ISSN: 2319-0124

josifz

13° SIMPOSIO DE POS-GRADUAGAO razaclo BEE L wao CNPq

DO IFSULDEMINAS MBS e oy S FAPEMIG

16° JORNADA CIENTIFICA E TECNOLOGICA @

INIBIC;AO DE ELASTASE POR EXTRATO AQUOSO E ETANOLICO DE Moringa
oleifera.

Luiz Felipe BENTO de Sousa?; Jorge Alexandre Nogueira SANTOS?,

RESUMO

Proteases desempenham uma série de efeitos fisioldgicos em seres humanos e caso tenham sua atividade enzimatica
desregulada, podem gerar diversas enfermidades. A elastase € uma protease com atividade proteolitica controlada pelo
inibidor o-1-antitripsina (AAT) produzido pelo figado. Mutagdes no gene SERPINA 1 causam deficiéncia desse inibidor
e isso pode desencadear o aparecimento de diversas patologias em humanos como enfisema pulmonar e fibrose cistica.
Tendo em vista que plantas produzem diferentes metab6litos secundarios que podem inibir proteases, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito de extratos aquosos e etanélicos de Moringa oleifera sobre a atividade enzimatica da
elastase. Para o extrato aquoso foi observado inibicdo de 92,5 % na concentragdo de 230 pg/ml na atividade enzimatica
da elastase, enquanto que o extrato etandlico inibiu 65 % da atividade enziméaticana concentragdo de 163 pg/ml.
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1. INTRODUCAO
1.1. Moringa Oleifera

A Moringa oleifera é uma planta arb6rea que pode atingir 10-12 metros de altura e pertencente
a familia Moringaceae. E uma planta nativa da india, mas também tem ampla distribuicéo na Jamaica,
Nigéria e Paquistdo. No Brasil é conhecida como “moringa”, “quiabo-de-quina” e em algumas regides
do pais é conhecida como "Acécia branca”. E uma planta muito bem adaptada no nosso pais,
principalmente no nordeste, pois é uma planta que resiste a seca e areas onde o solo é pouco fértil.
Sua propagacdo pode ser sexuada ou assexuada (Leone et al., 2015).

1.2 Elastase

A elastase € uma serino protease com capacidade de hidrolisar componentes como a
fibronectina, colageno, elastina, lamininas e proteoglicanos, bem como proteinas do plasma. Essa
enzima tem sua atividade enzimatica regulada por uma glicoproteina denominada olantitripsina
(AAT) codificada pelo gene SERPINAL. Mutagdes nesse gene causam deficiéncia da AAT (Siedle
et al., 2003). A consequéncia disso é o desequilibrio elastase/AAT que geram danos severos em
diversos tecidos causando enfermidades como choque séptico, faléncia hepatica, artrite reumatoide,
enfisema pulmonar e fibrose cistica (Johansson, 2002). Tendo em vista que plantas produzem
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diferentes classes de compostos quimicos que atuam como metabdlitos secundarios que podem inibir
diversas enzimas, incluindo proteases, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de
extratos aquosos e etandlicos da planta Moringa oleifera sobre a atividade da elastase por meio de

ensaios enzimaticos de inibicao.

2. MATERIAL E METODOS

Os extratos aquosos e etandlicos das folhas de Moringa Oleifera foram preparados de acordo
com a metodologia de Heidari-Sureshjani (2015). As folhas foram secas em uma estufa a 50°C por
24 horas e posteriormente triturados em um almofariz com a ajuda de um pistilo. O material triturado
foi submetido a maceracdo em agua destilada na proporgdo de 1:10 p/v em geladeira por 48 h. A
mistura foi filtrada em papel Whatman n°1 e obteve-se um extrato aquoso transparente e isento de
particulas que depois foi congelado até o seu uso. O mesmo procedimento foi utilizado para
preparacdo do extrato etanolico utilizando-se alcool etilico 99,9% para maceracdo. Para 0s ensaios
enzimaticos foi utilizada a enzima elastase de péancreas de porco (E.C.3.4.21.36) e o substrato
Succinil-ala-ala-ala-p-nitroanilida, ambos adquiridos da empresa Sigma Aldrich. Elastase na
concentracdo de 20 pug/ml foi previamente incubada em tubos de ensaio com diferentes concentracdes
dos extratos aquosos e etandlicos, em tampdo fosfato de sddio 100 mM, temperatura de 37°C, pH 7,5
por 10 minutos. Apos esse procedimento foi adicionado em cada tubo 25 uL do substrato na
concentracdo de 1mg/ml e prosseguiu-se a incubacdo por mais 5 minutos. A reacdo foi cessada pela
adicdo de acido acético 30% e a concentracdo do produto cromogénico formado p-nitroanilina livre
foi determinada medindo a absorbancia a 410 nm através de um espectrofotdmetro modelo V-M5,
marca Bel Photonics. Tampao fosfato de sddio 50 mM, pH= 7,5 foi utilizado como controle negativo.
O composto epigalocatequina-3-galato (EGCG) foi utilizado como controle positivo, onde foi
construida uma curva dose-resposta com concentracfes variando entre 10 e 100 pg/ml. A
porcentagem de inibicdo foi calculada através da equacao:

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

Todas as medidas foram realizadas em triplicata. Os dados foram apresentados em termos de média
+ desvio padrdo. Todos os valores encontrados foram comparados ao controle positivo (EGCG)
através do teste t de Student, utilizando como hipdtese nula a diferenca entre as médias. O limite de

significancia para todas as andlises estatisticas foi de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos de Moringa Oleifera utilizados neste trabalho apresentaram inibicdo significativa
sobre a atividade enzimética da elastase. Para o extrato aquoso foi observado inibi¢do de 92,5 % na
concentragéo de 230 pg/ml (figura 1). O extrato etanolico inibiu 65 % na concentracao de 163 pg/ml



(figura 2).
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Figura 1. % de inibigdo da elastase por extrato aquoso de Moringa Oleifera. Barras de erros sdo expressados
como desvio padrdo, n=3. Asterisco representa diferenca significativa (p < 0,05) em comparagdo ao controle
positivo EGCG na concentragdo de 100 pg/ml.
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Figura 2. % de inibicdo da elastase por extrato etanélico de Moringa Oleifera. Barras de erros sao expressados
como desvio padréo, n=3. Asterisco representa diferenga significativa (p < 0,05) em comparagdo ao controle
positivo EGCG na concentracdo de 100 pg/ml.

Com excecdo da solugdo aquosa na concentracao de 46 pg/ml, todos os outros valores de inibigdo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle positivo. Estudos de analise
fitoquimica mostraram que o género Sedum produz uma grande variedade de metabdlitos
secundarios como alcaldides, flavonoides e taninos (Saraiva et al., 2018). Esses compostos
podem estar envolvidos no processo de inibicdo da elastase e podem explicar os resultados
encontrados em nosso trabalho. Flavondides como inibidores de proteases, incluindo tripsina e
elastase, sdo descritos na literatura por diversos autores (Sin e Kim, 2005; Middleton;
Kandaswami; Theoharides, 2000).



4. CONCLUSAO
Os extratos de Moringa oleifera mostraram resultados significativos de inibicdo sobre a
atividade proteolitica da enzima elastase. Apesar de promissor, mais estudos sdo necessarios para

melhor conhecimento da farmacocinética dos compostos bioativos desta planta.
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