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RESUMO

A atividade desregulada de proteases em seres humanos esta relacionada com uma série de doengas. A elastase de
neutréfilos é uma protease controlada pelo inibidor al-antitripsina (AAT) que é produzido naturalmente pelo figado.
Mutacdes no gene SERPINA 1 causam deficiéncia desse inibidor e a consequéncia disso é o aparecimento de diversas
patologias em humanos. Ambos extratos apresentaram grande efeito inibitério sobre a elastase, com valores de 1Cso de
8.1 = 1.4 ug mL* (extrato aquoso) e 3.3 + 0.6 pug mL™ (extrato etandlico). Estes resultados sugerem que os extratos de
Sedum dendroideum podem ser uma fonte potencial de compostos bioativos para a descoberta de novos inibidores para a
elastase.
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1. INTRODUCAO

A elastase € uma protease produzida principalmente pelo pancreas e neutréfilos e possui a
propriedade de hidrolisar componentes da matriz extracelular, como colageno, elastina, laminina e
proteoglicanos (THOMSON & KAPADIA, 1979). A atividade proteolitica da elastase neutrofilica é
estritamente regulada pelo inibidor proteico endogeno denominado a-1-antitripsina (AAT). Mutagoes
no gene SERPINA 1, l6cus Pi, localizado no cromossomo 14 (14g31-32) causam deficiéncia da AAT
(SIEDLE, et al., 2003). Sem a presenga do seu inibidor natural, a elastase em abundancia gera lesdes
teciduais, ja que esta enzima é a principal protease liberada pelos neutr6filos em processos
inflamatorios.

Em humanos, a atividade desregulada de proteases esta relacionada com diversas condi¢des
patoldgicas como céancer, processos inflamatorios, trombose, artrite, doencas de pele e enfisema
pulmonar. Por essa razdo a atividade de proteases precisa ser controlada e regulada (RAWLINGS et
al, 2004). Pesquisas recentes tém revelado que proteases se tornaram alvos importantes para o
desenvolvimento de farmacos.

A prospeccdo de compostos bioativos a partir de produtos naturais encontra nas espécies vegetal a
principal e mais promissora fonte de novos compostos que possam agir como inibidores de proteases. Para se
proteger contra animais e insetos herbivoros, as plantas geralmente produzem metabdlitos secundarios que
incluem terpenos, polifendis, taninos, peptideos e proteinas (IBANEZ et al, 2012). Muitos desses compostos
metabdlitos sdo de inibidores de proteases e provocam uma diminuicdo do processo de absor¢do dos

aminodcidos essenciais para o desenvolvimento dos insetos (CUCCILIONI et al, 2009).
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A especie Sedum dendroideum, popularmente conhecida como bélsamo é uma planta
pertencente a ordem Saxifrales, Moc. et Sessé ex DC, familia Crassulaceae € uma espécie perene,
suculenta, sublenhosa e xerdfita, originaria da Africa do Sul, de clima tropical seco (EPAGRI,1998).
No Brasil, esta amplamente adaptada e é denominada popularmente de balsamo (MILANEZE &
GONGCALVES, 2001).

Estudos apontam que o género Sedum apresenta compostos de distintos grupos quimicos
como polissacarideos (SENDL et al.,1993), triterpendides com atividade hepatoprotetora (AIMIN, et
al.,1998), alcaloides piperidinicos (HALIN et al., 1985) e atraves de uma analise fitoquimica com a
espécie Sedum dendroideum foi possivel identificar a presenca de Kaempferol, uma importante
molécula com propriedades farmacolégicas (COUTINHO, MUZITANO, &COSTA, 2009).

3. MATERIAL E METODOS

O extratos foram preparados a partir das folhas de Sedum dendroideum seguindo a
metodologia de Heidari-Sureshjani (2015), em que folhas frescas e sadias do vegetal foram coletadas
no bairro Furnas (latitude 22° 26’ 27" e longitude 46° 21" 03"), localizadas no municipio de Bueno
Branddo.

Para os ensaios de inibigdo foram utilizados a enzima elastase de pancreas de porco (E.C
3.4.21.36, >4 U/mg) e seu substrato cromogénico N-Succinil-AlaAla-Ala-p-nitroanilida (THOMSON
& KAPADIA, 1979) que foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich. A enzima (na concentracdo
final de 10 pg mL™Y) foi incubada em tampao fosfato de sodio (50 mM, pH= 8) com os extratos da
planta em diferentes concentragdes (variacdo de 1 para 20 pg mL*para o extrato aquoso e variagio
de 1 para 8 pg mL™ para o extrato etandlico) a 25° C para um volume total final de 990 pL. Apds 30
minutos, 10 pL de substrato para uma concentracdo final de 10 uM foi adicionado na mistura e a
hidrélise do substrato cromogénico foi monitorada por 5 minutos utilizando-se um espectrofotémetro
V-M5 Bel Photonics no comprimento de onda de 410 nm. Como controle negativo foi utilizado
tampdo fosfato 50 mM, pH 8, e como controle positivo epigalocatequina-3-galato (EGCG).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram apresentados
como média * desvio padréo. Os valores do parametro de inibicdo IC50, que é a concentragédo de
extrato que inibe 50% da atividade enzimatica, foram determinados pela porcentagem de inibicéo
remanescente versus a concentragcdo de extrato e calculados por regressdo néo linear utilizando o
programa GraFit 5.0 (LEATHERBARROW, 1992). A porcentagem de inibigcdo foi calculada pela

equacéo: % inibicdo = (JAbscontrole - Abs extrato|/Abs controle)x100

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os graficos 1 e 2 apresentam a porcentagem de inibicdo em funcdo de diferentes
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concentragdes de extratos aquoso e etandlicos. Esses extratos inibiram a elastase com diferentes

intensidades.
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Dos resultados encontrados foram calculados os valores de IC50. Para o extrato
aquoso obteve-se 8,1 +- 1,4 ug mL™ e para o etandlico 3,3 +- 0,6 pg mL™. Esses resultados sugerem
que o extrato etandlico apresentou melhor poder de inibi¢do sobre a elastase que o extrato aquoso.

Como descrito anteriormente, a espécie Sedum dendroideum produz uma grande variedade de

metabdlitos secundarios e esses compostos podem estar envolvidos na inibicao da elastase.

5. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicaram que os extratos aquosos e etanélicos de Sedum
dendroideum tiveram uma atividade inibitoria significativa sobre a atividade proteolitica da elastase,
demonstrando ser necessario estudos mais especificos para identificar e isolar os compostos bioativos

nos extratos da Sedum dendroideum, dado o potencial medicinal da referida planta.
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