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RESUMO

A atividade desregulada de enzimas em seres humanos esta relacionada com uma série de doencas. A elastase é uma
enzima controlada pelo inibidor al-antitripsina (AAT) que é produzida naturalmente pelo figado. Mutagbes no gene
SERPINA 1 causam deficiéncia desse inibidor e a consequéncia disso é o aparecimento de diversas patologias como
enfisema pulmonar, artrite reumatoide e fibrose cistica que estdo relacionadas com a agdo enzimatica desregulada da
elastase. Dado que espécies vegetais sdo fontes promissoras para a descoberta de novos farmacos, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito inibitério de extratos aquosos e etandlicos de Sedum dendroideum sobre a atividade
enzimatica da elastase. Através de ensaios enzimaticos de inibi¢do foram encontrados valores de 1Cs de 13.2 £ 1.2 pug/ml
(extrato aquoso) e 1.9 + 0.1 pg/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 é uma é uma enzima proteolitica produzida principalmente pelo pancreas e
neutrofilos, e possui a propriedade de hidrolisar componentes proteicos da matriz extracelular, como
colageno, elastina, laminina e proteoglicanos. A atividade proteolitica da elastase neutrofilica é
estritamente regulada pelo inibidor proteico endogeno denominado a-1-antitripsina (AAT). Mutac6es
no gene SERPINA 1, I6cus Pi, localizado no cromossomo 14 (14931-32) causam deficiéncia da AAT
(Siedle, et al., 2003). Sem a presenca do seu inibidor natural, a elastase gera lesfes teciduais em
diversos 0rgaos, ja que esta enzima é a principal protease liberada pelos neutréfilos em processos
inflamatorios. A acdo desregulada 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). A prospec¢do 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 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; Gallet; Després, 2012). Muitos desses metabdlitos sdo de inibidores de proteases
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e provocam uma diminuicdo do processo de absorcdo dos aminoacidos essenciais para 0
desenvolvimento dos insetos (Cuccioloni et al., 2009). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos de extratos aquosos e etanolicos brutos das folhas da espécie Sedum dendroideum
sobre a atividade enzimatica da elastase. Popularmente conhecida como balsamo, a espécie Sedum
dendroideum é uma planta da familia Crassulaceae. E uma espécie perene, suculenta, sublenhosa e
xerofita, originaria da Africa do Sul. No Brasil, estd amplamente adaptada e é denominada
popularmente de balsamo. O sumo de suas folhas tem sido utilizado para tratamento de inflamacGes
cutaneas e contusdes, e internamente para disturbios gastricos, em razdo das atividades emoliente e

cicatrizante dessa planta (Milaneze e Gongalvez, 2001).

2. MATERIAL E METODOS

Cerca de 10 g das folhas de Sedum dendroideum foram secas por 72 horas em uma estufa a
40°C e, posteriormente, moidas até a obtencao de um p6 de aspecto 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 n° 1 e um liquido transparente e livre de particulas foram obtidos. O mesmo procedimento
foi utilizado para a preparacdo do extrato etandlico, entretanto no lugar de agua destilada foi utilizado
etanol 99 %. Para os ensaios de inibi¢do foram utilizados a enzima elastase de pancreas de porco (E.C
3.4.21.36,>4U/mg) e seu substrato cromogénico N-Succinil-AlaAla-Ala-p-nitroanilida (Thomson &
Kapadia, 1979) que foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich. A enzima (na concentracgdo final de
10 pg/ml) foi incubada em tampéo fosfato de sédio (50 mM, pH= 8) com os extratos da planta em
diferentes concentragdes (variacdo de 1 para 20 pg/ml para o extrato aquoso e variacdo de 1 para 8
pg/ml para o extrato etandlico) a 25° C para um volume total final de 990 ul. Ap6s 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 espectrofotdmetro V-M5 Bel
Photonics no comprimento de onda de 410 nm. Como controle negativo foi utilizado tampéo fosfato
50 mM, pH 8, e como controle positivo epigalocatequina-3-galato. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. Os valores do
parametro de inibicdo ICso, que é a concentracdo de extrato que inibe 50% da atividade enzimaética,
foram determinados pela porcentagem de inibicdo remanescente versus a concentragdo de extrato e
calculados por regressao néo linear. A porcentagem de inibig&o foi calculada pela equacéo:

% inibicéo = |Abs controle — Abs extrato| / Abs controle x 100%



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os gréficos da figura 1 apresentam a porcentagem de inibicdo em funcéo de diferentes
concentragfes de extratos aquosos e etandlicos de Sedum dendroideum. Esses extratos inibiram
a elastase com diferentes intensidades. Conforme € mostrado na figura 1, na concentragdo de 20
ug/ml de extrato aquoso ocorreu inibicdo de 59 % da atividade enzimatica da elastase. Para 0s

extratos etanolicos podemos observar que a maior inibicdo (88%) ocorreu na concentragdo 8

pug/ml.
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Figura 1. % de inibicdo da elastase por extratos aquosos e etandlicos de Sedum dendroideum. Barras de
erros sao expressadas como desvio padrao, n=3.

Dos resultados gerados pelos graficos da figura 1 foram calculados os valores de ICso para 0s
dois extratos, sendo 13,2 + 1,2 ng/ml para o extrato aquoso) e 1,9 + 0.1 pg/ml para o extrato
etandlico. Esses resultados indicam que o extrato etandlico apresentou melhor poder de inibigédo
sobre a elastase que o extrato aquoso. Estudos de anélise fitoquimica mostraram que o género
Sedum produz uma grande variedade de metabdlitos secundarios como glicoalcaldides,
flavonoides, terpendides carboidratos e antroquinonas (Sendl et al., 1993; Aimin et al.,1998).
Esses compostos provavelmente estdo envolvidos no processo de inibicdo da elastase e podem
explicar os resultados encontrados em nosso trabalho. Flavono6ides como inibidores de proteases,
incluindo tripsina e elastase, sdo descritos por diversos autores (Sin e Kim, 2005; Middleton;
Kandaswami; Theoharides, 2000).

4. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que o0s extratos aquosos e etandlicos de Sedum
dendroideum inibem de maneira significativa a atividade enzimatica da elastase. E necessario estudos
mais especificos para identificar e isolar os possiveis compostos bioativos nos extratos da Sedum

dendroideum.
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