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Introducio e Objetivo

O processo inflamatério envolve uma cascata de eventos fisioldgicos que levam a
liberagdo de mediadores inflamatorios, influenciando a producdo de acido araquiddnico
(ETIENNE et al, 2020). Esse acido graxo ¢ substrato da ciclooxigenase (COX) e
lipooxigenase (LOX), enzimas que desempenham papéis cruciais na inflama¢do (Kumar et
al., 2023). Além da COX e LOX, proteinases também desempenham um papel essencial na
modulacdo da resposta inflamatdria. As proteinases fazem parte da imunidade inata, regulam
a ativagdo e degradacdo de moléculas pro-inflamatorias, mas quando ativadas de forma nao
controlada podem levar ao desenvolvimento de doengas cronicas, como aterosclerose e
cancer. Por isto, o equilibrio na regulagcdo de vias inflamatdrias pode prevenir o surgimento de
patologias associadas a inflamag¢do exacerbada (Mancek-Keber, 2014).

Entre as proteinases envolvidas no processo inflamatorio, destaca-se a elastase que ¢
uma serina proteinase liberada por neutrofilos responsaveis pela degradacdo da elastina da
matriz extracelular, podendo clivar também coldgeno, fibronectina e outras proteinas
matriciais (Barros, 2012). A sua acdo proteolitica pode levar a destruicido da matriz
extracelular induzindo ao dano tecidual, aumentando a permeabilidade vascular e facilitando a
infiltragdo de células inflamatérias (Kumar et al., 2023). Considerando a relevancia desta
protease na inflamagao, pesquisas direcionadas para elucidagdo dos mecanismos e descoberta
de potenciais inibidores da enzima s3o essenciais, visto que podem contribuir para o avango

do tratamento e controle do processo inflamatorio. Neste contexto, uma das alternativas para
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este estudo € o ensaio de inibi¢do da elastase in vitro que ¢ amplamente difundido na literatura
cientifica, apresentando diferentes adaptagdes metodologicas, com resultados satisfatorios
(MOTA et al., 2021; ROMERO et al., 2024; JESUS et al., 2024). A reprodutibilidade do teste
depende de uma série de fatores, incluindo fatores intrinsecos as amostras testadas e das
condi¢des favordveis para que a reacdo enzimatica aconteca. Assim, o objetivo do presente
trabalho € apresentar os resultados iniciais da otimiza¢dao do ensaio de inibicao da elastase in
vitro, transposto para microplaca, como modelo para analise do potencial anti-inflamatorio de

compostos quimicos.

Materiais e Métodos

A determinacdo do potencial anti-inflamatdrio pelo ensaio in vitro de inibicdo da
elastase foi realizada, no laboratério de Bioquimica (DCS/CEUNES/UFES), conforme
metodologia adaptada de Thring ef al. (2009) e Mota et al. (2021). Para os testes foram
utilizados: a enzima elastase pancreatica suina (ELA) (Sigma®, codigo 3507.90.39) e o
substrato: N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida (SUC) (Sigma®, codigo 2924.29.99). O
ensaio foi realizado em microplacas com 96 pogos em meio reacional, com volume final de
250uL/pogo, preparado em tampao fosfato (PBS) ou TRIS-HCL (em pH = 7,0). Para a
determina¢do do controle foram adicionados aos pogos solu¢des de ELA (0,0209 U/mL) e
SUC (100 uM). Neste ensaio utilizamos como inibidores enzimaticos acido ascorbico (ASC)
a 10 mg/mL e epigalocatequina-3-galato (EGCG) (Sigma®, codigo 989-51-5), na
concentragdo de 0,114 mg/mL. Para avaliagdo da inibi¢do, foram adicionados ao sistema ELA
e SUC, 30uL de solucdo de cada inibidor.

Apo6s o preparo, as microplacas foram incubadas a 37° C por 50 min, com posterior
leitura em leitor de microplacas Kasuaki® (DR-200BN) a 405nm. A absorbancia foi
detectada de forma pontual e, também verificada, por mais 40 min, em 5 intervalos de tempo
diferentes de forma continua. A porcentagem de inibi¢ao foi calculada pela equacao:

% inibicao da elastase [I-ELA(%)] = [Abs controle — Abs (amostra)] / Abs controle x 100

Discussao e Resultados

O ensaio enzimatico ¢ fundamentado pela clivagem do substrato SUC pela enzima
ELA, levando a formagdo do composto a p-nitroanilina (pNA), que ¢ detectado a 405nm. Nas
analises realizadas foi possivel a detec¢ao espectrofotométrica do cromoéforo nos ensaios, na

presenca e na auséncia do inibidor EGCG. Embora os valores das absorbancias detectados
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tenham sido baixos, quando comparado ao desejavel em outros estudos (Mota et al., 2021),
foi observado um aumento constante e linear de formagao da pNA, em fungdo do tempo (R*=
0,9874). Tal fato atestou que a reacdo enzimatica havia ocorrido, abrindo oportunidade para

realizacdo de novos ensaios com adequagdes no meio reacional (Figura 1 A e B).
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Figura 1. Padronizag¢do do ensaio de inibicdo de ELA. (A) Atividade da enzima em fun¢do do tempo, na
presencga e na auséncia de EGCG em TRIS-HCI. (B) I-ELA(%) pela EGCG, em fungdo do tempo.

A validagdo desta etapa do teste foi verificada empregando o inibidor EGCG que
levou a I-ELA(%) de 80,0%, logo nos primeiros 10 minutos, mantendo a inibicdo durante
todo o periodo avaliado. O EGCG ¢ um flavonoide ndo toxico, bastante empregado como
inibidor de ELA, sendo usando como referéncia no teste de inibicao da elastase (Sator et al.,
2002; Jesus et al., 2024). No presente estudo, foi testado também ASC como outra alternativa
de inibidor controle para o método testado, apresentando I-ELA(%) superior ao EGCG: cerca
de 90,0% de inibi¢cdo ao longo do tempo, a 10 mg/mL (Figura 2). Arifah et al. (2025)
investigaram a capacidade de um extrato vegetal em inibir a elastase ¢ compararam o
percentual de inibicdo dos extratos com ASC, o qual apresentou aproximadamente 90% de
inibi¢do na concentragdo de 200 pg/mL. Embora ASC ndo atue diretamente no sitio ativo da
elastase (o que pode ser observado pelo Docking molecular, dados ndao apresentados) ¢
possivel observar notdria inibicao de ELA in vitro, com mecanismo ainda nao elucidado. /n
vivo, o ASC promove inibi¢do indireta de ELA por reduzir o estresse oxidativo, modulando a

ativacao neutrofilica e protegendo a matriz extracelular (Pullar et al, 2017).
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Figura 2. Padronizacdo do ensaio de inibi¢do da atividade da Elastase em tampao TRIS-HC/ e PBS. Em (A)
Atividade enzimatica de ELA na presenca ¢ na auséncia de EGCG e ASC. Em (B) Percentual de inibi¢do da
enzima elastase pela EGCG e ASC.
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Na Figura 2, observa-se que a atividade da ELA varia qualitativamente dependendo
do sistema tampao utilizado. Essa variagdo estd alinhada com a literatura, que mostra que
tampodes diferentes podem afetar os parametros cinéticos de enzimas (Forero et al, 2023),
reforcando a necessidade de padronizagdo de condi¢des nos ensaios. Na Figura 2A, mostra
que a atividade de ELA foi maior em TRIS-HCI, em comparagdo ao PBS. Na presenca dos
inibidores, a produgdo de pNA manteve-se mais elevada em PBS, com EGCG, indicando
menor eficacia do inibidor neste tampao. Enquanto que ASC levou a redugao da formagao do
produto da reagdo enzimatica, demonstrando eficiéncia para a inibicdo de ELA, em ambos
sistemas de tamponamento.

Ainda, a Figura 2B revelou que o ASC apresentou maior porcentagem de inibicao em
relagdo ao EGCG, em ambos tampdes, atingindo valores proximos de 95%. Uma vez que os
inibidores apresentam mecanismos inibitorios distintos, essa diferenca pode estar relacionada
a capacidade antioxidante de ASC de potencializar essa inibicdo, ndo requerendo interacao
direta com a estrutura da proteina. Este resultado mostrou também que EGCG em PBS
apresentou baixissimo potencial de inibicdo de ELA (20%), em comparagdo ao sistema
tampao TRIS-HCI onde apresentou atividade inibitdria em torno de 70%. Esse resultado pode
ser decorrente ao favorecimento da degradacdo do flavonoide em tampao fosfato, a 37°C

(Dube et al, 2010), que perde a sua capacidade de inibir ELA.

Consideracoes Finais

Os dados apresentados mostraram que o ensaio in vitro tem o melhor desempenho
quando o sistema ELA e SUC ¢ colocado em TRIS-HCI, a 37°C. Nas proximas etapas da
pesquisa, analises relacionadas a temperatura de reagdo e verificagdo da estabilidade de
compostos quimicos nos diferentes tampodes serdo realizadas. Neste estudo foi mostrada a
sensibilidade do método, visto a expressiva inibicdo de ELA na presenca EGCG e ASC que
tem mecanismos de inibi¢do distintos. Outras andlises serdo realizadas visando padronizagdo
metodoldgica da técnica, visando o seu uso como um promissor modelo para estudos de

potencial propriedade anti-inflamatoria de substancias bioativas.
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