são importantes na caracterização 

da possível atividade de inibição da MPO, contudo os mesmo se baseiam na interação 

da enzima com o peróxido de hidrogênio, o que poderia ser um viés dos ensaios, uma 

vez que os flavonóides poderiam interferir diretamente com o peróxido na reaçao. Uma 

das atividades mais específicas da MPO é a atividade clorinante, portanto no ensaio 

taurina/cloramina pode-se afimar com maior segurança o efeito inibidor sobre a enzima 

MPO (DYPBUKT et al., 2005; MEOTTI, et al., 2007). 
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4.3 Ensaio de inibição da atividade clorinante da MPO por flavonóides 

Várias propostas tem sido sugeridas demonstrando que os flavonóides 

apresentam capacidade de inibir a produção de ácido hipocloroso (HOCl). Como 

conseqüência, estes compostos limitariam os danos teciduais causados por este potente 

agente oxidante (MEOTTI, et al., 2007). Este ensaio, baseia-se na oxidação da taurina 

pelo HOCl, formando taurina cloramina. Foi observado que dentre os flavonóides 

analisados, apenas a quercetina (5 µM) apresentou uma inibição de cerca de 30% na 

formação de taurina cloramina após 45 min, conforme demonstrado no gráfico 7. E 

como, estudos anteriores demonstraram que a produção de taurina cloramina é  

proporcional à concentração de mieloperoxidase (DYPBUKT et al., 2005). Confirma-se 

então, a quercetina como um flavonóide com atividade inibitória sobre a produção de 

mieloperoxidase, resultado já reprotado em outros trabalhos (MEOTTI, et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 7: Efeito dos flavonóides sobre a formação de taurina cloramina (1 - luteolina; 2 - α-toxicarol; 3 - 

deguelina; 4 - 6a,12a-desidro-α-toxicarol; 5 - obovatina; 6 - 12a-hidroxi-α-toxicarol; 7 - tephrosina; 8 - 

daidzeína; 9 - genisteína; 10 – quercetina) 
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4.4 Efeito de flavonóides sobre a formação de peróxido de hidrogênio em 

células HL-60 diferenciada para neutrófilos 

Pelo fato da MPO utilizar o peróxido de hidrogênio para oxidar inúmeros substratos 

em espécies reativas de oxigênio (DYPBUKT et al., 2005). A inibição da formação de H2O2 

se torna um dos processos mais importantes na descoberta de novas drogas 

antiinflamatórias, pelo fato de que o H2O2 é um dos oxidantes mais estáveis e portanto de 

mais fácil medição. Neste ensaio verificou-se que a quercetina apresentou inibição de 

80,39%, seguida da 6a,12a-desidro-α-toxicarol 10,16%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 8: Efeito de flavonóides sobre a formação de peróxido de hidrogênio em células HL-60 

diferenciadas para neutrófilos e ativadas com PMA. (1 - luteolina; 2 - α-toxicarol; 3 - deguelina; 4 - 

6a,12a-desidro-α-toxicarol; 5 - obovatina; 6 - 12a-hidroxi-α-toxicarol; 7 - tephrosina; 8 - daidzeína; 9 - 

genisteína; 10 – quercetina) 
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Gráfico 9: Efeito da quercetina sobre a formação de peróxido de hidrogênio em células HL-60 

diferenciadas para neutrófilos e ativadas com PMA. 
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4.5 Efeito de flavonóides sobre a formação de ânion radical superóxido em 

células HL-60 diferenciada para neutrófilos 

Estudos relatam que quando os neutrófilos são estimulados com PMA sofrem uma 

explosão respiratória em que o oxigênio é reduzido a superóxido. Aproximadamente 30% 

do superóxido é convertido em ácido hipocloroso pela mieloperoxidase (KLEBANOFF, 

1999; KETTLE et al.,1991). Neste ensaio para avaliar a redução do citocromo C verificou-

se as seguintes inibições: quercetina 96,12%, obovatina 10,33%; 6a,12a-desidro-α-toxicarol 

6,76%, luteolina 6,12%, 12a-desidro-α-toxicarol 5,87%, deguelina 4,51% e genisteína 

0,80%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 10: Efeito de flavonóides sobre a formação de ânion radical superóxido em células HL-60 

diferenciadas para neutrófilos e ativadas com PMA. (1 - luteolina; 2 - α-toxicarol; 3 - deguelina; 4 - 

6a,12a-desidro-α-toxicarol; 5 - obovatina; 6 - 12a-hidroxi-α-toxicarol; 7 - tephrosina; 8 - daidzeína; 9 - 

genisteína; 10 – quercetina) 
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Gráfico 11: Efeito da quercetina sobre a formação de ânion radical superóxido em células HL-60 

diferenciadas para neutrófilos e ativadas com PMA.   
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5. CONCLUSÃO 

Com base neste estudo, constatou-se que somente a quercetina apresentou 

atividade significativa de inibição da produção de H2O2 e O2
-• podendo estas atividades 

estar relacionadas com a inibição da MPO. Visto que, pelos outros métodos a quercetina 

apresentou atividade com valores acima de 90% de inibição sobre a MPO, observando 

uma correlação positiva entre a atividade da MPO e as propriedades inibitórias dos 

flavonóides.  Os resultados apontam este flavonóide como um importante inibidor de 

MPO podendo fornecer protótipos para a descoberta de drogas anti-

inflamatórias, e concepção de novas estratégias terapêuticas. 
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