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INIBICAO DE SERINO PROTEASE POR Solanum paniculatum
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RESUMO

A elastase ¢ uma serino protease liberada durante respostas imunoldgicas em que ocorre um grande
recrutamento de neutrofilos. O desequilibrio entre a elastase neutrofilica e o seu inibidor enddgeno (AAT), esta
associado ao surgimento de enfermidades nesse drgdo como a fibrose cistica e a lesdo pulmonar aguda .Nao ha cura
para os problemas causados por esse desequilibrio. Nesse sentido, evidencia-se que varias pesquisas tém passado a
buscar nos ultimos anos, moléculas naturais ou sintéticas que possam controlar a acdo da clastase neutrofilica em
substituicdo a a-1-antitripsina. O estudo de compostos bioativos encontrados em espécies vegetais se tornou a principal
e mais promissora fonte de novas moléculas com potencial para inibi¢do de proteases. O objetivo deste trabalho, foi
examinar os efeitos de extratos aquosos e etandlicos de Solanum paniculatum sobre a atividade enzimatica da protease
elastase. Para o extrato aquoso, foi observado inibigdo de 42,3, % na concentragdo de 443,2 pg/ml. O extrato etanolico
inibiu 56,7 % na concentragdo de 203,5 pg/ml. Estes resultados sugerem que os extratos de S. paniculatum podem ser
uma fonte potencial de compostos bioativos para a descoberta de novos inibidores para a elastase.
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1. INTRODUCAO

1.1 Proteases

Proteases, peptidases ou proteinases referem-se a classe de enzimas hidrolases que catalisam
a clivagem de ligacdes peptidicas e sdo responsaveis por diversas fungdes nos sistemas biologicos.
De acordo com a natureza quimica do sitio catalitico ¢ o residuo de aminoacido no mesmo, ¢
possivel evidenciar as principais familias: as aspartil-, cisteino-, glutamil-, metalo-, serino-,
asparagino e treonino-proteases (POLGAR, 2005). A elastase ¢ uma serino protease liberada
durante respostas imunologicas em que ocorre um grande recrutamento de neutrofilos, sendo
relevante também sua capacidade de degradar um grande niimero de componentes da matriz
extracelular (SIEDLE et. al., 2003). A liberacdo excessiva de elastase neutrofilica resulta em
destruicdo do parénquima pulmonar e o inibidor enddgenode a-1-antitripsina (AAT) é o

responsavel por impedir essa destruicao.
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O desequilibrio entre a protease elastase neutrofilica e o seu inibidor endégeno (AAT), esta
associado ao surgimento de enfermidades nesse 6rgdo como a fibrose cistica e a lesdo pulmonar
aguda. A deficiéncia de ATT representa um disturbio genético com grande incidéncia na populacao,
afetando um a cada 2000-5000 pessoas. Nao ha cura para os problemas causados por esse
desequilibrio. O tratamento utilizado atualmente se constitui em uma terapia de reposi¢ao
intravenosa da a-1-antitripsina que apresenta altos custos, se tornando cada vez mais inacessivel a
populagdo (CAMELIER, 2008). Moléculas bioativas provenientes de plantas possuem grande
potencial para inibi¢do de proteases de interesse clinico (CASALOTTI & SANTOS, 2019; CRAIK
et al., 2011). Metabdlitos secunddrios produzidos por plantas agindo como inibidores de serino

proteases, incluindo a elastase foi descrito por SIN & KIM, 2005.

2.3 Solanum paniculatum

Solanum paniculatum ¢ uma planta pertencente a ordem Solanales e a familia Solanaceae,
popularmente conhecida como jurubeba, comum em quase todo o Brasil. O género Solanum ¢
tradicionalmente empregado como agente anti-herpes e anticancer em diferentes paises. No Brasil, a
planta S. paniculatum tem amplo uso medicinal, sendo usada para o tratamento de infecgdes virais,

5 distarbios hepaticos e gastrointestinais (VALADARES et al., 2009).

2. MATERIAL E METODOS

Os extratos aquosos e etandlicos brutos foram preparados a partir dos frutos de Solanum
paniculatum de acordo com a metodologia de Heidari-Sureshjani (2015). Os frutos colhidos na
Escola-Fazenda do Campus Inconfidentes foram secos 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 propor¢ao de 1:10 p/v em geladeira por 48 h. A
mistura foi filtrada em papel Whatman n°l e obteve-se um extrato aquoso transparente e isento de
particulas que depois foi congelado até o seu uso. Seguiu-se o mesmo procedimento para
preparacao do extrato etandlico utilizando-se alcool etilico 99,9% para maceracdo. Para os ensaios
enzimaticos foi utilizada a enzima elastase de pancreas de porco (E.C.3.4.21.36) e o substrato o
Succinil-ala-ala-ala-p-nitroanilida adquiridos da empresa Sigma Aldrich. Elastase na concentracao
de 20 pg/ml foi previamente incubada em tubos de ensaio com diferentes concentracdes dos
extratos aquosos (0; 27,7; 55,4; 110,8; 221,6 e 443,2 ng/ml) e etanolicos (0; 12,7; 25,4; 50,8; 101,8
e 203,2 ug/ml), em tampao fosfato de so6dio 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 concentragcdo de

Img/ml e prosseguiu-se a incubacdo por mais 5 minutos. A reagdo foi cessada pela adi¢cao de 4cido



acético 30% e a concentrag¢do do produto cromogénico formado p-nitroanilina livre foi determinada
medindo a absorbancia a 410 nm através de um espectrofotometro modelo V-MS5, marca Bel
Photonics. Tampao fosfato de sodio 50 mM, pH= 7,5 foi utilizado como controle negativo e o
composto epigalocatequina-3-galato como controle positivo (PIENTAWEERATCH et.al., 2016;
AMBARWATI et al., 2022). A porcentagem de inibigao foi calculada através da equagao:

% inibicao = |AbS .onroie — ADS exiratol / ADS controre X 100%

Todas as medidas foram realizadas em triplicata. Os dados foram apresentados em termos de

média + desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os extratos de Solanum paniculatum utilizados neste trabalho apresentaram inibi¢do sobre a
atividade enzimatica da elastase (Figura 1). Para o extrato aquoso foi observado inibi¢ao de 42,3 %
na concentragdo de 443,2 pug/ml. O extrato etandlico apresentou inibigdo um pouco mais efetiva em

uma dose menor de extrato, sendo de 56,7 % na concentragao de 203,5 pg/ml.
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Figura 1. % de inibicio da elastase pelo extrato aquoso e etanélico de Solanum paniculatum. Barras de erros sao
expressados como desvio padrao, n=3.

Em um estudo realizado recentemente mostrou-se que extratos de Solanum lycopersicum
Mill. inibem elastase com grande intensidade (AMBARWATI et al., 2022). Estudos também ja
mostraram que terpenos e flavonodides inibem a elastase produzida por neutréfilos humanos

(SIEDLE et al., 2003; JAKIMIUK et al., 2021).

4. CONCLUSOES

Os extratos aquosos e etanolicos de Solanum paniculatum apresentaram efeitos inibitdrios
sobre a atividade da enzima elastase. Estes estudos preliminares serdo importantes para pesquisas

posteriores sobre a elastase ou outras enzimas de interesse clinico da mesma classe.
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