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AVALIACAO DAATIVIDADE INIBITORIA DA ELASTASE POR EXTRATOS DE
SEDUM DENDROIDEUM : UM ESTUDO IN VITRO

Lais G. CASALOTI'; Jorge A. N. SANTOS?

RESUMO

Proteases sdo enzimas que participam de muitos processos fisiolégicos como a reciclagem de proteinas, sinalizagao
celular, digestdo de alimentos, coagulagdo sanguinea, cicatrizacdo, resposta imunoldgica, diferenciacdo, e crescimento
celular, entre outros. A elastase é uma protease controlada pelo inibidor al-antitripsina (AAT) que é produzido
naturalmente pelo figado. Mutacfes no gene SERPINA 1 causam deficiéncia desse inibidor e a consequéncia disso € o
aparecimento de diversas patologias em humanos. O objetivo deste trabalho foi examinar os efeitos de extrato aquoso
das folhas de Sedum dendroideum sobre a atividade enziméatica da protease elastase. O extrato aquoso apresentou
grande efeito inibitorio sobre a atividade proteolitica da elastase, com valor de ICso de 12,43 ug/ml + 0,57.
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1. INTRODUCAO

Considerando-se a importancia da elastase na fisiopatologia de diversas doencas, associada
ao fato de existirem poucas drogas disponiveis até o momento para esta especificidade, a
prospeccdo de compostos bioativos a partir de produtos naturais encontra nas espécies vegetais a
principal e mais promissora fonte de novos compostos que possam agir como inibidores da elastase.
Para se proteger contra insetos herbivoros, as plantas geralmente produzem metabdlitos secundarios
gue incluem terpenos, polifendis, taninos, peptideos e proteinas (IBANEZ et al, 2012). Muitos
desses compostos séo inibidores de proteases e provocam uma diminuigdo do processo de absorcao
dos aminoacidos essenciais necessarios para o desenvolvimento dos insetos (CUCCILIONI et al,
2009). Levando em consideracdo os diversos metabdlitos secundarios encontrados na espécie
Sedum dendroideum, e tendo em vista 0 seu potencial uso como planta medicinal, o objetivo do
respectivo projeto foi avaliar o potencial de inibicdo de extratos das folhas de Sedum dendroideum

sobre a atividade proteolitica da enzima elastase.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Elastase

A elastase é formada por uma cadeia polipeptidica contendo 240 aminoacidos e massa
molecular aproximada de 26 KDa, e possui a propriedade de hidrolisar componentes da matriz
extracelular, como colageno, elastina, laminina e proteoglicanos (KAPADIA; THOMSON, 1979). A
atividade proteolitica da elastase neutrofilica € estritamente regulada pelo inibidor proteico
enddgeno denominado al-antitripsina (AAT). Mutacdes no gene SERPINA 1, locus Pi, localizado
no cromossomo 14 (14931-32) causam deficiéncia da AAT (SIEDLE, et al., 2003). Sem a presenca
do seu inibidor natural, a elastase em abundancia gera lesGes teciduais, ja que esta enzima é a
principal protease liberada pelo neutrofilos em processos inflamatérios. A acdo da elastase esta
relacionada com uma série de doencas como faléncia hepatica, artrite reumatoide, psoriase, cancer
de pele, arteriosclerose e diversas patologias pulmonares (JOHANSSON, 2002). Em um pulmao
normal, os alvéolos sdo expostos a baixos niveis de elastase de neutréfilos. Essa protease pode
destruir a elastina na parede alveolar se ndo for contida pela a¢do do inibidor al-antitripsina. Como
o tecido pulmonar ndo pode se regenerar, um processo de enfisema, asma, lesdo pulmonar aguda ou

fibrose cistica podem ser desencadeados (CARDOSO et al, 2000).

2.2. Sedum dendroideum

Planta referente & ordem Saxifrales, Sedum dendroideum Moc. et Sessé ex DC. Crassulaceae
€ uma espécie perene, suculenta, sublenhosa e xerdfita, originaria da Africa do Sul, de clima
tropical seco. No Brasil, esta amplamente adaptada e ¢ denominada popularmente de balsamo . Suas
folhas tém sido utilizadas para tratamento de inflamag6es cuténeas e contusdes, e internamente para
distarbios géastricos, em razdo das atividades emoliente e cicatrizante (MILANEZE &

GONGCALVES, 2001).

3. MATERIAL E METODOS

Elastase de pancreas de porco (E.C 3.4.21.36, >4 U/mg), o substrato cromogénico N-
succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida e o controle positivo epigalocatequina-galato (EGCG) foram

adquiridos da empresa Sigma Aldrich.

Preparacgdo do extrato aquoso: Cerca de 10 g das folhas da planta foram secas por 72

horas em uma estufa a 40 °C e, posteriormente, moidas até a obtencdo de um pd de aspecto
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uniforme. Em seguida, o material obtido foi transferido para um frasco de vidro e misturado com 50
ml de &gua destilada, permanecendo em repouso por 12 horas. Apds esse procedimento, a mistura

foi filtrada em papel Whatman e um liquido transparente e livre de particulas foi obtido.

Ensaios de inibigdo proteolitica: Uma mistura contendo 970 pL de tampéo fosfato de sodio
(50 mM, pH=8), 10 pL de enzima (1mg/ml) e 10 pL de extrato de Sedum Dendroideum, para uma
concentracgdo final variando de O (controle) para 328 pg/ml, foram incubados por 30 minutos a 25
°C. Ap0s esse tempo, foi adicionado 10 pL de substrato & mistura para uma concentragdo final de 10
MM. A hidrolise do substrato cromogénico foi acompanhada por 5 minutos e a liberacao de p-
nitroanilina (substancia de cor amarela) , foi medida a 410 nm usando um espectrofotdmetro
modelo V-M5 Bel Photonics. O valor do parametro de inibicdo ICsg, que é a concentracdo de extrato
que inibe 50% da atividade enzimatica, foi determinado pelo plote da porcentagem de inibigéo
versus log concentracdo de extrato e calculado por regresséo nao linear. A porcentagem de inibicao
foi calculada pela equacéo:

% Inllef?lO = (AbS controle — Abs extrato / Abs controle) x 100
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram apresentados como média +

desvio padrao.
4, RESULTADOS E DISCUSSOES

Como podemos observar pelo grafico da figura 1, o efeito de inibicdo sobre a atividade da
elastase foi sempre crescente com o aumento da concentragdo do extrato. Para uma concentragdo de
20 ug/ml de extrato ocorreu inibicdo de 60% da atividade enzimatica da enzima. O ICso calculado
foi de 12,43 ug/ml = 0,57. Como controle negativo foi utilizado de tampdo fosfato de sédio ( 50

mM, pH= 8). O controle positivo (EGCG) apresentou ICso de 116 pg/ml +6,7.
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Figura 1: Gréfico da % de inibicéo versus concentracao de extrato aquoso de Sedum dendroideum.
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5. CONCLUSOES

Estes resultados preliminares mostram que a Sedum dendroideum pode ser uma fonte para
prospeccao de moléculas bioativas contra a agdo da elastase. Para estudos mais detalhados, é
necessario purificar e isolar esses possiveis inibidores, trabalho este que podera gerar num futuro

préximo um novo projeto de pesquisa.
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