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RESUMO

O desequilibrio entre a protease elastase e o seu inibidor endégeno esta
associada a diversas patologias como faléncia hepatica, artrite reumatdide,
psoriase, cancer de pele, arteriosclerose, enfisema, fibrose cistica e asma.
Esta protease é produzida em abundéancia por células sanguineas chamadas
neutréfilos, que desempenham um papel importante no sistema imunolégico
contra as bactérias, fungos e outros agentes nocivos ao organismo. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a a¢&o inibitoria in vitro
de diversas espécies de plantas encontradas na escola fazenda do Campus
Inconfidentes na forma de extratos aquosos sobre a atividade proteolitica da
elastase comercial de pancreas de porco. De um total de 19 espécies de
plantas encontradas na escola fazenda, somente o extrato aquoso da espécie
Cordia Superba apresentou atividade inibitoéria. A eficiéncia da inibicdo dos
extratos sobre a elastase foi verificada através do calculo do parametro cinético
denominado ICso. Tal paréametro indica a quantidade de extrato que é
necessaria para inibir 50% da atividade proteolitica da elastase. O ICsg

calculado para os extrato aquoso foi de 85 ug.

INTRODUGCAO
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Essa enzima é uma serino protease da mesma familia da tripsina
humana, ou seja, para hidrolisar proteinas depende da triade catalitica
composta pelos aminoacidos serina, histidina e aspartato. A elastase € formada
por uma cadeia polipetidica contendo 240 aminoacidos e massa molecular
aproximada de 26 KDa, e possui a propriedade de hidrolisar componenentes
da matriz extracelular, como colageno, elastina, laminina e proteoglicanos
(KAPADIA & THOMSON, 1979). A atividade proteolitica da elastase neutrofilica
€ estritamente regulada por inibidores proteicos endégenos, que incluem, o a1-
antitripsina e o a-2-macroglobulina. Apesar disso, em alguns processos
inflamatdrios pode ocorrer atividade exacerbada dos neutréfilos que acaba
gerando um desequilibrio elastase-inibidores endégenos (SIEDLE, et al., 2003).
A consequéncia deste desequilibrio é deficiéncia do inibidor a1-antitripsina.
Sem a presenca do seu inibidor natural, a elastase em abundancia gera lesées
teciduais, ja que esta enzima € a principal protease liberada pelo neutréfilos em
processos inflamatoérios. A acdo da elastase esté relacionada com uma série de
doencas como faléncia hepatica, artrite reumatoéide, psoriase, cancer de pele,

arteriosclerose e diversas patologias pulmonares (JOHANSSON, 2002).

MATERIAL E METODOS

Para os testes de inibicdo sobre a enzima elastase foram utilizadas 19
espécies de plantas encontradas na escola fazenda : Cordia Superba, Myrsine
intermedia, Pipoli Diospyros kaki, Annona squamosa L., Annona muricata L.,
Annacardium occidentale, Vitis labrusca, Posoqueira Calantha , Eugenia
pyriformis Cabes, Maclura tinctoria, Mangifera indica, Euphorbia ingens,
Hydrangea macrophyla ,Dracena reflexa Gallesia integrifolia ,Melia azedarach,
Chamaecypatris pisifera, Geissospermum laevis Miers e Bryophyllum saylcinum
salisb. Com excecédo da Cordia superba, onde a polpa da fruta foi testada nos
ensaios de inibicdo, todas as outras plantas foram utilizadas as folhas para os
testes inibitorios. A polpa da fruta e as folhas foram coletadas, secas, trituradas
e pesadas. O triturado obtido foi macerado por trés dias em agua destilada a
temperatura ambiente, sendo depois filtrados em papel wathman n°® 1. Depois

desse procedimento, todo material foi seco e determinou-se o teor de solidos



soluveis em agua. Para os ensaios de inibicdo, elastase 1 nM foi incubada
com volumes de 2, 5, 10, 20 e 40 microlitros dos extratos aquosos por 5
minutos com o substrato Succinil-ala-ala-ala-p-nitroanilida 5mM em tampéo
fosfato pH 8, temperatura ambiente de 25 °C e volume total de 1 ml. A
concentracdo de p-nitrofenol livre foi determinada medindo a absorbancia a 410
nm através de um espectrofotbmetro utilizando cubetas de plastico com
caminho optico de 10 mm e volume de 1 ml (OKADA et al., 1981; KAPADIA &
THOMSON, 1979). O parametro cinético ICsy foi calculado medindo-se a
diminuicdo da absorbancia em relacdo a um controle utilizando-se o software
Grafit 5.0 (LEATHERBARROW, 1992). Todas as medidas foram realizadas em

triplicata.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Somente os extratos obtidos da polpa da Cordia superba mostraram

efeitos inibitérios sobra a atividade proteolitica da elastase.
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Figura 1. Atividade enzimética da elastase em fungéo da concentracdo de

extrato aquoso de Cordia superba.

Como podemos observar através do gréafico da figura 1, com o aumento
da concentracdo do extrato aquoso, ocorre uma diminuicdo da atividade da
enzima, ou seja, uma diminuicdo da velocidade de hidrélise do substrato (em

nmol/min). A eficiéncia da inibicdo dos extratos sobre a elastase foi verificada



através do célculo do parametro cinético denominado ICso. Tal parametro
indica a quantidade de extrato que € necesséria para inibir 50% da atividade

da elastase. O ICsg calculado para os extrato aquoso foi de 85 ug.
CONCLUSOES

Estes resultados preliminares mostram que a Cordia superba pode ser
uma fonte de uma ou mais moléculas que inibibem a acdo da elastase. Para
estudos mais detalhados, € necessario purificar e isolar esses possiveis
inibidores, trabalho este que podera gerar num futuro préximo um novo projeto

de pesquisa.
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