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OPTIMIZATION AND VALIDATION OF A SIMPLE AND LOW-COST SEMI-QUANTITATIVE ENZYMATIC METHOD TO
SEARCH FOR CISTEINE PROTEASES INHIBITORS. Cysteine proteases are an important class of enzymes involved in several
essential biological processes. For this reason, these enzymes are important therapeutic targets, and therefore can be used in enzymatic
assays for the search of hits. The most widely used methods in the search of enzyme inhibitors are spectrophotometric, however they
have relatively high operational costs. For this reason, simpler, and cheaper methods can be useful in the search for enzyme inhibitors.
In this work, a simple and low-cost semi-quantitative method was optimized and validated using papain and skimmed powdered milk
(casein) as a substrate. The ideal condition for the method was the one that used powdered milk, 0.250%, papain solution, 9.4 mg mL"!
and incubation time, 18 h. The method validation was performed using the inhibitor E64 and herb extracts, in different concentrations.
After carrying out the experiments and statistical analyses, a high reproducibility can be observed, with relative standard deviations
below 2.1%. Plant extracts were used to test the method and the results indicated that these extracts are promising for the search of
cysteine protease inhibitors. The method developed here has simplicity and reproducibility and has great application, as preliminary

study, in the search for inhibitors of cysteine proteases.
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INTRODUCAO

Biomacromoléculas envolvidas em importantes processos
patolégicos geralmente sdo utilizadas como alvos terapéuticos
de sucesso no desenvolvimento de firmacos. A sua importancia
se da, pois a interacdo de moléculas com esses importantes alvos
terapéuticos pode modular a sua fun¢do e consequentemente
alterar o curso da doenga.' Segundo o TTD (Therapeutic Target
Database), banco de dados que valida alvos terapéuticos por meio
de evidéncias clinicas ou patentes/artigos cientificos, existem 2.954
alvos terapéuticos humanos e 465 alvos terapéuticos de agentes
infecciosos validados.? Hopkins e Groom?® classificaram esses alvos
terapéuticos como: enzimas, receptores acoplados a proteina G,
canais i0nicos, transportadores, receptores nucleares, integrinas
e DNA. As enzimas merecem destaque no desenvolvimento de
farmacos, pois ja foram responsdveis pela descoberta de cerca de
44% dos farmacos existentes no mercado. Além disso, 50% dos
alvos terapéuticos utilizados na busca de candidatos a farmacos sdo
representados pelas enzimas.! As cisteino proteases do tipo papaina
(papain-like cysteine proteases) sdo importantes proteases expressas
por animais, vegetais e microrganismos, € que estdo envolvidas
em diversas doengas.* Essas enzimas possuem um sitio catalitico
altamente conservado (triade catalitica Cys, His e Asp), responsével
pele hidrdlise irreversivel de peptideos. Pode-se citar como exemplo:
as catepsinas e calpainas, que regulam a atividade de peptideos através
da clivagem em sitios especificos.’ As catepsinas estao envolvidas em
processos patolégicos como, doengas musculoesqueléticas,®” cancer,
doencas autoimunes, problemas cardiacos,®’ doenga de Alzheimer,!°
entre outras. Ja as calpainas regulam a atividade de diversas proteinas
envolvidas com processos patoldgicos neuronais, como plasticidade
neuronal, cogni¢do e doengas neurodegenerativas como a doenga
de Alzheimer e doenga de Parkinson.> Além das cisteino proteases,
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expressas por seres humanos, diversas cisteino proteases vitais
para parasitas, bactérias e virus também sdo alvos terapéuticos
importantes para a busca de substincias eficazes no tratamento
de doengas infecciosas.!'? Algumas cisteino proteases expressas
pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2) e por outros coronavirus
(MERS-CoV e o SARS-CoV) responsdveis pelo surgimento de
epidemias/pandemias, sdo essenciais para a sua sobrevivéncia e
aumento do poder de infec¢@o. Os coronavirus mencionados acima
possuem uma proteina estrutural presente na membrana bilipidica,
denominada proteina S. Essa glicoproteina € responsdvel pela
entrada do virus nas células do organismo infectado.'* No entanto, o
virus s6 consegue entrar nas c€lulas do hospedeiro e liberar o RNA
ap0s ativacido mediada por uma cisteino protesase tipo papaina, a
catepsina L."* Apdés a entrada do virus nas células e liberagédo do
RNA viral, inicia-se o processo de replicagdo, que ¢ mediado por
outras proteases, principalmente a cisteino protease tipo papaina,
denominada PLP ou PLPe!31¢ ¢ a cisteino protease tipo quimiotripsina,
denominada 3CLP®.'” Dada a importincia dessas enzimas para o
ciclo vital do coronavirus, € de extrema importancia a descoberta
de inibidores enzimdticos que impecam a entrada e/ou replicacio
viral, seja utilizando abordagens in silico," ' ou experimentos in
vitro.'>22! Esse € apenas um exemplo da importancia em se descobrir
inibidores de enzimas patologicamente importantes. As metodologias
in vitro para a descoberta de inibidores de proteases utilizam
substratos cromogénicos®** e mais frequentemente substratos
fluorogénicos!>22+2 especificos relativamente caros. Além disso,
requerem a utiliza¢do de equipamentos como espectrofotometro
ou espectrofluorimetro para a detec¢do do produto da reagdo
enzimatica. Técnicas espectrofotométricas podem gerar resultados
ndo confidveis se o extrato ou composto a ser testado absorver
radiagdo no comprimento de onda do experimento.”’” Desse modo,
técnicas utilizadas para a descoberta de inibidores enzimaticos que
requerem aparelhagens mais simples, substratos mais baratos e
deteccdo visual do produto reacional sdo de grande relevancia para
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o processo de descoberta de fairmacos. Alguns autores?* utilizaram
uma técnica da difusdo em dgar para a deteccio de proteases,
utilizando enzimas da classe das serino proteases e metaloproteases,
e casefna como substrato. Grenier® estudou uma técnica similar aos
autores mencionados anteriormente utilizando 4gar, leite em pé e
papaina para a busca de inibidores de cisteino proteases. Esse autor
utilizou faixas de papel para impregnar as amostras teste e verificar
se estas amostras apresentam atividade de inibicio enzimadtica. Ele
demonstrou que a técnica pode ser utilizada para a detecgdo de
inibidores de cisteino proteases, entretanto, esse método nao passou
por processo de validagio.

Neste trabalho, uma técnica semelhante foi otimizada e validada
utilizando a papaina como modelo de alvo terapéutico, para ser
utilizada como estudo preliminar na busca de inibidores de cisteino
proteases tipo papaina. Diferente de Grenier,® a mistura inibidor/
enzima foi previamente incubada e em seguida adicionada aos pogos
construidos na placa contendo dgar e leite em pd. Além disso, um
inibidor irreversivel de cisteino proteases (E64, trans-epoxisuccinil-
L-leucilamido(4-guanidino)butano) foi utilizado para a realizacio
da validacdo do método. A papaina, cisteino protease extraida do
latex do mamao (Carica papaya), foi a primeira enzima da familia
a ter sua estrutura tridimensional determinada por cristolagrafia de
raio-X. Ela consiste em uma cadeia simples de polipeptideo com 212
residuos de aminoécidos.’!

Para se testar o método desenvolvido, algumas espécies ja
avaliadas por nosso grupo de pesquisa quanto a sua atividade de
inibicdio de uma cisteino protease pela técnica espetrofluorimétrica
foram utilizadas. As plantas utilizadas foram: gengibre (Zingiber
officinale Roscoe), pequi (Caryocar brasiliense Cambess) e camélia
(Camelia sinensis L. Kuntze).

PARTE EXPERIMENTAL
Material e reagentes

Papaina pura (Dindmica), dgar nutriente (IONLAB) e leite em p6
desnatado (Molico®) foram utilizados nos ensaios de determinacio
da atividade enzimdtica. Todos os solventes e reagentes utilizados
foram de grau analitico. As plantas utilizadas para a preparagdo dos
extratos foram gengibre (Zingiber officinale Roscoe) e pequi (Caryocar
brasiliense Cambess), adquiridos em comércio local. Folhas de camélia
(Camelia sinensis L. Kuntze) foram adquiridas através do site de vendas
de chds e ervas medicinais, www.ervadobem.com. O mesocarpo seco
de babacu (Orbignya phalerata Mart.) foi gentilmente doado pela
empresa Esmeraldo Produtos Naturais, Fortaleza, Ceara.

Ensaio de inibicao cisteino proteases

A metodologia foi desenvolvida utilizando como base o trabalho
de Morris et al.* Esses autores detectaram a atividade de proteases
de micro-organismos, em placa de petri, utilizando dgar e leite em p6
desnatado. Trata-se de em um ensaio semiquantitativo por método de
difus@o em dgar conduzido em placas de petri. O substrato da enzima
¢ a casefna que estd presente no leite.

Inicialmente, realizou-se o preparo e esterilizagdo do adgar
nutriente com leite em concentracdes definidas a seguir. Em seguida,
foram adicionados 50 mL do dgar/leite em placas de petri (d = 14 cm).
Ap6s a solidificacio do dgar/leite, foram construidos pocos com
diametro de 5,00 mm, de maneira uniforme em toda a placa, utilizando
um cilindro oco de ago para a perfuracio do meio. A esses pogos foram
adicionadas as solucgdes formadas entre o inibidor irreversivel E64
(trans-epoxisuccinil-L-leucilamido(4-guanidino)butano) e enzima
ou extrato vegetal (100; 200 e 400 ug mL"', dissolvidos em DMSO)

Quim. Nova

e enzima. Nos pocos controle (correspondente a 100% de atividade
enzimdtica) foram adicionados solug@o aquosa contendo DMSO e
enzima. Essas solucdes foram preparadas na proporcdo de 1:40, v/v
(inibidor/enzima ou extrato/enzima) e permaneceram incubadas por
cinco minutos antes da sua adi¢do nos pocos. A concentracgao final
de DMSO em todos os pogos foi de 2,5%. A solugdo enzimadtica
(concentragdo definida a seguir) foi preparada em tampdo fosfato
10 mmol L' (pH 6,7), contendo 5 mmol L' de EDTA.

Ap0s a adigdo das solugdes aos pocos, a placa de petri foi mantida
a 37 °C em estufa bacterioldgica durante um periodo de tempo
definido a seguir. A atividade enzimadtica foi observada pela formacao
de halos ao redor dos pogos no dgar/leite. Para facilitar a visualizacdo
dos halos, foi adicionada 20 mL de uma solugdo de 4cido cloridrico
0,1 mol L. A caseina intacta presente na placa, precipita apds adi¢do
do 4cido cloridrico, enquanto que aquela que ndo sofreu hidrdlise
enzimdtica ndo precipita, formando-se assim o halo. A aferi¢do dos
halos foi realizada com o auxilio de um paquimetro digital. Os ensaios
foram realizados em triplicata para cada amostra.

Para o célculo da inibicdo percentual ocasionada pelos extratos
testados foi utilizada a Equagao 1.

Inibigdo enzimdtica (%) = 100[1 — (A,,.o0ra / Acnzima) €8]

emque A,,,.. ¢ adarea do halo formado em volta dos pogos contendo
o extrato/enzimae, A, € a drea do halo formado em volta dos pocos
contendo apenas enzima.

Otimizacio do ensaio de inibi¢io enzimatica

Para a determinacao das melhores condigdes do ensaio utilizou-
se quatro concetragdes de solu¢io enzimadtica, trés concentragdes de
leite em po e trés periodos de tempo de incubagdo, como pode se
observado na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes experimentais predefinidas para o ensaio enzimatico
com a papaina

Condigdes Experimentais

Varidveis Papaina
1,2;2,3; 4,7 ¢ 9,4 mg mL"!
0,125; 0,25; 0,5% (m/v)

6;12; 18 horas.

Concentragdo da solugdo de papaina (C))
Concentracdo de leite em p6 (C))

Tempo de incubac@o da reag¢do enzimatica (t;,.)

inc.

Para a determinac@o da melhor concentracio de leite, fixou-se o
tempo de incubac@o do experimento em 6 horas e a concentrag¢do da
solugdo enzimdtica em 9,4 mg mL!. Utilizaram-se as concentragdes
de leite: 0,125; 0,25; 0,5% (m/v). A concentracio de leite na qual se
observou o halo formado ao redor dos pogos com maior nitidez foi
aquela utilizada para o prosseguimento da otimiza¢ao da metodologia
de inibi¢do enzimdtica. Em seguida, para a determina¢@o da melhor
concentracdo enzimdtica (1,2; 2,3; 4,7 ¢ 9,4 mg mL"') e o melhor
tempo de incubac@o (6; 12; 18 horas), fizeram-se todas as combinagdes
possiveis utilizando as quatro concentra¢des de solucio de papaina
e os trés tempos de incubacido. As melhores condicdes obtidas com
a otimiza¢do da metodologia foram utilizadas para a valida¢ao do
ensaio de inibi¢@o de cisteino protesases, utilizando-se o inibidor
irreversivel E64 e extratos vegetais, em diferentes concentracdes.
Os ensaios foram realizados em triplicata. Apés a realizacdo dos
experimentos, foram calculadas as médias das medidas dos halos
obtidas, os erros padrio e os erros padrio relativo dos experimentos.
Calcularam-se tambem os percentuais de inibiciio do inibidor E64
(10 umol L") e dos extratos testados.
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Validacio do ensaio de inibicao enzimatica

Na validacdo utilizou-se as melhores condi¢des obtidas no de-
senvolvimento da metodologia (C,, C,, t;,.). As concentragdes de E64
utilizadas para a validagdo foram: 2, 4, 6, 8, 10 umol L'!. As solu¢oes
foram preparadas em DMSO, portanto, como controle negativo utili-
zou-se 0 mesmo solvente na concentragao final de 2,5%. A validacio
foi conduzida com a realizac@o de trés experimentos independentes
em triplicata, inter-dias. Apés a realiza¢@o dos experimentos, foram
calculadas as médias das medidas dos halos obtidas, os desvios padrao
e os desvios padrio relativo dos experimentos.

Preparacao dos extratos vegetais

O gengibre (Z. officinale) e o mesocarpo do pequi (C. brasiliense),
adquiridos em comércio local, foram secos em estufa com circulagdo
de ar a 40 °C por um periodo de 5 dias. Em seguida, o material
vegetal foi triturado com o auxilio de um liquidificador doméstico.
As folhas de camélia (C. sinensis) e o mesocarpo de babagu (O.
phalerata) ja foram adquiridos na forma seca e pulverizada. Cada
material vegetal foi submetido ao processo de extra¢do exaustiva, por
maceracao (1:3; m/v), utilizando élcool etilico 99,5%. Em seguida,
realizou-se a filtragdo em papel filtro Whatman e evaporagdo do
solvente sob vacuo em rota-evaporador a 40 °C, obtendo-se, dessa
forma, o extrato bruto.*

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizacao do ensaio de inibicdo enzimatica

Determinacdo da melhor concentragdo de leite

Trés placas de petri foram preparadas utilizando dgar nutriente
e leite em po nas concentragdes de 0,125%, 0,250% e 0,500%. A
concentracido de papaina e o tempo de incubacdo foram fixados
em 9,4 mg mL" e 6 horas, respectivamente. Ao final das 6 horas
de incubagdo a 37 °C em estufa bacteriolégica adicionou-se HCI
0,1 mol L' e esperou-se 5 minutos para a precipitacdo da caseina
intacta. A atividade enzimdtica foi observada pela formagdo de
halos ao redor dos pogos no dgar/leite, resultado da degradacio da
caseina presente no leite, pela enzima. A caseina intacta presente
na placa precipita apds adi¢do do dcido cloridrico, enquanto aquela
que ndo sofreu hidrélise enzimdtica ndo precipita, formando-se
assim o halo. A menor concentragdo de leite em p6 (0,125%)
resultou na formagdo de halos pouco visiveis, enquanto a partir
de 0,250% houve a formagdo de halos nitidos. Essa concentracio
foi selecionada para os estudos posteriores, uma vez que os halos
formados estavam nitidos o suficiente para a sua visualizacdo e
medida dos seus didmetros.

Determinacdo da melhor concentragdo de solucdo enzimdtica e do
melhor tempo de incubagdo para a reagdo enzimdtica

Para determinag¢ao da melhor concentracdo de papaina e o melhor
tempo de incubagio foram realizadas as doze combinagdes possiveis,
utilizando as quatro diferentes concentragdes de enzima (1,2; 2,3; 4,7
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e 9,4 mg mL") e os trés diferentes tempos de incubacao (6; 12; 18 h).
Pode-se observar na Tabela 2 todas as combinagdes e os didmetros
dos halos formados em cada uma das condigdes.

Tabela 2. Resultados obtidos com as diferentes combinagdes entre as duas
varidveis: concentragdo da solugdo enzimdtica e tempo de incubagdo da
reagdo enzimatica

Concentragdo de papaina (mg mL™") 94 4,7 23 1,2

§ Média, Didmetro do halo (mm) 9,358 5,96° 5,00 5,00°*
o Erro Padrio 030 0,0 000 0,00
Erro Padrio relativo, EPR (%) 3,15 1,68 0,00 0,00
Concentragio de papaina (mg mL™") 9,4 4,7 2,3 1,2
§ Meédia, Didmetro do halo (mm) 12,71 11,70> 9.47¢ 7,51¢
é Erro Padrao 0,55 0,16 0,16 0,03
Erro Padrio relativo, EPR (%) 432 1,37 1,64 1,08
Concentragao de papaina (mg mL™") 9.4 4,7 23 1,2
§ Média, Didmetro do halo (mm) 16,82 13,94* 12,54° 10,694
; Erro Padriao 025 050 030 0,16
Erro Padrao relativo, EPR (%) 1,47 3,59 243 1,49

*Diametro dos pogos. Letras diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica
e letras iguais nas linhas indicam que ndo ha diferenca estatistica, entre os
grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Pode-se observar claramente que, independentemente do tempo
de incubagdo, quanto maior a concentracdo da solucio de papaina,
maior € o didmetro do halo. Andlise similar pode ser realizada,
comparando-se os didmetros dos halos nos diferentes tempos de
incubacdo, ou seja, independente da concentragdo de papaina, quanto
maior o tempo de incubagio, maior € o didmetro do halo. Com base
nessas observagdes, a condi¢do em que houve a formacdo do maior
halo foi visualizada utilizando-se solugdo enzimatica na concentragao
de 9,4 mg mL"' e 18 horas de incubac@o. Portanto, as condi¢des
experimentais com a melhor visualizagdo dos halos foi: concentragio
de leite em pd, 0,250%; concentracdo de solucdo de papaina, 9.4
mg mL"'; e tempo de incubacdo, 18 horas. Essas condi¢des foram
utilizadas para a validacdo da metodologia, utilizando o inibidor
irreversivel E64. Vale mencionar a alta reprodutibilidade dos
experimentos, considerando que o EPR em todos os experimentos
foi menor do que 5%.

Validacao do ensaio de inibicao enzimatica

Para se avaliar a reprodutibilidade do método, os experimentos
foram realizados em trés dias diferentes (inter-dias). Em cada dia o
experimento foi realizado em triplicata. Para a validacdo do método
foi utilizado o inibidor irreversivel de cisteino proteases E64, nas
concentragdes: 2, 4, 6, 8, 10 umol L' (Tabela 3).

Pode-se observar que, quanto maior a concentra¢do do E64,
menor € o didmetro dos halos, indicando um efeito de inibi¢do
enzimatica dependente da concentracio, situacdo bastante coerente

Tabela 3. Média dos didmetros dos halos, desvio padrdo e DPR do ensaio de inibi¢do enzimatica utilizando o inibidor irreversivel E64 (2, 4, 6, 8, 10 umol L).

Concentragio (E64) 10 wmol L! 8 wmol L! 6 wmol L™ 4 umol L 2 umol L™ 0 wmol L'
Meédia, Diametro do halo (mm) 12,432 14,89° 16,18 16,724 17,074¢ 17,34¢
Desvio Padrio 0,26 0,17 0,15 0,16 0,09 0,12
Desvio Padrio relativo, DPR (%) 2,09 1,12 0,93 0,95 0,53 0,72

Letras diferentes indicam diferenca estatistica e letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica, entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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em experimentos bioldgicos e bioquimicos. O maior valor de DPR
encontrado nos experimentos de validagdo da metodologia foi de
2,09%, na concentracdo de 10 wmol L. Como os DPRs foram
menores do que 5%, pode-se afirmar o que o método apresentou
excelente reprodutibilidade. Com base na avaliagio desses resultados
pode-se, entdo, afirmar que esse método de inibi¢do da papaina
¢é reprodutivel e confidvel, podendo ser utilizado para a busca de
inibidores de cisteino proteases. Nas condig¢des desse experimento,
o inibidor E64 inibiu a atividade da papaina em 52,6% na maior
concentrag@o testada (10 umol L), uma inibi¢do muito inferior
se compararmos com o seu valor de ICs, (9 nmol L) obtido por
espetrofluorimetria.®® Essa diferenga pode ser explicada pelas
limitagdes difusionais do E64 no dgar e por se tratar de um método
semiquantitativo, muito diferente operacionalmente do método
quantitativo em que se utiliza espectrofluorimetro, em que a reacio
enzimdtica se processa completamente em meio liquido e com
substratos fluorogénicos.

Atividade de inibicio enzimatica de extratos vegetais frente a
papaina

Para os ensaios de inibi¢do enzimatica utilizou-se extratos
brutos de quatro espécies vegetais (Orbygnia phalerata, Zingiber
officinale, Camellia sinensis, Caryocar brasiliense), em trés
concentracdes diferentes (100, 200 e 400 ug mL™"). A Equagdo 1,
descrita anteriormente, foi utilizada para o cédlculo da inibi¢do
enzimdtica (%) dos extratos. E possivel observar na Figura 1 que a
atividade de inibi¢@o enzimdtica da espécie O. phalerata aumentou
a medida que a concentracdo dos extratos aumentou, mostrando
um efeito concentra¢do-dependente. Além disso, esse extrato foi o
que apresentou a maior atividade de inibicdo enzimdtica (55,4%, na
concentracdo de 400 ug mL"). Os outros extratos testados também
apresentaram efeito de inibicdo da papaina, porém, foram menos
ativos do que o extrato de O. phalerata. Para os extratos das espécies
Z. officinale e C. brasiliense nao houve diferenga estatistica entre as
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concentracdes de 100 e 200 ug mL"!, enquanto que para o extrato
de C. sinensis ndo houve diferenca significativa para as diferentes
concentragdes ensaiadas.

Silva,? em seu trabalho de doutorado, realizou ensaios de
inibi¢do enzimadtica utilizando diversos extratos vegetais frente a
catepsina K, uma cisteino protease pertencente a superfamilia da
papaina. Esses ensaios foram realizados utilizando uma metodologia
tradicional espectrofluorimétrica, portanto, a comparagdo dos
resultados pode ter um grande valor na validagdo do método
semiquantitativo realizado nesse trabalho. Dentre os extratos
testados, os extratos de O. phalerata e Z. officinale apresentaram
efeito inibitério frente a esta cisteino protease (>70%) na
concentragio de 500 ug mL!, corroborando com o efeito inibitério
encontrado nesse trabalho, apesar do percentual de inibi¢do ter
sido numericamente diferente. Dessa maneira, a papaina pode
vir a ser utilizada como um modelo para a busca de inibidores de
cisteino proteases em ensaios semiquantitativos. Observou-se que
a selecdo de extratos com potencial em inibir cisteino proteases
pode ser realizada com sucesso, da mesma forma que nas técnicas
tradicionais (mais caras) e, por isso, esse método semiquantitativo
apresenta grande vantagem em ensaios preliminares, reduzindo os
custos nessa etapa inicial, apesar de ndo poder ser utilizada para a
determinagdo da poténcia e do mecanismo de inibi¢cdo enzimatica.
Até onde se sabe, ndo ha outros trabalhos publicados demonstrando
o efeito de inibigdo de cisteino proteases com as espécies vegetais
utilizadas neste trabalho.

CONCLUSOES

Um ensaio semiquantitativo de inibicdo da papaina, operacional-
mente simples e de baixo custo, foi otimizado e validado com sucesso,
e pode ser utilizado para a busca de inibidores de cisteino proteases.
Apresentou alta reprodutibilidade e, de acordo com os resultados ob-
tidos, pode ser utilizado preliminarmente para a detec¢ao de extratos
com potencial na inibi¢ao de cisteino proteases, merecendo destaque
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Figura 1. Porcentagem de inibi¢do da papaina dos extratos de Orbygnia phalerata (A); Zingiber officinale (B); Camellia sinensis (C); Caryocar brasiliense

(D) em trés concentragées diferentes (100, 200, 400 ug/mL). Andlise estatistica: ANOVA e teste de Tukey com p<0,05. Letras diferentes indicam diferenga

estatistica e letras iguais indicam que ndo hd diferenga estatistica, entre os grupos, segundo o teste de Tukey (p<0,05)
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o extrato do mesocarpo de O. phalerata, que apresentou inibi¢io da
papaina acima de 50%.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Algumas imagens dos ensaios utilizados para a validagdo do
método enzimadtico utilizando-se o inibidor reversivel E64 estdo
disponiveis em http:/quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo
PDF, com acesso livre.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a Universidade Aberta do Brasil (UAB), do
Povoado Colonia Treze, Lagarto, Sergipe, pela disponibilizacdo dos
laboratdrios para arealizagdo de todos os experimentos deste trabalho.
Agradecemos também a Fundacdo de Apoio a Pesquisa e a Inovacao
Tecnoldgica do Estado de Sergipe (FAPITEC), pelo apoio financeiro
na forma de bolsa PIBIC.

REFERENCIAS

1. Zheng, C. J.; Han, L. Y.; Yap, C. W.; Ji, Z. L.; Cao, Z. W.; Chen, Y. Z;
Pharmacol Rev. 2006, 58, 259.

2. Wang, Y.; Zhang, S.; Li, F; Zhou, Y.; Zhang, Y.; Wang, Z.; Zhang,
R.; Zhu, J.; Ren, Y.; Tan, Y.; Qin, C.; Li, Y.; Li, X.; Chen, Y.; Zhu, F;
Nucleic Acids Res. (2020), DOI: 10.1093/narlgkz981.

3. Hopkins, A. L.; Groom, C. R.; Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1, 727.

4. Bromme, D.; Nallaseth, F. S.; Turk. B.; Methods 2004, 32, 199.

5. Siklos, M.; BenAissa, M.; Thatcher, G. R. J.; Acta Pharm. Sin. B 2015,
5, 506.

6. Yasuda, Y.; Kaleta, J.; Bromme, D.; Adv. Drug Deliv. Rev. 2005, 57, 973.

7. Lu, J.; Wang, M.; Wang, Z.; Fu, Z.; Lu, A.; Zhang, G.; J. Enzyme Inhib.
Med. Chem. 2018, 33, 890.

8. Aggarwal, N.; Sloane, B. F.; Proteomics: Clin. Appl. 2014, 8, 427.

9. Sena, B. F; Figueiredo, J. L.; Aikawa, E.; Front. Cardiovasc. Med. 2018,
4, 1.

10. Hook, V.; Yoon, M.; Mosier, C.; Ito, G.; Podvin, S.; Head, B.P.; Rissman,
R.; O’Donoghue, A. J.; Hook, G.; Biochim. Biophys. Acta, Proteins
Proteomics 2020, 1868, 140428.

11. Kedzior, M.; Seredynski, R.; Gutowicz, J.; Med. Microbiol. Immunol.
2016, 205, 275.

12. Verma, S.; Dixit, R.; Pandey, K. C.; Front. Pharmacol. 2016, 7, 1.

13. Satarker, S.; Nampoothiri, M.; Arch. Med. Res. (2020), DOI: 10.1016/j.
arcmed.2020.05.012.

14. Liu, T.; Luo, S.; Libby, P.; Shi, G-P.; Pharmacol. Ther. 2020, 213,
107587.

Otimizagao e validagido de método enzimdtico semiquantitativo simples 477

15. Park, J. Y.; Ko, J. A.; Kim, D. W.; Kim, M. Y.; Kwon, H.; Jeong, H. J.;
Kim, C. Y.; Park, K. H.; Lee, W. S.; Ryu, Y. B.; J. Enzyme Inhib. Med.
Chem. 2016, 31, 23.

16. Clemente, V.; D’arcy, P.; Bazzaro, M.; Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 1.

17. Tahir ul Qamar, M.; Alqahtani, S. M.; Alamri, M. A.; Chen L-L.;
J. Pharm. Anal. (2020), DOI: 10.1016/j.jpha.2020.03.009.

18. Gyebi, G. A.; Ogunro, O. B.; Adegunloye, A. P.; Ogunyemi,
0. M.; Afolabi, S. O.; J. Biomol. Struct. Dyn. (2020), DOI:
10.1080/07391102.2020.1764868.

19. Gurung, A. B.; Ali, M. A.; Lee J.; Farah, M. A.; Al-Anazi, K. M.; Life
Sci. 2020, 255, 117831.

20. Park, J. Y.; Yuk, H. J.; Ryu, H. W.; Lim, S. H.; Kim, K. S.; Park, K. H.;
Ryu, Y. B.; Lee, S.; J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2017, 32, 504.

21. Rut, W.; Lv, Z.; Zmudzinski, M.; Patchett, S.; Nayak, D.; Snipas, S. J.;
Oualid, F. E.; Huang, T. T.; Bekes, M.; Drag, M.; Olsen, S. K.; bioRxiv
2020, doi:10.1101/2020.04.29.068890.

22. Papisova, A. I.; Javadov, A.; Rudenskaya, Y. A.; Balandina, G. N.;
Zhantiev, D. R.; Korsunovskaia, O. S.; Dunaevsky, Y. E.; Rudenskaya,
G. N.; Biochimie 2011, 93, 141.

23. Wang, X; Yang, Z.; Su, F.; Jin, L.; Boadi, E. O.; Cang, Y.; Wang, H.;
Molecules 2020, 25, 422.

24. Assis, D. M.; Gontijo, V. S.; Pereira, I. O.; Santos, J. A. N.; Camps, I.;
Nagem, T. J.; Ellena, J.; Izidoro, M. A.; Tersariol, I. L. S.; Barros, N.
M. T.; Dorigueto, C. A.; Santos, H. M.; Juliano, M. A.; J. Enzyme Inhib.
Med. Chem. 2013, 28, 661.

25. Marques, A. F.; Gomes, P. S. F. C.; Oliveira. P. L.; Rosenthal, P. J.;
Pascutti, P. G.; Lima, L. M. T. R.; Arch. Biochem. Biophys. 2015, 573,
92.

26. Silva, T. L.; Toffano, L.; Fernandes, J. B.; Silva, M. F. G.; Sousa, L. R.
F.; Vieira. P. C.; Braz. J. Microbiol. (2020), DOI:10.1007/s42770-020-
00256-7.

27. Simeonov, A.; Davis, M. L. In Assay Guidance Manual; Markossian, S.,
Sittampalam, G. S., Grossman, A., Brimacombe, K., ed.; Eli Lilly &
Company and the National Center for Advancing Translational Sciences:
Bethesda, 2018.

28. Cowan, D. A.; Daniel, R. M.; J. Biochem. Biophys. Methods 1982, 6, 31.

29. Kourteva, I.; Sleigh, R. W.; Hjertén, S.; Anal. Biochem. 1987, 162, 345.

30. Grenier, D.; J. Biochem. Biophys. Methods 1991, 22, 35.

31. Drenth, J.; Jansonius, J. N.; Koekoek, R.; Wolthers, B. G.; Adv. Protein
Chem. 1971, 25, 79.

32. Morris, L. S.; Evans, J.; Marchesi, J. R.; J. Microbiol. Methods 2012,
91, 144.

33. Matsumoto, K.; Mizoue, K.; Kitamura, K.; Tse, W-C.; Huber, C. P;
Ishida, T.; Peptide Sci. 1999, 51, 99.

34. Silva, J. A.; Tese de doutorado, Universidade Federal de Sao Carlos,
Brasil, 2011.

_ This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License.



	_Hlk49435836
	_Hlk57574894
	_Hlk43129819
	_Hlk48995682
	_Hlk48975058
	_Hlk49175841
	_Hlk52789944
	_Hlk52794512
	_Hlk52785414
	_Hlk52787372
	_Hlk52789217

