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RESUMEN

Elhibin es un inhibidor de proteinasas obtenido de semillas de leguminosas. Es capaz de
inhibir la elastasa leucocitaria, fibroblastica y también la triptasa. Estas enzimas desem-
peflan un papel importante en los procesos de envejecimiento e irritacion de la piel, por lo
tanto, una aplicacion especifica del Elhibin contribuye a mantener la piel eldstica, suave,
tersa y himeda. También contrarresta la inflamacion e irritaciéon producto de exposiciones
excesivas al sol, agresividad de sustancias quimicas y otras influencias ambientales.
Teniendo en cuenta estas propiedades se decidi6 evaluar la capacidad inhibitoria del Elhibin
sobre algunas enzimas proteoliticas, utilizando para ello técnicas colorimétricas que em-
plean la elastina rojo congo y la azocaseina como sustratos naturales especificos, y de
manera complementaria la difusion radial. En busca de nuevas aplicaciones para el Elhibin
se realizaron ensayos de inhibicion de actividad proteolitica en muestras de sueros de
pacientes quemados con comportamientos cinéticos o puntuales, de los cuales se conocen
que aparecen alteraciones del balance de proteasas y sus inhibidores y el correspondiente
descontrol de sus procesos fisioldgicos. Los resultados mostraron inhibicion de la actividad
elastasa y tripsina dependiente de la concentracién de Elhibin, no asi en el caso de la
colagenasa y una aplicacion especifica para ayudar a contrarrestar desbalances dafiinos en
las muestras de quemados. Se obtuvo inhibicién de la actividad de elastasa y tripsina mayor
que 30 % en todos los sueros analizados.

Descriptores DeCS: QUEMADURAS/enzimologia; INHIBIDORES DE LA
PROTEASA/ analisis; PEPTIDO HIDROLASAS/ analisis; PANCREATOPEPTIDASA/
analisis; COLORIMETRIA/ métodos; COLAGENASAS/ analisis.

Elhibin es un derivado de semillas de
leguminosas, de actividad inhibitoria de
elastasa ya conocida. La elastasa desempe-
fia un papel esencial en los procesos de irri-
tacién y envejecimiento de la piel. Su inhi-
bicién por Elhibin contribuye a mantener
la piel eléstica, suave y lisa, asi como ayu-
da a contrarrestar las influencias dafiinas
ambientales, de productos quimicos o de
otra naturaleza.

La reaccién proteolitica descontrolada
representa un peligro para la célula, es por
ello que la actividad de las proteinasas tie-
ne que ser cuidadosamente regulada por
inhibidores especificos.

Las propiedades inhibitorias de Elhibin
sobre proteinasas pueden ser demostradas
mediante estudios iz vitro e in vivo. En este
trabajo se comenz? por los estudios 2 vitro.
Se evalud la capacidad inhibitoria sobre



algunas enzimas proteoliticas y se valord
su posible aplicacion en el paciente quema-
do donde la actividad proteolitica aparece
incrementada. '

METODOS

Para realizar las diferentes determi-
naciones se emplearon técnicas de valora-
cioén de actividad proteolitica. En la eva-
luacién de la actividad elastasa se utilizo
la elastina-rojo congo como sustrato natu-
ral segun la técnica de Perlmann y
Lorend,*> se midio la cantidad de elastina
insoluble solubilizada por la digestién con
elastasa en una hora de incubacion, haciendo
una determinacion colorimétrica del pro-
ducto liberado en la solucion.

Para evaluar la actividad tripsina y
colagenasa se empled el método de
azocaseina de Charney'y Tomarellf con las
modificaciones de Langner;” combinado con
el método de Barret de clasificacion de
proteasas donde resulta como cromopéptido
la azocaseina, sustrato de proteinasas alta-
mente susceptible que se incuba con la en-
zima. El sustrato no degradado es precipi-
tado con TCA. La absorbancia del croméforo
que contiene péptidos en el sobrenadante
brinda una medida de la degradacién del
sustrato de proteina.® Todas las técnicas se
ejecutaron en el sistema ultra micro anali-
tico (SUMA) de acuerdo con los procedi-
mientos normativos operacionales del labo-
ratorio. Ademas para la visualizacién de
los resultados se acudié de manera preli-
minar a la técnica de difusion radial tradi-
cional adaptada para determinar la existen-
cia de enzimas proteoliticas. Se utiliz6
como sustrato la caseina y para la tincion
una solucion de amido black.*

RESULTADOS

En la determinacién de la posible in-
hibicién del Elhibin sobre las enzimas

proteoliticas en estudio: elastasa, tripsina
y colagenasa se emplearon técnicas
colorimétricas que daban una medida cua-
litativa y cuantitativa de si ocurre o no
el proceso. Los resultados se reportaron
en valores de absorbancia, donde ATP co-
rresponde a la actividad total del patrén
y AT-E% a la actividad total de este con
el inhibidor incorporado a las diferentes
concentraciones.

Para reafirmar y visualizar estos re-
sultados se acudi6 de forma secundaria a la
técnica de difusion radial tradicional donde
en uno de los orificios se punte6 elastasa y
tripsina patrén y en el otro estas enzimas
pero con el Elhibin.

Como se observa en los resultados, la
inhibicidn es apreciable sobre las enzimas
elastasa y tripsina donde ATP es muy supe-
rior a la actividad lograda cuando se incor-
poraba el inhibidor en sus diferentes con-
centraciones, no asi en el caso de la
colagenasa donde todos los valores oscila-
ban alrededor de un mismo punto (fig.1).

Se obtuvieron diferencias significati-
vas entre ambos halos que reafirman la in-
hibicién sobre estas enzimas pertenecien-
tes al grupo de las serin proteasas (fig. 2).

En busca de una posible aplicacion del
inhibidor se realizaron determinaciones de
actividad elastasa y tripsina (figs. 3y 4) en
muestras de pacientes quemados que fue-
ron tomadas a diferentes tiempos donde:

ATP - actividad total del patrén.
ATP/E - actividad total del patrén con el
Elhibin como inhibidor.

ATM - actividad total de la muestra.
ATMV/E - actividad total de la muestra con
el Elhibin como inhibidor.

De forma similar se realiz6 el estu-
dio en muestras de 20 pacientes quemados
de forma puntual, como puede apreciarse
en la tabla, cuyos resultados han sido ya
discutidos.
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Fig. 3. Inhibicion de elastasa por
Elhibin en pacientes quemados.

Fig. 4. Inhibicion de tripsina por
Elhibin en pacientes quemados.
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TABLA. Actividad proteolitica en el paciente quemado

Actividad A ctividad
elastasa tripsina

ATM ATMIE ATM ATMIE
161 ,148 ,826 ,232
,183 ,165 1,248 ,303
,158 ,139 ,870 ,240
,166 142 1,329 ,288
176 ,151 1,220 ,263
,190 173 1,139 ,225
,203 ,181 1,499 ,283
144 ,125 ,249 ,185
,160 142 1,098 ,275
187 ,163 1,296 ,280
,203 187 1,399 ,266
170 ,153 721 ,230
107 ,082 ,409 ,219
,249 ,220 1,198 ,290
,097 071 ,325 ,293
,261 242 ,638 ,203
,168 ,145 ,602 217
,257 ,230 ,996 ,225
,309 ,282 ,655 ,204
277 ,245 ,488 ,193
DISCUSION

Elhibin es un inhibidor por excelencia
de las enzimas elastasa y tripsina pertene-
cientes al grupo de las serin proteasas en
una manera dosis-dependiente, no asi en el
caso de la metaloproteinasa colagenasa don-
de el patrdén con inhibidor o sin él mantiene
la misma absorbancia.

Como puede apreciarse en los grafi-
cos, en todos los casos ya sea para el patrén
o las muestras, la inhibicién sobre las
enzimas es apreciable pues los valores de
actividad de las muestras sin el inhibidor

SUMMARY

son muy superiores a los de éstas con el
inhibidor incorporado a cada uno de los tiem-
pos. Pudiera considerarse un resultado pre-
liminar en la posible elaboracion de un pro-
ducto que actde de forma directa sobre es-
tas enzimas que aparecen elevadas en el
paciente quemado y un poco buscar solu-
cién a la patologia desde parametros
bioquimicos (figs. 3y 4).

El Elhibin como inhibidor al parecer
encaja de forma precisa en el centro activo
de estas proteinasas, enmascarando de for-
ma completa dicho centro activo de forma
tal que inactiva la enzima. Este proceso
resulta muy beneficioso para el organismo
si se tiene en cuenta que estas enzimas no
s6lo contribuyen a la ruptura de proteinas
envejecidas o modificadas, sino que inter-
vienen también en numerosos mecanismos
de regulacién como la maduracién de hor-
monas, respuesta inmune, coagulacion de
la sangre, desarrollo embrionario e infla-
macién, entre otros. Las reacciones
proteoliticas descontroladas son perjudicia-
les a la célula y al organismo, y deben ser
reguladas por inhibidores especificos.’

Cuando se incorpor6 el Elhibin en las
muestras de suero de los pacientes quemados
la actividad inhibitoria es apreciable, por lo
que la incorporacion de este inhibidor en una
formulacién junto a otros componentes
antioxidantes y vitaminicos constituye una
aplicacion importante del producto sobre las
quemaduras, al actuar directamente sobre
parametros bioquimicos que se modifican
durante esta lesién cutdnea como es el incre-
mento de la actividad proteolitica.

Elhibin is a proteinase inibitor obtained from seeds of Leguminosae. It is able to inhibit the leucocitary and
fibroblastic elastase and also triptase. These enzymes play an important role in the aging and skin irritation
processes, therefore, an specific application of Elhibin contributes to maintain the skin elastic, soft, glossy and
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moist. It also counteracts the inflammation and irritation caused by excesive exposures to the sun, the aggresiveness
of chemical substances and other environmental influences. Taking into account these properties, it was decided
to evaluate the inhibitory capacity of Elhibin on some proteolytic enzimes by using some colorimetric techniques
that utilize the Congo red elastin and azocasein as specific natural substrates and the radial diffusion as a
complement. In order to find new applications for Elhibin, assays of proteolytic activity inhibition were carried
out in samples of serum from burned patients with kinetic or punctual behaviours and with alterations of the
balance of proteases and their inhibitors and the corresponding discontrol of their physiological processes. The
results showed inhibition of the elastase and trypsin activity depending on the concentration of Elhibin. This did
not occur in the case of colagenase and a specific application helping to counteract harmful unbalances in the
samples of burned patients. It was obtained inhibition of the elastase and trypsin activity over 30% in all the
analyzed sera.

Subject headings: BURNS/enzimology; PROTEASE INHIBITORS/analysis; PEPTIDE HYDROLASES/
analysis; PANCREATOPEPTIDASE/analysis; COLORIMETRY /methods; COLLAGENASES/analysis.
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