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APRESENTAÇÃO
A coleção “Expansão do conhecimento e inovação tecnológica no campo das ciências 

farmacêuticas” é uma obra organizada em dois volumes que tem como foco principal a 
apresentação de trabalhos científicos diversos que compõe seus 31 capítulos, relacionados 
às Ciências Farmacêuticas e Ciências da Saúde. A obra abordará de forma interdisciplinar 
trabalhos originais, relatos de caso ou de experiência e revisões com temáticas nas diversas 
áreas de atuação do profissional Farmacêutico nos diferentes níveis de atenção à saúde.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos 
desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Em todos esses 
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à atenção e assistência farmacêutica, 
farmacologia, saúde pública, controle de qualidade, produtos naturais e fitoterápicos, 
práticas integrativas e complementares, entre outras áreas. Estudos com este perfil podem 
nortear novas pesquisas na grande área das Ciências Farmacêuticas. 

Temas diversos e interessantes são, deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles que de alguma 
forma se interessam pela Farmácia, pois apresenta material que apresenta estratégias, 
abordagens e experiências com dados de regiões específicas do país, o que é muito 
relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Expansão do conhecimento e inovação tecnológica no campo 
das ciências farmacêuticas” apresenta resultados obtidos pelos pesquisadores que, 
de forma qualificada desenvolveram seus trabalhos que aqui serão apresentados de 
maneira concisa e didática. Sabemos o quão importante é a divulgação científica, por isso 
evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma 
consolidada e confiável para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados. 
Boa leitura! 

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: As metaloproteinases da matriz 
(MMPs) são endopeptidases que degradam 
vários componentes da matriz extracelular. 
Estas enzimas proteolíticas zinco-dependentes 
desempenham um papel importante nos 
processos fisiológicos e patológicos. As MMP-2 e 
MMP-9 fazem parte do grupo das gelatinases que 
digerem prontamente colágenos desnaturados. 
A superexpressão destas gelatinases tem sido 
associada à invasão tumoral e metástase. Por 
sua vez, a expressão de inibidores teciduais 
de MMPs (TIMPs) merece grande atenção, 
uma vez que o equilíbrio entre MMPs e TIMPs 
é responsável pela proteólise e homeostase da 

matriz extracelular, e seu desequilíbrio pode 
levar ao acúmulo de elementos que podem gerar 
patologias. Outras moléculas, além dos TIMPs, 
são capazes de inibir a atividade das MMPs, 
sendo que várias delas estão presentes nas 
plantas, como os compostos secundários. Estes 
se apresentam com efeitos farmacológicos, 
como os polifenóis, que incluem ácidos fenólicos, 
estilbenos, lignanas e flavonoides. Estes 
compostos secundários são muito abundantes 
em plantas do Cerrado, o segundo maior bioma 
do Brasil. Apesar da grande diversidade de 
plantas existentes neste bioma, poucos estudos 
demonstram a sua ação sobre as MMP-2 e 9, 
como a Tapirira guianensis e Xylopia aromatica. 
Este capítulo apresenta uma breve revisão sobre 
as MMPs e as diferentes técnicas para avaliar 
a sua presença e atividade como a zimografia, 
imunohistoquímica, Western Blotting e ensaio 
baseado em ELISA. 
PALAVRAS - CHAVE: Metalloproteinase 2 E 9, 
Plantas do Cerrado, Compostos Secundários, 
Matriz Extracelular, Inibição.

INHIBITION OF MATRIX 
METALLOPROTEINASE-2 AND -9 

ACTIVITIES BY CERRADO PLANTS
ABSTRACT: Matrix Metalloproteinases (MMPs) 
are endopeptidases that degrade several 
components of the extracellular matrix. MMPs 
play an important role in the physiological and 
pathological processes. MMPs 2 and MMP-9 are 
part of the group of gelatinases and readily digest 
denatured collagens. These two gelatinases have 
been linked to tumor invasion and metastasis. The 
expression of tissue inhibitors of MMPs (TIMPs) 
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deserves great attention since the balance between MMPs and TIMPs is responsible for ECM 
proteolysis and homeostasis, and its imbalance can lead to the accumulation of elements 
that can generate pathologies. Other molecules, in addition to TIMPs, can inhibit the activity 
of MMPs, and several of them are present in plants, as the secondary compounds. These 
have pharmacological effects, such as polyphenols, which include phenolic acids, stilbenes, 
lignans and flavonoids. These secondary compounds are very abundant in plants from the 
Cerrado, the second largest biome in Brazil. Despite the great diversity of existing plants in 
this biome, few studies on their medicinal properties demonstrate the potential for action on 
MMP-2 and 9. This chapter presents a brief review of MMPs, their inhibition and the different 
techniques to assess their presence and activity such as zymography, immunohistochemistry, 
Western Blotting and ELISA-based assay.
KEYWORDS: Metalloproteinase 2 And 9, Plants From The Cerrado, Secondary Compounds, 
Extracellular Matrix, Inhibition.

INTRODUÇÃO
As Metaloproteinases de Matriz (MMPs) são um grupo de endopeptidades que 

apresentam a capacidade de degradar diversos componentes da matriz extracelular 
(MEC). Esta família de proteínas foi descrita pela primeira vez em 1962, em um estudo 
que encontrou uma enzima ativa no cultivo de fragmento de pele de ratos que degradava a 
molécula de colágeno (GROSS E LAPIÈRRE, 1962).

Os componentes desta família apresentam diferenças em sua estrutura química e 
na habilidade de degradar as proteínas presentes na MEC, mas juntas atuam sobre todos 
os seus componentes proteicos, como colágeno, laminina, fibronectina e proteoglicanos 
(SOUZA E LINE, 2002). As MMPs regulam a atividade de quimiocinas, receptores celulares 
e fatores de crescimento tornando-os solúveis e, consequentemente, mediam processos 
como proliferação, migração, diferenciação e sobrevivência celular.

Atualmente já foram identificadas 24 MMPs de diferentes vertebrados, sendo 23 
encontradas em humanos. As metaloproteinases são classificadas em seis grupos, todos 
com atividade dependente da presença de Zinco. São as colagenases, as gelatinases, as 
estromelisinas, as matrilisinas, metaloproteínases de membrana e um grupo que não se 
enquadra nesses outros (VISSE E NAGASE, 2003; CUI E KHALIL, 2017). 

O grupo das colagenases é constituído pelas MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18. A 
principal característica deste grupo é a sua capacidade de clivar os colágenos intersticiais I, 
II e III em um local específico a três quartos do N-terminal. As colagenases também podem 
digerir várias outras moléculas da matriz extracelular (VISSE E NAGASE, 2003; CUI E 
KHALIL, 2017). 

Outro grupo é denominado como gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9). Elas digerem 
prontamente os colágenos desnaturados, as gelatinas. A MMP-2 digere colágenos tipo 
I, II e III. Embora camundongos nocaute para MMP-2 se desenvolvam sem qualquer 
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anormalidade aparente, 15 mutações na MMP-2 humana resultaram na ausência dessa 
enzima ativa. Estão ligadas a uma forma autossômica recessiva de osteólise multicêntrica, 
um distúrbio genético raro que causa destruição e reabsorção que afeta os ossos, sugerindo 
que a MMP-2 em humanos é importante para a osteogênese (VISSE E NAGASE, 2003; 
CUI E KHALIL, 2017). 

As estromelisinas é um grupo constituído pela estromelisina 1 (MMP-3) e 2 (MMP-
10), que apresentam especificidades de substrato semelhantes, embora a MMP-3 tenha 
uma eficiência proteolítica superior à da MMP-10. Além de digerir os componentes da MEC, 
a MMP-3 ativa várias proMMPs, e sua ação em uma proMMP-1 parcialmente processada é 
crítica para a geração da MMP-1 totalmente ativa. A MMP-11 é chamada de estromelisina 3, 
mas geralmente é agrupada com “outras MMPs” porque a sequência e a especificidade do 
substrato divergem daquelas da MMP-3 (VISSE E NAGASE, 2003; CUI E KHALIL, 2017).

O grupo das matrilisinas é caracterizado pela falta de um domínio de hemopexina. 
As Matrilisina 1 (MMP-7) e matrilisina 2 (MMP-26), também chamada de endometase, 
estão neste grupo. Além dos componentes da MEC, a MMP-7 processa moléculas da 
superfície celular, como a pró-α-defensina, o ligante Fas, o fator de necrose pró-tumor 
(TNF)-α e a E-caderina. A Matrilisina 2 (MMP-26) também digere vários componentes da 
matriz extracelular (CUI E KHALIL, 2017).

O grupo das MMPs tipo membrana é constituído por 6 MMPs: quatro são proteínas 
transmembrana do tipo I (MMP-14, MMP-15, MMP-16 e MMP-24) e duas são proteínas 
ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) (MMP- 17 e MMP-25). Com exceção do MT4-
MMP, todas elas são capazes de ativar a proMMP-2. Estas enzimas também podem 
digerir várias moléculas da MEC, e a MT1-MMP degrada colágenos tipo I, II e III (VISSE E 
NAGASE, 2003; CUI E KHALIL, 2017).

Por fim, sete MMPs não são classificadas nas categorias descritas. A metaloelastase 
(MMP-12) é expressa principalmente em macrófagos 2, sendo essencial para a sua 
migração. Além da elastina, ela digere várias outras proteínas. A MMP-19 é presente no 
fígado e tem como substrato o colágeno I, IV, gelatina, agrecana, fibronectina, laminina, 
nidogena, tenascina e caseína. A MPP-19 é conhecida como uma enzima que degrada a 
membrana basal, desempenhando função na remodelação tecidual, cicatrização de feridas 
e na migração de células epiteliais por clivagem da cadeia de laminina-5γ2 (SADOWSKI 
et al., 2005). A enamelysina (MMP-20), que digere a amelogenina, está localizada 
principalmente no esmalte do dente recém-formado. A amelogenina imperfeita, um distúrbio 
genético causado pela formação defeituosa do esmalte, é causada por mutações nos locais 
de clivagem da MMP-20. Já a MMP-22 foi clonada pela primeira vez a partir de fibroblastos 
de galinha e sua função é desconhecida. A MMP-23 é expressa principalmente nos 
tecidos reprodutivos.  A última adição à família MMP foi a epilisina, ou MMP-28, expressa 
principalmente em queratinócitos. Os padrões de expressão em pele intacta e danificada 
sugerem que a MMP-28 pode funcionar na hemostasia do tecido e no reparo de feridas 
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(VISSE E NAGASE, 2003; CUI E KHALIL, 2017).
As MMPs apresentam íon Zn++ em seu sítio de ação catalítica, além disso, requerem 

o íon de cálcio para apresentar estabilidade e atividade, o que as torna metalodependentes 
(SOUZA E LINE, 2002). Elas são reguladas em vários níveis, desde a sua expressão à 
ativação da pró-enzima para a forma ativa, além da inibição pelos inibidores teciduais 
(TIMPs) endógenos. As MMPs são sintetizadas como pré-proMMPs, a partir das quais o 
peptídeo sinal é removido durante a tradução para gerar proMMPs. Nestes zimogênios ou 
proMMPs, a cisteína se associa com o Zn2 + catalítico para manter os proMMPs inativos. 
A fim de processar e ativar estes zimogênios, a cisteína é clivada e o pró-domínio é 
frequentemente separado por outras enzimas proteolíticas, como serinoproteases, a 
endopeptidase furina, plasmina ou outras MMPs. As MMPs MMP-11, -21 e -28 e MT-MMPs 
têm a furina como a sequência de reconhecimento e são ativados intracelularmente por ela 
(CUI e KHALIL, 2017).

As MMPs podem ser reguladas por fatores de crescimento, como por exemplo, 
a superexpressão de VEGFa em células SNU-5 (célula epitelial de carcinoma gástrico) 
aumenta a expressão de MMP-2, enquanto a regulação negativa de VEGFa diminui a 
expressão de MMP-2. O aumento da expressão/atividade de MMP ou diminuição de TIMPs 
podem levar ao desequilíbrio de MMP/TIMP e resultar em várias condições patológicas 
(CUI e KHALIL, 2017).

METALOPROTEÍNASE DE MATRIZ – 2 E 9
As metaloproteínases de matriz 2 e 9 são relacionadas à invasão tumoral e metástase 

(KOYAMA et al., 2000; FUNDYLER et al., 2004). A MMP-2 (gelatinase A, colagenase tipo 
IV de 72 kDa) é uma metaloproteinase de matriz que foi primeiro descrita e purificada de 
tumores murinos altamente metastáticos e células de melanoma humano em cultura. Esta 
proteína é abundantemente expressa em fibroblastos, células endoteliais e epiteliais sendo 
secretada como pró-enzima e ativada na superfície celular. Sua ativação é mediada pela 
metaloproteinase-1 do tipo membrana (MT-MMP 1). A ativação da MMP-2 envolve o inibidor 
tecidual de MMP, TIMP-2, como uma molécula de ponte entre a MT-MMP 1 e a pró-MMP-2 
(GALASSO et al., 2012; BOŤANSKÁ et al., 2021).  A MMP-2 degrada os colágenos tipo I, 
IV, V, VII e X, laminina, elastina, fibronectina e proteoglicanos. Os condrócitos articulares 
adultos normais expressam uma quantidade significativa de MMP-2 in vivo e in vitro, o que 
sugere que essa metaloproteinase está envolvida na renovação fisiológica do colágeno da 
cartilagem articular humana adulta (GALASSO et al., 2012; BOŤANSKÁ et al., 2021).

A MMP-9 (gelatinase B, colagenase tipo IV de 92 kDa) foi primeiro purificada a 
partir de macrófagos humanos e tem expressão em osteoclastos, macrófagos, trofoblastos, 
neurócitos do hipocampo, queratinócitos migrantes, fibroblastos e células epiteliais. Em 
particular, a MMP-9 e a catepsina K são consideradas as proteases mais abundantes nos 
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osteoclastos. A MMP-9 é controlada por fatores de crescimento, quimiocinas e outros sinais 
estimuladores, sendo secretada como uma forma precursora inativa chamada pro-MMP-9 
que forma um complexo compacto com TIMP-1 e TIMP-3. O complexo de pró-MMP-9 e 
TIMP-1, a plasmina e o complexo plasminogênio / MMP-3 são ativadores de pró-MMP-9. 
Esta gelatinase foi descrita como sendo capaz de iniciar e promover a formação de novos 
vasos sanguíneos, assim como tendo capacidade de clivar os colágenos e elastina nativos 
do tipo IV, V, VII e X, bem como os produtos dos colágenos tipos I, II e III após proteólise 
por colagenases (GALASSO et al., 2012; BOŤANSKÁ et al., 2021).

PLANTAS MEDICINAIS
As plantas medicinais são aquelas eficientes em produzir princípios ativos que 

possuem propriedades terapêuticas ou efeitos farmacológicos que exercem benefício aos 
animais, representando um grande reservatório para a descoberta de novos medicamentos 
contra todos os tipos de doenças (NAMDEO, 2018; ARUMUGAM et al., 2021). A fitoterapia 
segundo o Ministério da Saúde (2006) é uma “terapêutica caracterizada pelo uso de plantas 
medicinais em suas diferentes formas farmacêuticas, sem a utilização de substâncias ativas 
isoladas, ainda que de origem vegetal”, também pode ser definida como uma estratégia do 
uso de plantas medicinais ou produtos medicinais à base de ervas para propósitos médicos.

O uso da fitoterapia não é um marco exclusivo da sociedade contemporânea, visto 
que é recorrente quanto ao uso popular, entretanto, sabe-se que há uma necessidade 
de interligar o conhecimento popular com o efetivo potencial farmacológico da planta. Na 
Grécia, Roma, Arábia e Índia antigas existem registros do uso medicinal de Calendula 
officinalis, popularmente conhecida como margarida. FONSECA et al (2010), demonstrou 
o efeito do aumento das gelatinases, MMP-9 e MMP-2, induzidas pelo extrato de C. 
officinalis contra o estresse oxidativo induzido por UVB na pele, podendo ser benéfico para 
a regulação da resposta inflamatória.

Estudos com o chá verde (Camellia sinensis) mostram a inibição da atividade de 
MMP-9 devido à presença de catequina (EGCG). A EGCG demonstrou exercer a maior 
atividade antioxidante entre as catequinas como a mais hidroxilada entre os polifenóis, 
clivando os íons de ferro ou cobre, envolvidos na reação de Fenton via estrutura 
diidroxifenólica do anel B, o que explica seus efeitos sobre a MMP-9 (KIM-PARK et al, 
2016). Outro exemplo é a Bauhinia variegata candida, de origem indiana e chinesa, que 
induziu a morte celular tumoral através da inibição da atividade gelatinolítica de MMP-
2 e MMP-9, enzimas que estão intimamente ligadas à disseminação de câncer cervical, 
considerado altamente invasivo (SANTOS et al, 2018).
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TIMPS - INIBIDORES TECIDUAIS DAS MMPS
Sabe-se que as metaloproteinases de matriz auxiliam inúmeros eventos importantes 

para o organismo como a manutenção da matriz extracelular e das membranas basais. A 
remodelação tecidual é um processo fisiológico, presente na embriogênese, morfogênese, 
angiogênese e cicatrização (CUI, HU AND KHALIL, 2017). Desta forma, a expressão dos 
inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) merece grande atenção visto que um desequilíbrio 
na sua atuação pode provocar uma degradação em excesso ou certo acúmulo de elementos 
característicos da MEC, culminando em quadros patológicos, incluindo a invasão tumoral 
(CABRAL-PACHECO et al., 2020). A superexpressão de TIMPs em linhagens de células 
tumorais inibe processos relacionados ao câncer, como migração, invasão e metástase 
(JACKSON et al., 2017).

O controle das MMPs ocorre de muitas formas, como a modulação dos níveis de 
transcrição por interleucinas, fatores de crescimento e TNF-α, macroglobulina anti-protease 
α-2 e pelos TIMPs. A família dos TIMPs é composta por quatro proteínas que se ligam 
diretamente ao sítio ativo da MMP com consequente inibição de sua atividade catalítica 
(KUMAR et al, 2019). Os quatro TIMPs têm uma especificidade ampla e sobreposta. As 
interações mais estreitas e conhecidas são entre TIMP-2 / MMP-2 e TIMP-1 / MMP-9. 
Em seus tecidos específicos, os TIMPs apresentam expressão de maneira constitutiva 
ou induzível, regulada no nível transcricional por citocinas, fatores de crescimento e 
quimiocinas. Curiosamente, nem todas as interações TIMP: MMP causam inibição, como 
por exemplo, o TIMP-2 pode interagir com a pro-MMP-2 e promover a ativação desta pró-
MMP. (MORGUNOVA et al., 2002; KUMAR et al.,2019; CABRAL-PACHECO et al., 2020).

COMPOSTOS SECUNDÁRIOS COMO INIBIDORES DAS MMP-2 E MMP-9
Outras moléculas, além das TIMPs, também são capazes de inibir a atividade 

das MMPs. Os polifenóis, grupo de metabólitos secundários abundantes em plantas, 
desempenham funções extremamente importantes na regulação do seu metabolismo e 
crescimento. Existe a identificação de mais de 8 mil compostos polifenólicos em várias 
espécies de plantas, que são considerados os antioxidantes naturais mais abundantes na 
dieta humana. Os polifenóis incluem: ácidos fenólicos, estilbenos, lignanas e flavonoides 
(NIEDZWIECKI et al, 2016; SAJADIMAJD et al, 2020).

Os ácidos fenólicos exercem atividade antioxidante in vitro considerada muito maior 
quando comparada às vitaminas antioxidantes já conhecidas. (ZHANG et al, 2021). Além 
disso, também podem inibir as expressões de MMP-2 e MMP-9, como aqueles extraídos de 
Paeonia lactiflora Pall. e Ligusticum chuanxiong Hort (GU et al, 2020). Ácido protocatecuico 
é um ácido fenólico que inibiu a atividade de MMP-2 e MMP-9 em câncer de mama triplo-
negativo, também demonstrando atividade antioxidante e antiproliferativa (JAKOVLJEVIĆ 
et al, 2017).
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Outra classe de metabólitos secundários fenólicos, os estilbenos, são geralmente 
reconhecidos pela presença de um núcleo de 1,2-difeniletileno. O resveratrol é o 
representante mais conhecido. Existem estudos que mostram sua atividade inibindo o 
comportamento metastático de células de câncer oral humano resistentes à cisplatina por 
meio da supressão de MMP-2 e MMP-9 (CHANG et al, 2021; DUBROVINA e KISELEV, 
2017), também em célula tumoral renal (DAI et al, 2020); e glioblastoma (DIONIGI et al., 
2020).

Outra classe de metabólitos secundários, as Lignanas, são formadas pelos 
monômeros ácidos cinâmico, álcool cinamílico, propenilbenzeno e alilbenzeno. São 
geralmente encontrados em sementes de linho, legumes, cereais, grãos, frutas e algas, 
com maior concentração na linhaça. A lignina vegetal e seus metabólitos tem mostrados 
resultados positivos na redução de tumores, em particular naqueles considerados sensíveis 
a hormônios, tais como tumores de mama, endométrio e próstata. Sesamin é uma lignina 
presente no óleo de gergelim que tem efeitos antimetastáticos em células tumorais de mama 
(KONGTAWELERT et al., 2020) e de cabeça e pescoço humana por meio da regulação 
da MMP-2 (CHEN et al, 2021; CUI et al, 2020). Há relatos de várias outras ligninas que 
inibiram as gelatinases relacionadas à atividade antitumoral como honokiol (TANG et al, 
2020), Cleistanthin A (LIU et al., 2020), Schizandrin A (BI et al, 2019).

Por fim, os flavonoides, também metabólitos polifenólicos, ocorrem em muitos fungos 
e plantas. Vários flavonoides demostraram que inibem algum processo da carcinogênese 
relacionados à redução da expressão ou inibição das MMP-2 e MMP-9, como a quercetina 
e resveratrol   (NIEDZWIECKI A, ROOMI MW, KALINOVSKY  et al., 2016; BOŤANSKÁ 
B, 2021)  baicalein  (LIU et al., 2016), Hesperidin e hesperetin (ROOHBAKHSH et al., 
2015); e pigallocatechin gallate  (TOSETTI et al., 2002); Astragalin  (YANG et al., 2021), 
Amentoflavone (CHEN et al., 2021), dentre outros.

PLANTAS DO CERRADO E METALOPROTEINASES DE MATRIZ 2 E 9
O cerrado constitui o segundo maior bioma do país. Ele ocupa cerca de 2 milhões 

de km², representando cerca de 25% do território nacional. As maiores áreas do Cerrado 
estão presentes nos Estados de Mato Grosso, Goiás (quase todo inserido neste bioma) 
e Minas Gerais, sua principal ocorrência na Região Sudeste (IBAMA, 2008). Possui solo 
pobre em nutrientes e vegetação normalmente baixa, com cerca de doze mil espécies de 
plantas com aparência seca, e duas estações muito bem definidas, inverno seco e verão 
chuvoso. Em razão dessa diversidade, existem vários estudos que apontam plantas desse 
bioma com potencial medicinal como atividade antioxidante da Byrsonima coccolobifolia 
e Dimorphandra mollis (MENEZES FILHO, 2018), atividade anti-inflamatória da Justicia 
thunbergioides (VASCONCELOS, ROSSETO E NEVES, 2017) e atividade anti-tumoral da 
Annona crassiflora (SILVA, 2019).

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&size=200&term=Tosetti+F&cauthor_id=11772931
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MATOS e colaboradores (2019), confirmaram o efeito modulador do extrato de 
Myracrodruon urundeuva, regulando negativamente o gene codificador de MMP-2, o que 
pode estar associado com seu potencial antiinflamatório. Outra planta do cerrado que 
induziu a regulação negativa de MMP-2, inibindo a proliferação e migração de linhagens 
de células cancerosas orais foi a Tapirira guianensis, ação possivelmente relacionada à 
presença de alcalóides, que são compostos secundários que exibem atividade antitumoral 
com amplo espectro de ação (SILVA-OLIVEIRA et al, 2016).

Outros estudos mostram as atividades inibitórias dos extratos aquosos de Aloe vera, 
Annona muricata, e chá preto sobre a atividade gelatinolítica das MMPs 2 e 9. A ação pode 
ser explicada pela presença de catequinas, polifenóis nestas espécies que vão atuar como 
antioxidantes e impedir a progressão tumoral. Além disso, as acetogeninas presentes na 
A. muricata podem ser associadas aos seus efeitos antitumorais contra muitos tipos de 
células tumorais (RIBEIRO et al, 2010). 

Poucos trabalhos têm explorado a capacidade das plantas do cerrado em inibir 
a atividade gelatinolítica das metaloproteinases de matriz 2 e 9. Um estudo utilizando a 
espécie do cerrado Xylopia aromatica investigou os efeitos da fração hexânica das suas 
folhas sobre linhagens de células de carcinoma de ascite de Ehrlich (EAC), ambas in vitro 
e in vivo. Este estudo demonstrou que o tratamento suprimiu o crescimento de EAC in vivo, 
com uma diminuição significativa no volume do tumor. Também houve diminuição da área 
de necrose, infiltrado inflamatório e da expressão de MMP-2 (FARIA GOMES et al., 2021).

Outro estudo com uma fração extraída do tronco da espécie Bauhinia variegata 
candida, observou que essa fração inibiu a atividade de MMP-2 e MMP-9. Essa atividade 
pode estar relacionada aos compostos glucopiranosídeos, D-pinitol, ácidos graxos e ácido 
fenólico (SANTOS et al., 2018). Os extratos da haste da espécie Bauhinia ungulata L. 
partição hidroalcoólica, partição hexano, partição clorofórmio e partição de acetato de etila, 
foram avaliados quanto a capacidade de inibição de MMP-2 e MMP-9. A partição de C 
foi a que mais inibiu a atividade das MMP-2 e MMP-9. Foram observados os compostos 
secundários esteroides, taninos e cumarinas e a presença significativa de alcaloides e 
flavonoides.  A partição acetato de etila foi mais eficaz e apresentou maiores teores de 
flavonoides e alcaloides, podendo ser esses grupos os responsáveis pela capacidade de 
inibição das gelatinases (SANTOS et al., 2015). 

O extrato hexânico da Tapirira guianensis, presente no cerrado brasileiro e conhecida 
popularmente como pau-pombo, inibiu as gelatinases, o que foi associado à grande presença 
de alcalóides (LONGATTI et al, 2011). Outro trabalho com a T. guianensis mostrou que os 
extratos obtidos a partir de partições (hexânica, aceto-etílica, clorofórmica e hidroalcóolica) 
diminuíram a expressão de MMP-2, com maior eficiência da partição hexânica. Foram 
identificados alcalóides, cumarinas e flavonóides; cumarinas e flavonóides; alcalóides, 
cumarinas e flavonóides; alcalóides; pelo extrato bruto; fração de acetato de etila; fração 
hidroalcoólica a fração hexânica, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2016).
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DETECÇÃO DE MMPS EM AMOSTRAS BIOLÓGICAS, ATIVIDADE TOTAL DE 
ZIMOGÊNIO VERSUS ENZIMÁTICA

Ao considerar a avaliação das MMPs em uma amostra biológica, é importante 
considerar qual aspecto da expressão de MMP (zimogênio total, prodomínio clivado, ligado 
a TIMP ou endogenamente ativo) é biologicamente mais relevante para a questão que 
está sendo investigada. Este é um determinante importante, pois a medição direta da 
proteína MMP não distingue enzima ativa da inativa. Neste ponto, provavelmente vale a 
pena esclarecer algumas das terminologias usadas em relação às várias isoformas de 
MMPs. O termo “MMP total” deve ser usado ao discutir os níveis de proteína combinados 
de todas as isoformas de MMP. Os níveis “Pro-MMP” referem-se à quantidade de proteína 
que possui um domínio de propeptídeo intacto. “MMP latente” é a soma de pró-MMP e MMP 
clivada por propeptídeo que é também complexado com um TIMP. O termo “MMP ativo” 
deve ser reservado para MMP clivada por propeptídeo que não foi endogenamente ligado 
a um TIMP. O MMP ativo teria, portanto, sido enzimaticamente ativo dentro do tecido do 
qual foi extraído. Diferentes técnicas são utilizadas e diferem em sua capacidade de fazer 
essas distinções importantes.

O mais comum e utilizado em testes para avaliar a presença de atividade das MMPs 
é a zimografia. Ela é considerada um método sensível e extremamente funcional para 
analisar quantitativamente a atividade proteolítica de amostras. Assim, pode-se estabelecer 
visualmente a quantidade de proteínas diferentes em uma mesma amostra, seu grau de 
pureza, sua atividade proetolítica, além do de estimar sua massa molecular. A técnica 
consiste em uma eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida, copolimerizado com 
SDS, que serve como um separador molecular de acordo com a relação massa-carga ou 
pela forma da proteína, e com o substrato preferencial da enzima em análise. Dependendo 
do substrato empregado, diferentes MMPs podem ser detectadas especificamente. Gelatina 
é o substrato usado para a análise das gelatinases (NELSON e COX, 2019; ROOMI et al, 
2012).

Em ensaio zimográfico para avaliação das atividades proteolíticas das MMP-2 ou 
-9 utiliza-se cada delas em cada poço do gel, acrescidas ou não, das amostras a serem 
testadas. A atividade proteolítica é promovida por meio de incubação do gel em tampão de 
ativação, que consiste em um tampão acrescido de Cloreto de cálcio (que é necessário 
para a ativação das MMPs), por um tempo de aproximadamente 16 horas, em temperatura 
ambiente. Após isso é usado um corante (coomassie blue) que se liga às proteínas. Assim, 
a atividade gelatinolítica é mensurada de acordo com a presença ou ausência da coloração 
(bandas brancas em fundo escuro) das bandas em cada poço. Variações da técnica podem 
ser empregadas de acordo com a disponibilidade das amostras. Em seguida, as imagens 
são analisadas em programa específico e os resultados são então convertidos em média de 
porcentagem ± desvio padrão e normalizados na presença dos controles. Em um trabalho 
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que analisou extratos aquosos de chá preto, Aloe vera e Annona muricata foi sugerido 
que as suas ações antitumorais podiam ser explicadas, em parte, pela atividade inibitória 
que exerciam sobre as MMP-2 e MMP-9 (RIBEIRO, 2007). SILVA e colaboradores, (2019), 
demonstrou que o WIN 55,212-2, um canabinoide sintético inibiu a atividade das duas 
enzimas, MMP-2 e MMP-9, e que estas podiam também estar relacionadas à redução 
de processos importantes na metástase tumoral. Por sua vez, SANTOS et al., (2015), 
trabalhando com extratos de Bauhinia ungulata L., demonstrou que as partições hexânicas 
e hidroalcóolicas foram eficientes em inibir as gelatinases A e B (SANTOS, 2015).

Outra técnica utilizada para localização de MMPs e TIMPs em tecidos biológicos 
é uma técnica simples e robusta, a Imunohistoquímica, dado a abundância de anticorpos 
comercialmente disponíveis e de alta qualidade. Embora esta técnica seja um excelente 
método para identificar regiões e tipos de células com expressão aumentada da proteína 
MMP, normalmente não consegue discriminar se as enzimas estão latentes ou ativas 
(JONES, 2014). 

A técnica de Western Blotting (WB) é um procedimento importante para a 
imunodetecção de proteínas pós-eletroforese, particularmente proteínas que são de baixa 
abundância. São usados anticorpos comerciais altamente específicos, o que permite 
quantificar com precisão a quantidade de proteínas presentes em amostras biológicas. 
KOHRMANN e colegas (2009), examinaram por WB a expressão de 19 MMPs em células 
de câncer de mama. Os anticorpos empregados neste estudo reconheceram o zimogênio e 
o MMP clivado. Por esta técnica foi avaliada a expressão das MMPs em linhagens celulares 
tumorais de nasofaringe sob a ação do Pinosilvin, composto sintetizado em plantas durante 
infecções fúngicas, demonstrando que o mesmo causou uma diminuição significativa das 
expressões das MMPs (CHUANG et al, 2021; KOHRMANN et al, 2009).

Por último, o ensaio de atividade baseado em ELISA tem várias vantagens e 
aplicações. As MMPs são isoladas seletivamente sendo utilizado anticorpo de captura 
específico para MMP, de tal forma que haja modificação química mínima dos proteína. 
Aplica-se à determinação quantitativa in vitro das concentrações de MMPs no soro, plasma 
e outros fluidos biológicos. Uma das vantagens do processo é que a captura para avaliação 
da amostra não dissocia o complexo MMP/TIMP, deste modo, a inibição endógena de 
MMPs é mantida. Além disso, o formato multiwell desse ensaio permite avaliação de um 
amplo número de amostras, podendo inclusive avaliar amostras em duplicata de maneira 
simultânea (HNASKO, 2015; SILVA et al., 2014).

CONCLUSÃO
As MMPs têm enorme importância na manutenção da MEC, pela capacidade de 

degradação de todos os seus componentes. Um desequilíbrio entre as MMPs e seus 
inibidores pode gerar quadros patológicos, incluindo tumores. A inibição da atividade destas 
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enzimas é de suma importância, sendo que as plantas do Cerrado, por conter uma grande 
concentração de princípios ativos com múltiplas atividades terapêuticas, apresentam-se 
como uma imensa fonte de investigação. Esperamos que este trabalho estimule mais 
estudos exploratórios sobre as atividades das plantas deste bioma especialmente em 
relação à sua ação sobre as metaloproteinases de matriz.
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