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RESUMO

O Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM)contribui para o aumento da morbidade ¢ da mortalidade
por  doengas cronicas  nao  transmissiveis (DCNT) como colesterol,e
problemascardiovasculares.NoBrasil, o feijdo caupi € tratado principalmente no sertdo semi-
arido da regido Nordeste, e em pequenas areas na Amazonia. A sincretinas GIP e GLP-1 fazem
parte da familia do peptideo semelhante ao glucagon, de modo que existe alguma correlacio da
sequéncia de aminoacidos entre esses peptideos.Esses peptideos ligam-se a seis receptores
especificos de GIP e GLP-1 e sdo rapidamente metabolizados pela enzima dipeptidil peptidase-
IV (DPP-1V).O objetivo desse estudo e comparar por varias ferramentas in silico a ligagdo da
enzima DPP-IV com peptideo KD e como também a bioatividade através dos sites Biopep. Por
meio das analises in-silico € in vitro,espera-se que o peptideo KD se liguea enzima DPP-IVda
proteina do feijao, fazendo com que haja inibi¢dao da glicemia em pacientes com diabetes do
tipo 2.Dessa forma as analises, tém a importancia de gerar resultados exploratorio de facil
acesso € menor custo financeiro. Resultados e Discursdo, conclusdo.
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ABSTRACT

. Type 2 Diabetes Mellitus (DM) contributes to increased morbidity and mortality from chronic
non-communicable diseases (NCDs) such as cholesterol and cardiovascular problems. In
Brazil, cowpea is cultivated mainly in the semi-arid sertdo of the Northeast region, and in small
areas in the Amazon. The syncretins GIP and GLP-1 are part of the glucagon-like peptide
family, so there is some correlation in the amino acid sequence between these peptides. These
peptides bind to six specific GIP and GLP-1 receptors and are rapidly metabolized by the
enzyme dipeptidyl peptidase-IV (DPP-IV). The objective of this study is to compare, using
various in silico tools, the binding of the DPP-IV enzyme to peptide KD and also the bioactivity
through the Biopep sites. Through in-silico and in vitro analyses, the KD peptide is expected to
bind to the DPP-IV enzyme of the bean protein, causing glycemia inhibition in patients with
type 2 diabetes. Therefore, the analyses are important for generating easily accessible and cost-
effective exploratory results. Results and Discussion, Conclusion.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM) contribui para o aumento da morbidade e da
mortalidade por doencgas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) como colesterol,e problemas
cardiovasculares dentre outros. A relagdo entre o DM e as doengas cardiovasculares leva a
possibilidade do coletivo, ou seja, as duas estao associados 0 mesmo tipo genético € mesmos
antecedentes ambientais, sendo a resisténcia insulinica classificada como um dos principais
possiveis antecedentes (CERIELLO; MOTZ, 2004).

No Brasil, o feijdo caupi € tratado principalmente no sertdo semidrido da regido Nordeste
e em pequenas areas na Amazonia (FROTA;MAIA, 1996). Nesse caso no Nordeste, a
fabricacdo e a produtividade sdo de 429.375 toneladas e 303,5 kg.ha—1, nesta ordem. As
maiores producdo sdo os Estados do Ceard, Piaui, Bahia e Maranhdo, assim como tem os
maiores terrenos plantadas (IBGE, 2008). A produtividade dos grdos, secos ou verdes, ¢
reservada prioritariamente para o consumo da populagdo para manuten¢ao de uma alimentagao
nutritiva, na forma de conserva ou desidratado (EMBRAPA, 2003).

Dessa forma a Justificativa desse trabalho de conclusio de curso, e estudar e analisar a
potencialidade da atividade de inibi¢cdo da enzima DPP-IV na presenga de peptideo do feijao
caupi.

A aminopeptidil peptidase (DPP-1V) altera a atividade de varios peptideos reguladores
por remogao seletiva de dois aminoacidos do terminal amina. A actividade insulinotropicado
GLP-1 em circulagdo ¢ rapidamente perdida (t1/2 1-2min) pela clivagem por esta enzima
(ALVES; MEDINA ; NEVES ;2007)

A enzima dipeptidil peptidase IV (DPP-IV) tem se tornado um grande alvo para o
tratamento da DM2, essa enzima e responsavel pela degradacdo do GLP-I ,Peptideo 1
semelhante ao glucagon. Com isso o GLP-1 deu se por seu efeito na célula B do pancreas. Com
1880, asincretinas sdo produzidas pelo trato gastrointestinal e atuam aumentando a secre¢do de insulina
quando da ingestao de alimentos, porém sua acdo ¢ inibida em pouco tempo pela acdo de enzimas como
a DPP-IV ( FERREIRA V.A; CAMPOS, 2014).

Os 2 principais hormonios incretinas sao polipeptidio no qual fazem a inibi¢do gastrica do
GIP, Polipeptideo Inibitorio Gastrico e GLP-1, esse peptideo faz parte semelhante ao glucagon
de modo que, existe alguma correlacdo da sequencia da estrutura dos aminoacidos essenciais,
dentre os peptideos, o glucagon, além de haver entre GIP e GLP-1. 5,6 GIP ¢ um peptideo de

42 aminodacidos, clivado de seu peptideo precursor, ProGIP, em contrapartida o GLP-1 ¢ clivado
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do precursor de pré-glucagon e inclui peptideos de 30 e 31 aminoacidos. GIP e GLP-1 sao
secretados pelo trato gastrointestinal. Dessa forma, o GIP ¢ absorvido pelas dascélulas K do
nosso organismo, situadas especialmente no duodeno e na parte proximal do jejuno. GLP-1 ¢
secretado pelas células L, encontradas principalmente no ileo e no célon. Apos a liberacao das
incretinas logo apds o consumo oral de nutriente, como os carboidratos, lipidios e proteinas, as
que mais estimula a secre¢do do hormodnio GIP, sdo os carboidratos, especificamente
(CHACRA ;ARODA; HENRY, 2006). Dessa fora, quando esses peptideos fazem a ligagao de
seus seis receptores especificos de GIP e GLP-1, tem a facilidade de realizar o metabolismo da

enzima dipeptidil peptidase-1V (DPP-IV) (MOLLER, 2001).

Dessa maneira,questiona-se:Qual o efeito do peptideo KD na enzima DPP-4e sua
consequente atuacao como tratamento medicamentoso para pacientes com diabetes tipo 2.

A hipotese inicial aponta para a ligagdo da enzima DPP-4 no peptideo KD, atuando
assim como tratamento e prevencao do diabetes tipo 2.

Desse modo, o objetivo geral deste estudo e Determinar a capacidade de inibicdo da
enzima DPP-IV pelo peptideo KD e sua possivel bio-atividade.

Estudos recentes indicam que a proteina alimentar ndo tem somente a fun¢ao construtora
e energética, mas como também executa um papel importante na bioatividade dos precursores
de peptideos biologicamente ativos no qual desempenham papel fisioldégico funcional

(CORREA I.N; POLTRONIERI F; MARQUES 2016).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O FEIJAO CAUPI

O feijao caupi pode restabelecer o ajustamento de alguns mineraiscomo ferro e zinco
(CRUZ, 2000), especialmente porque estes micronutrientes apontam fungdes primordiais por
serem constituinte do sangue e de enzimas envolvidas na transferéncia de elétrons, além da
sintese de proteina e acidos nucléicos, do metabolismo de carboidratos, entre outros (CAIRO
et al., 2002;RIOS, K.KING, SHAMES; WOODHOUSE, 2000).

Estudos bioquimicos de sementes de plantas domesticadas e a produgdo continua de
novas cultivares obtidas através de técnicas de melhoramento genético tém demonstrado

importantes mudangas na composi¢do quimica das sementes e mesmo na expressao de proteinas
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envolvidas na defesa da planta (CHRISPEELS, RAIKHEL, 1991), Tornando-as aptas ao
consumo humano, com sabor e condig¢des nutricionais para uma alimentagdo saudavel.

O feijao caupi cultivado no Brasil, principalmente no sertdo semiarido da regiao
Nordeste e em pequenas areas da Amazonia .sendo os maiores produtores estar destacado os
Estados do Ceard, Piaui, Bahia e Maranhdo. No qual produ¢do dessa leguminosa ¢ destinada
para o consumo humano de forma in natura, como também na forma em conservas ou
desidratados. Com isso através das analises centesimal da farinha do feijao caupi, no qualestdem
forma de matéria-prima ¢ uma excelente fonte proteica, para o qual obteve 36,47 % de sua
composicao centesimal (CORREA [.N; POLTRONIERI F; MARQUES 2016).

Segundo Salgado et al. (2005),foi identificado que no feijdo caupi pronto para consumo,
tem um quantitativo de 29,3% de carboidratos totais. Ja oaspecto qualitativo, constatou-se que
9,1% da fibra alimentar total, (SALGADO et al., 2005).

Na cultivar BRS-Milénio encontrou-se percentual de 27,4% do total de carboidratos
referente ao conteudo de fibra alimentar total, e 14,2% sendo 14% sao de fibra sdo representadas
pelas soliveis. Sendo assim os resultados demonstra que o feijdo caupi tem um alto teor de
fibras, alimentares, além de aumentar a absorcao de dgua no colon, prevenindo a constipacao,
e essencial na preven¢ao e promogao da satde, podendo contribuir na diminui¢ao dos risco de
doengas cronicas nao transmissiveis, tais como cancer, doencas cardiovasculares e diabetes
mellitus (FROTA K. M. G et al,, 2009,;FAIVRE, BONITHON-KOPP, 1999; FELDHEIM;
WISKER, 2000).

As condigoes e tratamento dos solos podem aumentar a produtividade do feijdo-caupi,
principalmente quando observado o clima, manejo de irrigacdo, tratos culturais, adubacao e
efeito residual do adubo , no qual observaram incremento de 25% da produtividade de vagens
e 50% da produtividade de graos, foi utilizado 100% acima do indicado das doses de nitrogénio,
fosforo e potassio. Sendo observado que a produtividade de vagens foi influenciada pela de
irrigacdo criteriosa, atingindo a maxima eficiéncia técnica para produtividade de 8395,5 kg ha-
1 com a lamina 87% da evapotranspiracao de referéncia (ROCHA; et al 2019).

Com ciclo de vida curto a espécie do feijao estudada pode apresentar cultivares tardias
e precoces, baixa exigéncia hidrica, rusticidade e através da simbiose com as bactérias do
género Rhizobium fixam o nitrogénio do ar. Sua facilidade de desenvolvimento vegetativo
permite que seja cultivada em regides com indicies pluviométricos entre 250 a 500 mm e
temperaturas de 18 a 34°C em seu ciclo. A fenologia tem como fungdo acompanhar as
mudancas periodicas na aparéncia e constituicdo das plantas no ambiente, sob determinadas

condi¢cdes oferecidas (PINHEIROet al, 2019)
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2.2. PEPTIDEOS BIOATIVOS

Na busca para melhorar a qualidade de vida do ser humano, foram desenvolvidos
diversosestudos sobre as proteinas de origem vegetal, encontradas em leguminosas tais como
tremocgo, soja, lentilha e feijao caupi, com grande possibilidade reduzir riscos, no controle ou
preveng¢do de doengas cardiovasculares, produzido seu efeito hipocolesterolémico (BARBANA
C, BOUCHER A.C, BOYE JI 2011; DURANTI M, 2006; FROTA K.M.G, SOARES, R.A.M,
AREAS JA, 2008; FONTANARI G et al 2012).

Nos estudos foram identificado que osefeitos benéficos estarelacionado por enzimas
peptideos bioativos, resultado da hidrdlise dessas proteinas, tendo uma grande importante na
regulacdo e modulacdo metabdlica do colesterol. Os peptideosoferecem esses beneficios
quando se relacionam com a modulagdo, inibicdo ou regulacio de alguns genes de
transportadores ou enzimas relacionados a inibicdo da sintese enddgena e absor¢do intestinal
do colesterol (MACARULLA et al., 2001 ; MARCHESI,.et al., 2008).

Os Peptideos bioativos sdo capazes de ser desenvolvida a partir da proteina precursora
por enzimas digestivas durante a ingestdo, processamentos maturagao fermentagdo, cozimento,
armazenamento ou hidrélise in vitro por enzimas proteoliticas. Como os Peptideos bioativos
sdo sequéncias pequenas de proteinas alimentares, compostas principalmente de 2-20 residuos
de aminoacidos, no qual tem efeitos fisioldgicos positivos na satde dos seres humanos. Os
peptideos bioativos contribui para uma variedade de alvos, dentre eles estdo destacados os
sistemas imunologicos, cardiovasculares, digestivos e enddcrinos no corpo humano (SILVA,
2020).

As leguminosas sdo produzidas consumidaspelo homem, em muitos paises ha milhares
de anos, mas a descoberta das qualidades benéficas das enzimas somente foram identificadas
em estudos de —20 a 30 anos atras — esse interesse em estudos académicos e de pesquisas como
um alimento com efeitos funcionais data de 20 anos atras. Atualmente foi reconhecido que a
proteina alimentar ndao s6 possui uma grande fun¢do construtora com também energética,
devendo produzir uma estrutura bioativa e/ou com possibilidade ser o futuro,para o
desenvolvimento de peptideos biologicamente ativos, que desempenham na estrutura
fisioldgica funcional (DURANTI, 2001), considerando que a idéia principal ¢ saber se um
peptideo tem efeito de melhorar a qualidade de vida da humanidade, quer na parte alimentar,
energética e principalmente na preventiva contra doengas cronicas.

Em relagdo ao valor alimentar, a composi¢ao centesimal, expressa em porcentagem de
peso seco, mostrou que as sementes de feijao-caupi possuem, em média, 22,01% de proteina,

60,57% de carboidratos, 2,75% de lipidios, 2,07% de cinzas e 12,41% de umidade. Mostrou

@ @ Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga CreativeCommons Attribution, que permite uso, distribuicao e
reproducao em qualquer meio, sem restricdes desde que o trabalho original seja corretamente citado.



> RCMOS - Revista Cientifica Multidisciplinar O Saber.
" ISSN: 2675-9128. Sao Paulo-SP.

também que as sementes de feijdo-caupi tém os oito aminoacidos essenciais, Treonina (1,24
mg/kg), Valina (1,22 mg/kg), Leucina (1,42 mg/kg), Isoleucina (1,37 mg/kg), Metionina (1,15
mg/kg), Fenilalanina (1,75 mg/ kg), Lisina (1,58 mg/kg), Triptofano (0,17 mg/kg) (ARAUJO,
COSTA, 1997).

Durante os estudos foi observado como as proteinas eos peptideos apresentam ampla
diversidade quimica e funcional. Contudo, sdo moléculas pequenas, apresentando de dois a
dezenas de residuos de aminoacidos. Os peptideos ativos foram descobertos e tiveram suas
estruturas quimicas determinadas a partir da década de 1950. Desde entdao, com o conhecimento
sobre essas moléculas, foram sendo desenvolvidas técnicas para o seu isolamento, analise,
purificacdo, identificacdo e quantificagdo, as quais foram sendo aprimoradas. Com isto, surgiu
anecessidade de sintetizar essas moléculas e analogos destas, em diferentes escalas, permitindo
a realizacdo de estudos sobre o papel bioldgico dos peptideos naturais. Em conjunto, também
foram sendo desenvolvidas técnicas para a manipulagdo, sintese e clonagem de genes que
expressassem essas proteinas/peptideos (MACHADO et al., 2004).

Diversas estratégias tém sido aplicadas visando o melhoramento na producao e para a
reducdo do metabolismo de peptideos, juntamente com as vias de administracdo, levando ao
aumento da comercializagdo dessas drogas. Os peptideos terapéuticos podem ser obtidos a
partir de diferentes fontes, tais como extracao de fontes naturais; sintese em animais ou plantas
transgénicas; sintese em solucdo ou classica; sintese em fase solida; sintese enzimatica; sintese

pela tecnologia do DNA recombinante (SOUZA, 2017).

2.3.0 METABOLISMO DA DPP-1V E SEU PAPEL DA DIABETES TIPO 2

Esta sendo considerado como a epidemia do nosso século o diabetes, pois em 2010
cerca de 285 milhdes de individuos em todo o mundo apresentavam a doencga e a estimativa ¢é
que até 2030, o numero de pessoas com diabetes chegue a 435 milhdes. Tendo em vista a relagao
a tolerancia a glicose reduzida caracteristica de quadro pré-diabético os nimeros em 2010
chegaram a 344 milhdes, sendo que se espera a marca de 472 milhdes de casos diagnosticados
em Um dos alvos biologicos envolvidos no estudo do diabetes € a enzima dipeptidil peptidase-
4 (DPP-4), Os inibidores de DPP-4 devem diminuir ou potenciar os efeitos dos peptideos
utilizados em diversas patologias como lUpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide,
depressdao, esquizofrenia, anorexia nervosa, fibromialgia, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e até rejeicdo de enxertos de acordo com o contexto do distirbio e sua fase

de evolugdo, pois esta enzima possui varios substratos localizados em diversos locais
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biologicos, atuando na regulacdo do metabolismo de hormonios peptidicos, também na
resposta imunoldgica do organismo humano(PANTALEAO, 2014).

Durante o desenvolvimento dos estudos criou-se uma base tedrica dos Inibidores da
DPP-4 no controle do diabetes tipo 2, quando foi observado que as incretinas produziam agoes
fisiologicas benéficas durante a atividade de controle glicémico, com grande potencial no
tratamento do tipo 2 (NAUCK et al., 2004), pois ¢ uma doenca cronica existente no mundo.
Foram identificados que asincretinas sao hormonios sintetizados no trato gastrointestinal e
secretados mediante a entrada de nutrientes no intestino (DOYLE, EGAN 2007;JANG et
al.,2007), tendo um importante papel na homeostase da glicose sanguinea por estimular a
secrecdo de insulina de maneira glicose-dependente (DRUCKER , NAUCK 2006,
; VILSBOLL, HOLST, 2004;). O hormonio incretina predominante ¢ o peptideo-1 semelhante
ao glucagon (GLP-1), e estudos demonstraram que o GLP-1 foi capaz de melhorar a homeostase
da glicose, incluindo a potencializardo da secre¢ao de insulina de maneira glicose-dependente
e a inibi¢ao da secrecdo de glucagon (DOYLE ;EGAN, 2007).

O primeiro hormonio GIP incretina foi descrito, ¢ um unico peptideo com 42
aminoacidos. Circula em baixos niveis no sangue, mas em resposta a ingestdo de glicose ou
gordura, os niveis aumentam consideravelmente, estimulando a producdo de insulina endégena.
Paralelamente o GIP também exerce influéncia sobre o metabolismo da gordura nos adipécitos,
estimulando a atividade de lipase de lipoproteinas, estimulando a proliferagao das células beta
A sitagliptina sendo o primeiro inibidor de DPP-4 utilizado na pratica clinica, licenciado em
2006, ¢ bastante seletivo para a enzima DPP-4 atingindo a concentracdo plasmatica estavel
apos trés dias de aplicacdo. Os niveis maximos no plasma sdo alcangados entre uma e duas
horas apds ingestao do comprimido, com tempo de meia vida de 8 a 14h, sua biodisponibilidade
¢ de 85%8( FERREIRA V.A; CAMPOS, 2014).

De acordo com estasinformagdes projetou-se, utilizar o GLP-1, de forma inicial como
medida terapéutica no diabetes tipo 2, durante o processo, estudos informaram que a secre¢ao
deste hormonio no estado de diabetes fica ausente ou mesmo comprometida, favorecendo para
a deficiéncia na secre¢do de insulina (NAUCK et al., 2004). Em estudos e pesquisas posteriores
admitiram entdo que o uso terapéutico do GLP-1 como agente antidiabético era inviavel devido
a sua meia-vida ser relativamente curta como resultado de sua rapida inativagao pela enzima
Dipeptidil Peptidase-4 (DPP-4) (DRUCKER D. J, NAUCK M.A, 2006; DEACON et al., 2008).
O GLP-1 ¢ rapidamente metabolizado pela DPP-4, com uma meia-vida ativa de apenas 1 a 2
minutos (ANDUKURI et al., 2009). dificultando o seu emprego no tratamento do tipo 2.

Anteriormente ja havia sido demonstrado em estudos que a DPP-4 ¢ também encontrada no
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endotélio de capilares que drenam a mucosa intestinal, onde as células secretoras de GLP-1
estdo situadas (GAUTIER et al., 2008), o que indica que a maior parte do GLP-1 ¢ inativado
quase imediatamente apds sua secre¢io (LOTFY; SINGH;KALASZet al., 2011).

Conhecida como CD26 a dipeptidil peptidase 4 (DPP4), ¢ uma glicoproteina
transmembrana que estd quase totalmente presente na superficie de muitas células, incluindo
células epiteliais e endoteliais de muitos tecidos e em células do sistema imunologico.
Desempenhando um papel importante na regulacdo do sistema imunolégico a DPP4,
promovendo a ativagao e proliferagdo de células T, regulando a fungdo de outras células
imunologicas e estimulando a produgdo de citocinas proinflamatorias. A DPP4 esta presente
na circulagdo de forma solivel, onde mantém sua atividade enzimatica. A DPP4 degrada o
peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) fisiologicamente e desempenha um papel no
metabolismo da glicose. possuindo muitos outros substratos, incluindo citocinas, quimiocinas
¢ fatores de crescimento. Atuando como um ligante para proteinas de ligacdo e fatores
extracelulares, DPP4 ¢ uma serina protease amplamente distribuida em tecidos humanos e
funciona como uma proteina multifuncional. Do trato respiratorio inferior, rins, figado,
intestino delgado e prostata, DPP4, estd presente na placenta, fibroblastos pulmonares e lesdes
na pele, musculos e sistema nervoso central (Mota et al, 2022).

Sendo de um grupo de enzimas existentes na circulagdo e na superficie de multiplos
tecidos, como no figado, pancreas, bago, rins, endotélio vascular,etc, (GREEN et al., 2006),
sua atividade consiste em clivar cadeias peptidicas nas quais estd presente a prolina ou a alanina
como o segundo aminoécido a partir da extremidade N-terminal, incluindo citocinas, fatores de
crescimento, neuropeptidios e hormonios incretinas(POSPISILIK et al., 2002).

Sua estrutura compreende 4 dominios: um dominio citoplasmatico curto (1-6), um
dominio transmembrana (TMD) (7-28), um segmento de haste flexivel (29-39) e um dominio
extracelular (40-766), que pode ser ainda dividido em uma regido altamente glicosilada, uma
regido rica em cisteina e a regido catalitica (ROHRBORN et al., 2015), as incretinas sao
liberadas pelo intestino apds a ingestdo de alimentos e exercem uma série de efeitos fisiologicos
no pancreas que poderiam culminar com a liberagdo de insulina para homeostase glicémica,
caso ndo fossem rapidamente degradados pela acdo da DPP-4. Os inibidores dessa enzima
estendem a meia-vida das incretinas, prolongando assim seus efeitos fisiologicos nas células
alfa e beta pancreaticas (Figura 1)

Figura 1 Agdes fisiologicas dos inibidores de DPP-4
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Sendo a dipeptidil peptidase IV (DPPIV) um produto do conjunto proliloligopeptidase de
serina proteases. DPPIV remove dipeptideos do terminal N de substratos, incluindo muitas
quimiocinas, neuropeptideos e hormodnios peptidicos. A inibicdo especifica de DPPIV esta
sendo investigada em ensaios humanos para o tratamento de diabetes tipo 2. os determinantes
moleculares subjacentes a catalise enzimatica e especificidade do substrato, relata as estruturas
cristalinas de DPPIV na forma livre € em complexo com os 10 primeiros residuos do substrato
fisiologico, Neuropeptideo. Possui uma estrutura cristalina de forma livre da enzima revela dois
canais potenciais através dos quais os indicativos podem acessar o sitio ativo - a chamada

abertura da hélice e a abertura lateral (AERTGEERTS et al, 2004).

2.2.1 ANALISESIN SILICO

Com o desenvolvimento do genoma humano foi possivel descobrir uma grande
quantidade de dados contidos no acido ribonucleico (RNA), Sendo de grande importancia o
seu armazenamento e estudos constante. Com o desenvolvimento humano no controle das
tecnologias e estudos académicos relacionado diretamente a biologia molecular e genoma foi
necessario a criacdo de uma area da ciéncia, a bioinformatica. Utilizada no uso de pesquisa
com fins diagndsticos preventivos e terapéuticos caracterizando a aplicagdo biomédica
(PROSDOCIMI Fet al., 2002).

Utilizando a experimentacdo computacional, denominada anélise in silico, possibilita
construir e simular sistemas voltados para a predicdo de propriedades e comportamentos
bioldgicos. Para funcionar corretamente, uma célula, depende de que todos os seus
componentes participem de reacdes bioquimicas intracelulares e interajam entre si. O

metabolismo celular pode ser reproduzido como uma rede formada por diferentes tipos de
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interagdes, tais como exemplo: interacdo gene-gene, proteina-proteina, geneproteina, gene-
metabolito e assim por diante . A constru¢do de uma rede € feita a partir de complexos modelos
matematicos e computacionais que identificam e caracterizam as relagdes de dependéncia de
cada gene (OLIVEIRA,2014).

Durante as pesquisas de bioinformatica, identificada como andlise in silico, facilita
simular sistemas e constru¢do quimicas das enzimas, para a identificacdo de propriedades e
comportamentos bioldgicos (PALSSON B, 2000).A produgao de abordagens in silico facilita
o tempo e 0s gastos necessarios para trazer um medicamento para o mercado. Demonstrando
os perfis de absor¢do, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade (ADMET) previsiveis,
resultando em um processo rdpido de descoberta de medicamentos. Estes parametros
farmacocinéticos sao e avaliado pelo Admet-SAR (Dias, 2014).

Nosso sistema humano para funcionar corretamente, precisa de células sadias, pois
dependem de que todos os seus componentes participem de reagdes bioquimicas intracelulares
e interajam entre si para produzir enzimas saudaveis, que formaram as ligagdes do metabolismo
celular, que também podem ser reproduzido como uma rede formada por diferentes tipos de
interagdes, como por exemplo: interacdo gene-gene, proteina-proteina, geneproteina, gene-
metabolito e assim por diante . Produg¢@o de uma rede ¢é feita a partir de complexos modelos
matematicos e utilizando a bioinformatica para identificarem e caracterizam as relagdes de
dependéncia de cada gene e/ou enzima contida na célula. (RYBARCZYK-FILHO J.L, 2011).

Sendo o estudo in silico um método aplicado por meio de andlise de dados em uma
determinada espécie ou género, um auxilio ao diagnostico através da andlise molecular
diversos bancos de dados informatizados e programas que avaliam a toxicidade pela
determinagao de relacao estrutura-atividade, por exemplo 0
QuantitationStructureActivityRelationship (QSAR), processo pelo qual o protocolo relaciona
a estrutura fisico-quimica de uma substancia com sua toxicidade. Esses processos de estudos
tétm por objetivo principal obter metodologias rapidas, baratas, de facil execugdo e
reprodutibilidade que possam ser padronizadas e validadas, situa¢do imprescindivel para que
os métodos in vitro alcancem a aceitagao cientifica internacional (BAGLEY, et al).

Com a utilizacao da técnica de HQSAR (do inglés,
HologramQuantitativeStructureActivityRelationships) produzindo um parametro que
correlaciona o holograma molecular (fragmentos derivados da estrutura 2D e suas respectivas
contribui¢cdes) com a atividade bioldgica, a partir da associacdo da distin¢cdo dos fragmentos.
Com a finalidade de geracao dos fragmentos moleculares, alguns parametros sdo variados ao

longo das analises, tais como a distingdo dos fragmentos utilizando informagdes sobre os
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descritores: atomos (A); ligacdes (B); conexdes (C); atomos de hidrogénio (H); quiralidade
(Ch) e/ou grupos aceitadores e doadores de ligacdes de hidrogénio (DA); e também o tamanho
do fragmento (definido em numero de atomos) e o comprimento do holograma (definido em
bins, em quantidade de descritores bindrios referente a contagem de fragmentos).Os
hologramas moleculares sdo representagdes matematicas dos fragmentos de cada composto e
sdo relacionados com a resposta bioldgica a partir do emprego de técnicas de analise

multivariada de dados (PANTALEAO, 2014).

Peptideos tém inimeras vantagens sobre moléculas pequenas que incluem alta atividade biologica, alta
especificidade, baixo custo de produgdo e alta penetragdo .No entanto, toxicidade, imunogenicidade e
estabilidade continuam sendo as principais preocupagdes no desenvolvimento de medicamentos a base de
peptideos. A estabilidade dos peptideos pode ser aumentada de varias maneiras, incluindo a incorporacao de D-
aminoacidos (tornando os peptideos resistentes a protease), alterando a quimica do esqueleto, ciclizagdo e
incorporacdo de a-aminoxiaminoacidos . Da mesma forma, existem iniimeras ferramentas in silico , que podem
prever a imunogenicidade dos peptideos mas dificilmente existe uma maneira/método de prever a toxicidade dos
peptideos. Métodos computacionais para prever a toxicidade de peptideos nao apenas economizam tempo e

dinheiro, mas também facilitam o projeto de melhores peptideos terapéuticos com baixa toxicidade, mantendo as
funcionalidades. Os estudos in silico tem como vantagem a rapidez na execucdo, custo
operacionais baixos e principalmente nao necessita de animais para testes de toxidade, para a

seguranca de sua utilizagdo em humanos.

2.2.2 ANALISES IN VITRO

O diagnostico in vitro ¢ um dos grande processos utilizados por médicos e pesquisadores
pois trata-se de um procedimento mais comuns nos estudos académicos e laboratorial
principalmente na area da satide humana nao ser necessario a utilizagdo de “in vivos” que seria
necessario a execu¢do dos procedimentos em pessoas ou animais, uma das primeiras
metodologias descritas para avaliacdo in vitro foi sugerido o teste da biocompatibilidade para
avaliar plasticos empregados em artigos médico-hospitalares. No ensaio os materiais eram
colocados diretamente sobre uma monocamada de células de mamifero e apds 24 horas estas
células eram observadas, quanto a presen¢a ou nao de algum efeito toxico (MOSMANN, 1983).

O principal proposito era, de se encontrar um protocolo que substituisse os ensaios in
vivo varios outros modelos foram desenvolvidos, dentre eles os chamados organotipicos, os
quais empregam 6rgaos isolados do animal, mantidos por curto periodo de tempo in vitro
preservando suas fungdes fisiologicas e bioquimicas.Com foco de encontrar um protocolo que
substituisse os ensaios in vivo varios outros modelos foram desenvolvidos, dentre eles os

chamados organotipicos, os quais empregam 6rgaos isolados do animal, mantidos por curto
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periodo de tempo in vitro preservando suas fungdes fisioldgicas e bioquimicas. A importancia
da validagdo, pré-validagdo, do conceito trés Rs (3 Rs), reducdo, refinamento e substituigao,
na regulamentacao dos testes toxicologicos “in vitro”. A validagdo deve ser vista como uma
etapa essencial no desenvolvimento do teste e sua aceitacdo nao deve ser observada como
obstaculo, mas sim uma grande processo para acelerar o uso dos testes in vitro na avaliagdo de
risco dos produtos de uso humano ou que possam causar danos no meio ambiente (CRUZ et al,
2004).

E fundamental a valida¢io do alvo molecular selecionado por uma série de razdes que
envolvem desde o estabelecimento de sua relevancia no processo fisiopatologico em estudo até
a caracterizacao do impacto de sua modulacdo seletiva no tratamento ou na cura de doencas ou
disfuncdes em humanos.As moléculas bioativas (ou ligantes, do inglés hits) podem ser
identificadas a partir de triagens reais (por exemplo, bioldgicas, bioquimicas) ou virtuais (por
exemplo, computacionais) de produtos naturais, compostos sintéticos oucolegdes
combinatorias, e também mediante planejamento racional. Lembrando contudo que, em todos
os casos, as propriedades biologicas devem ser determinadas experimentalmente, sendo
necessario o desenvolvimento de ensaios padronizados e validados com alta qualidade, a figura
2 demonstra as etapas envolvidas no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos
(ADME - absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo; NDA — solicitagdo para um novo

farmaco, do inglés new drugapplication (GUIDO; ANDRICOPULO ; OLIVA, 2010).

Figura 2:Etapas envolvidas no processo de descoberta ¢ desenvolvimento de farmacos (ADME — absorgéo,
distribui¢@o, metabolismo e excre¢do; NDA — solicitagdo para um novo farmaco, do inglés new drugapplication).
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3 MATERIAIS E METODOS

O universo da Ciéncia ¢ compreendidocomo um conjunto de substancia que tratam do
levantamento, estabelecido pela organiza¢do do conhecimento cientifico. Isto pode envolver
desde questdes internas, tais como método cientifico e relacdo entre procedimento experimental
e teoria, até outras externas, como a influéncia de elementos sociais, culturais, religiosos e
politicos na aceitacdo ou rejeicao de idéias cientificas (MOURA ,2014).

De acordo com as autoras Lakatose Marconi (2003), pesquisar ¢ entendido como
“averiguar algo de forma minuciosa, ¢ investigar”. As autoras relatam que o significado do
termo investigacdo “ndo ¢homogénea, pois hd muitas defini¢des sobre o termo nos diferentes
campos de entendimento.No entanto, o ponto de partida da pesquisa reside no problema que
devera se definir, avaliar, analisar uma solu¢do para depois ser tentada uma solucdo”
(LAKATOS; MARCONI, 2003).

O método cientifico baseia-se em um grupo de etapas ordenadamente dispostas a serem
executadas que tenham por objetivo a investigacao de fendmenos para a obtencao de aprimorar
as aprendizagem (JUNG, 2009).

Nessapesquisa exploratério tem por objetivo aperfeigoa hipoteses, autenticar
instrumentos e possibilitar familiaridade com o campo de estudo.Estabelece a primeira fase de
um estudo mais amplo, no qual ebastanteutilizada em pesquisas cujo tema foi pouco explorado,
sendo capaz de ser aplicada em estudos iniciais para se obter uma visao geral em relacdo a um
determinado fato (GIL, 2002).

Trata-se de pesquisa basica, de carater in silico, e in vitro de abordagem exploratoria,
sendo, do ponto de vista dos procedimentos técnicos, cientifico, utilizando como instrumentos
para coleta de dados, uma revisao de literatura em bancos de dados de periddicos cientificos na
lingua portuguesa e inglesa, desenvolvida a partir de material ja elaborado, constituido em
livros e artigos, para analisesin silico e descartando artigos voltados para animais e in vitro,
focando apenas em humanos adultos. Os artigos pesquisados sobre a tematica foram acessados
nas bases de dados da Scielo, dissertacdes de mestrado e doutorado, PubMed, no qual

compreendem publicagdes entre os anos de 2000 a 2019.

3.1. MODELAGEM MOLECULAR DO TIPO “DOCKING”
Para a realizacdo dos testes, foi utilizado as ferramentas digitais PepCalc, PepDraw e Pepsite2

gue sdo encontradas em website de facil acesso e gratuito.
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Na ferramenta PepCalc, encontrada no site pepcalc.com, primeiramente digitou-se no quadro
informado como sequéncia o cddigo em letra, KD, em seguida clicando-se no quadro amarelo
(calcular), assim, foi obtido suas propriedades fisico-quimicas. Para melhor entendimento, é possivel
realizar a traducdo da pagina, que originalmente se abre em idioma inglés, para o portugués pela

propria fermenta do Google (INNOVAGEN, 2015)

No PepDraw, encontrado no site pepdraw.com, de inicio colocou-se a sequéncia KD no quadro
exigido, e clicar em seguida no quadro identificado como: desenhar peptideo. Obtendo-se por fim, o
resultado de sua estrutura da forma molecular e suas propriedades peptidicas. Traduzindo-se a pagina

para o portugués, para melhor entendimento (THOMAS, 2015)

O HPEPDOCK, disponivel no site huanglab.phys.hust.edu, de inicio para fazer analise
foi preciso digitar o cddigo 1R9M, que ¢ uma estrutura Cristal da Dipeptidil Peptidase IV
Humana, sendo seu Formato FASTA, que encontra-se na plataforma RCSBPDB, que ¢ um
Banco de dados de Proteinas em que fornece informagdes sobre as formas 3D de proteinas,
acidos nucléicos e montagens complexas. Feito isso, deve copiar o codigo e colocar na area
“Entrada do receptor” que fica na parte inicial da ferramenta HPEPDOCK, logo apos colocou-
se a sequéncia KD na parte de “Entrada de peptideo” e para finalizar o teste clicou-se no botao
“Enviar” e dentro de alguns segundos os resultados fordo exibidos. Sendo assim com o estudo
in silico o intuito e prever a ligagdo de uma determinada estrutura protéica (ZHOU, 2018).

No site Pepsite2, inicialmente para fazer analise foi necessario digitar o cédigo 1IROM
apos iremos digitar a sequéncia KD, para ser obtido a visualizac¢do interativa onde mostrou a
estrutura da proteina e um ponto de ligacdo de peptideo previsto. Logo depois selecionamos no
PDBI1R9M, para se obter a Estrutura Cristal da Dipeptidil Peptidase IV Humana
(AERTGEERTS, et al, 2004)

Para identificar a toxidade do peptideo KD utilizou-se a fermenta TOXINPRED
disponivel em: (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html).onde obtemos a
Toxidade e hidrofobia do peptideo KD, para verificar se ndo e tdxico para humanos.

Para utilizar o software PyMol, Primeiramente vai no menu PDB e seleciona o codigo
1R9M da enzima DPP-IV, ir na op¢do FASTA e copiar o cddigo e adicionar na ferramenta
HPEPDOCK, os resultados vao chegar no E-mail em 24 horas, apos para deve baixar em PDF
os resultados, e selecionar a 1 classificagdo de encaixe - 72,967, apds copiar abrir a plataforma
do PyMol, e selecionar o peptideo, KD, logo apds seleciona a enzima 1R9M, essa ferramenta

nos permite obter, o sitio de ligagdo como também a andlise de interagdes ligante-alvo
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molecular, e a distancia entre os atomos, da enzima DPP-IV e o peptideo acido aspartico e a
lisina, entretanto ndo consegue fazer as ligagdes hidrofobicas e metalicas.

Quando o objetivo bioldgico selecionado (por exemplo, proteina, DNA ou RNA) pode
ter a sua estrutura tridimensional (3D) conhecida ou nao, fato que determina a priorizagao de
estratégias de planejamento. Os grandes avangos da gendmica e protedmica, aliados a evolucao
das técnicas de cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN) proporcionam
um aumento significativo no numero de alvos moleculares com estruturas 3D disponiveis no
Banco de Dados de Proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank). O auxilio de métodos de
quimica medicinal, ¢ possivel explorar o imenso espaco quimico delineando o trabalho de
identificacdo, selecdo e otimizagdo de moléculas capazes de interagir com alta afinidade e
seletividade com o alvo molecular selecionado (por exemplo, enzima, receptor), o qual
representa o espago bioldgico. Diversas estratégias podem ser utilizadas para a investigagao do
espago quimico-bioldgico como: a organizagdo de bases de dados, a aplicagdo de filtros
moleculares, o emprego de triagens bioldgicas automatizadas em alta escala (HTS, do inglés
high-throughputscreening) e o uso da triagem virtual (VS, do inglés virtual screening)
(GUIDO; ANDRICOPULO ; OLIVA, 2010).

Utilizando método de predicao de afinidade de ligagdo (AutoDock 4.0) ao processo de
se posicionar o ligante em varias informagdes no sitio ativo do receptor e, usualmente, em
diferentes conformagdes, com o intuito de se obter a melhor interagdo, identificados pela
designacgdo em inglés docking, que pode-se traduzir como “docagem” ou “ancoragem”. Este
procedimento permite o estabelecimento de uma classificagdo entre os compostos de maior e
de menor afinidade a um determinado receptor, possuindo varios outros programas de docking,
dentre eles o DOCK, AutoDock, GOLD, FlexX , que realizam esta ordenagdo de forma
automatica. A simula¢do tem dois procedimentos: a busca conformacional por diferentes
modos de ligacdo do ligante no sitio ativo do receptor, e a avaliacdo da afinidade de cada um
deste modos de ligagdo usando uma funcdo de scoring.No presente trabalho, utilizamos o
programa PyMol, o site Pepsite2, HPEPDOCK, dentre outros, que ¢ amplamente utilizado em
estudos de ancoragem de pequenas moléculas em macromoléculas protéicas, além de ser

gratuito. (ALENCAR,2010).

3.2. AVALIACAO DA INIBICAO DA ENZIMA DPP-1V in vitro
O Fabricante do Kit da DPP-IV foi o Enzo Life Sciences. O DPPIV Drug Discovery Kit
¢ um sistema de ensaio completo projetado para rastrear inibidores de DPPIV, fornecendo

material suficiente para realizar pelo menos 96 ensaios. DPPIV (DPP4, CD26) ¢ um membro
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da classe de proteases conhecidas como prolil peptidases, que clivam proteinas apds residuos
de prolina e acredita-se que desempenhe papéis no diabetes, cancer e doengas autoimunes,
tornando-se um alvo para a descoberta de drogas. O kit contém um substrato cromogénico (H-
Gly-Pro-pNA; Km =114 uM) e um substrato fluorogénico (H-Gly-Pro-AMC; Km =50 uM). A
clivagem da p-nitroanilina (pNA) do substrato colorimétrico aumenta a absorvancia a 405
nm. O ensaio fluorimétrico ¢ baseado na clivagem da por¢ao 7-amino-4-metilcumarina (AMC)
do terminal C do substrato peptidico, o que aumenta sua intensidade de fluorescéncia em 460
nm. Nome alternativo: CD26, Dipeptidil Peptidase 1V, DPP4. Aplicagdes: deteccao
colorimétrica, deteccao fluorescente, ensaio de atividade HTS.

Na analisein vitro, foi determinado a quantidade de da enzima, substrato e peptideo,
onde foi realizado os calculos, para a concentracao de cada substancia. Primeiramente foi
descongelado e montado em em gelo; Apos foi diluido o inibidor de 1/10, 3,5ml inibidor
/31,5ml Tampao ;

Em seguida foi diluido substrato (Gly — do/pna) — 1/50, 37ml substrato com1813ul Tampao,
com um Volume final de 100ml;

Ap6s foi diluido a enzima DPP-IV numvol (35ml) 0,867 mL, no qual foi Centrifugado
antes, com uma solu¢do Estoque de 9,97ul DPP-IV mais 490,03ul de Tampao, Foi mantida
na forma diluida ou concentrada, por varios horas no gelo. Pois , a enzima DPPIV ¢ estavel por
pelo menos 5 congelamento / descongelamento ciclos, para minimizar o namero de ciclos de
congelamento / descongelamento, aliquota do DPPIV em tubos, foi separados e armazenar a -
80 ° C. Nao foi adicionado a enzima DPP-IV nos brancos, somente no
controle/inibidor/amostras.

Dessa forma foi adicionado 0,26ml por pocinho de DPP-1V, com 10mL de inibidor
(diluido), e Incubado por 10min a temperatura ambiente;

Ap6s o Inicio da andlise foi adicionado 50 mLdo substrato diluido (Gly — do/pna) 37°C;

Logo em apos foi observado a leitura de 2 em 2 minuto para um total de 10 minutos;

Em seguida foi realizado o procedimento experimental, utilizando uma analise através
da técnica de espectrofotometro, com isso foi determinado a atividade da DPP-VI como
também o tempo de inibi¢do do peptideo KD apos a adicdo do tampao, enzima DPP-VI e o
substrato.

Ao final do procedimento, foi anotado todos os resultados experimentais.

Para determinar o percentual parcial e final da Atividade DPP-IV, foi utilizado uma
formula matematica, % Atividade DPP-IV- Na presenca do inibidor = ( Amostra/ Controle) x

100.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4 .1 MODELAGEM MOLECULAR in silico

Nos estudos realizados os peptideos e as proteinas terapéuticos apresentam
especificidade e eficicia elevadas em baixas concentracdes, neste momento tornam se
indispensaveis no tratamento de diversas doencas . Os peptideos, em comparagdo com as
proteinas tem grande vantagem por serem pequenos, demonstram maior capacidade de penetrar
mais profundamente o tecido alvo. também os peptideos com atividade terapéutica apresentam
a vantagem de serem menos imunogénicos e mais econdmicos para serem fabricados segundo
os parametros de qualidade exigidos, relacionados as proteinas e anticorpos (SOUZA, 2017).

Com as descoberta de moléculas bioativas, a quimica medicinal também incorpora os
estudos do metabolismo e das relagdes entre a estrutura quimica e atividade, ficando claro o
estabelecimento de interfaces fundamentais entre as ciéncias quimicas, bioldgicas,
farmacéuticas, médicas, fisicas e computacionais. Para os estudos dos processos evolutivos de
reconhecimento molecular em sistemas biologicos assumem grande importancia, alem
constituem as bases fundamentais para o entendimento de propriedades como poténcia,
afinidade e seletividade (GUIDO; ANDRICOPULO ; OLIVA, 2010).

Nesse estudo in silico vamos trabalhar com o peptideo, no qual ¢ constituido por dois
residuos sendo eles: Lisina (Lys-1 K) e Acido aspartico (Asp-2 D). Apresentando um pH
levemente acido. Apresenta uma boa solubilidade em 4gua, favorecendo com esse resultado
uma boa expectativa de reacdes, proporcionando uma facil interagdo com o ambiente do sistema
digestorio.

Na ferramenta Pepcalc INOVAGEN foi possivel ter os dados das propriedades fisico-
quimica do Peptideo KD. Informacdes como Peso molecular, Coeficiente de extin¢ao, ponto

1soelétrico, Carga liquida em pH 7, Solubilidade estimada, dados esses mostrados na tabela 1.

Tabela 1:Propriedades fisico-quimicas do peptideo KD

Propriedades fisico-quimicas

Numero de residuos: 2

Peso molecular: 261,28 g/ mol
Coeficiente de extin¢io: OM'cm™!
Ponto isoelétrico: pH 6,43

@ @ Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga CreativeCommons Attribution, que permite uso, distribuicao e
reproducao em qualquer meio, sem restricdes desde que o trabalho original seja corretamente citado.



= RCMOS - Revista Cientifica Multidisciplinar O Saber.
7 ISSN:2675-9128. Sao Paulo-SP.

Carga liquida em pH 7: 0

Solubilidade estimada: Boa solubilidade em agua.

Fonte:Préprio Autor

Imagem 1: Hidropata do peptideo KD

Hidropatia Hopp & Woods

0 Q
n 0
- T
0 topo & hidrofilico O
fundo & hidrofobico
Cadigos de cores: Basico Polar

Fonte: PepCalc.com

Com o PepDraw foi possivel visualizar a estrutura do peptideo KD, ilustrado as suas

propriedades peptidicas mostradas na tabela 2.

Tabela 2:Propriedades peptidicas do peptideo KD

Propriedades peptidicas

Sequéncia KD

Comprimento 2

Massa 261,1321

Ponto Isoelétrico (pl) 6,44

Carga liquida 0

Hidrofobicidade +14,34 Kcal * mol !
Coeficiente de extincdo 1 OM™ *cm ™!
Coeficiente de extin¢io 2 OM™'*cm-!

Fonte: Proprio Autor
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No PepDraw, também pode se observar o desenho linear do peptideo e reagdo de
condensagdo entre o grupo a-amino de um residuo de aminoacido com o grupo acarboxila de

outro residuo de aminoacido, e com isso tem a formagao da nova ligacao peptidica KD (Imagem

2).

Imagem 2: 1. Peptideo Lys-1 (K) ; 2:Peptideo Asp-2 (D) ; 3 Peptideo KD

H
H#’r,i H+ZN/.’1
i &, <:_/I

*NH,

1.Formula Molecular: C¢H4N,0O,2.Formula Molecular: C 4 H 7 NO 4 3. Formula Molecular: C;oH2;N3O¢

Fonte:https://www.pepdraw.com

Segundo os autores Nelson; Cox, 2008., os peptideos sdo biomoléculas formadas pela
unido de dois ou mais aminodcido. O termo “residuo de aminodcido” ou apenas “residuo” ¢
utilizado para indicar que os aminoacidos estdo unidos pela ligacdo peptidica . A ligacao
peptidica ¢ formada por uma reagdo de condensagdo entre o grupamento a-carboxila (1) de
aminoacido com o grupamento a-amino (2) de outro aminoacido por uma ligacao covalente que

forma uma liga¢do amida substituida Figura 2.

Figura 3:Ligacao Peptidica

H \_/4‘
HaM i} " HyM OH
OH + H"/ OH : F ~ M

R-| R} B H-! 0

NELSON; COX, 2008
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Na Figura 3,4 - Formagao de um peptideo pela juncao de dois residuos de aminoacidos.
Representa a reacao de condensagdo entre o grupo a-amino de um residuo de aminoéacido com
o grupo acarboxila de outro residuo de aminoacido

Com isso os aminoacidos essenciais sao classificados em 5 grupos de acordo com o

radical da cadeia lateral (R) do carbono a, os alifaticos ndo polares, os aromaticos, 0os nao

carregados polares, os carregados positivamente e os carregados negativamente (NELSON ;
COX, 2008).

Figura 4:Grupo R Carregados Negativamente

*HaN.__COO" *H3N___COO"
HO

L

OH

E - Glutamato
19

i

D - Aspartato
18

NELSON; COX, 2008

Figura 5:Grupo R Carregados Positivamente

*HaN__COO" *HaN_COO" *HaN.__COO

e

i
e
(I

NH H - Histidine
+ 22
NH; *HNZ “NH,
K - Lisina R - Argining
0 21

NELSON; COX, 2008

Algumas sequéncias peptidicas desempenham ag¢des importantes nos sistemas

biologicos e sdo comumente utilizadas como farmacos importantes (Figura 5) (NELSON ;
COX, 2008).
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Tabela 3:Algumas das principais sequéncias peptidicas e suas aplicagdes nos sistemas biologicos

Nome Sequéncia Fungao
Angiotensina Il N-R-V-Y-I-H-P-F Horménio hipertensor.
Bloqueador do receptor

a-Conotoxina ciclo(2-8,3-14)G-C-C-5-N-P-R- nicotinico de acetilcolina  no
Imi C-A-TW-R-C-NH; sistema nervoso central.

Oxitocina ciclo(1-6)C-Y--G-N-C-P-L-G ~ Cstimula contragdes uterinas e
o processo de lactacdo.

. T-G-G-F-M Indugdo de analgesia em

Encefalinas ;5561 células do cérebro.

Horménio gastrointestinal

G-S-S-F-L-S-P-E-H-Q-R-V-Q-Q- estimulador da liberacdo do

Grelina R-K-Q-5-K-K-Q-Q-P-P-A-L-K-E- hormfnio de crescimento e

P-R relacionado ao controle da

ingestdo de alimentos.
Vasopressina  ciclo(1-6)C-Y-I-G-N-C-P-R-G Agdo anti-diurética.
G-I-V-E-Q-C-C-T-3-I-C-5-L-Y-Q-
L-E-N-I-C-N
H-S-Q-G-T-F-T-S-D-I-S-K-Y-L-D-
S-R-R-A-Q-D-F-V-Q-W-L-M-N-T

Insulina

Controle da glicose
Glucagon

Fonte:NELSON; COX, 2008

Existem trés analogos da vasopressina. A arginina-vasopressina (AVP) ¢ encontrada em
humanos, a lisina-vasopressina (LVP) ¢ encontrada em hipopotamos ¢ a fenilpressina (FVP) ¢

encontrada em araras australianas e todas desempenham a mesma funcao.

O ToxinPred apresentou propriedades fisico-quimicas do peptideo KD, e também previu

a toxidade e escore SVM (Mdquina de Vetores de Suporte), mostrado na tabela 3.

Tabela 4:Toxidade e hidrofobia do peptideo KD

Toxidade SVM Hidrofobicidade Hidropatia Hidrofobicidade
score
Nio toxico - 0,80 - 0,91 -3,70 3,00

Proéprio Autor

A introducido de um novo medicamento no mercado pode ser demorada e dispendiosa
até que se prove sua eficacia e seguranca. Sendo o desenvolvimento de abordagens in silico
facilita o tempo e os gastos necessarios para trazer um medicamento para o mercado. Tornando

os perfis de absorcdo, distribui¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade (ADMET) Absorcao,
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distribuicdo, metabolizagdo e excrecdo, previsiveis, obtido em um processo rapido de
descoberta de medicamentos. Todos os experimentos toxicoldgicos tém por objetivo pré-dizer
os niveis de ingestdo das substancias e os possiveis efeitos colaterais, que podem desenvolver
no homem ap6s sua administragdo. Por este motivo, que tais estudos sdo indispensaveis nos
processos investigativos A citotoxicidade em eritrdocitos ¢ um dos modelos experimentais da
toxicidade in vitro usado como método de triagem (screening) para toxicidade de substancias,
permitindo estimar o nivel de dano que pode ser induzido in vivo (DIAS, 2014).

Para treinamento o conjunto principal de dados usado e teste de modelos SVM foi
gerado a partir de peptideos toxicos validados experimentalmente (obtidos de varios bancos de
dados) e peptideos/proteinas ndo-toxinas bem anotados obtidos do SwissProt. Inclui 1805
péptidos téxicos como exemplos positivos € 3593 péptidos ndo téxicos como exemplos
negativos. Por este motivo também geramos um conjunto de dados alternativo, igual ao
conjunto de dados principal, exceto exemplos negativos. Consiste em 1805 peptideos/proteinas
toxicos como exemplos positivos e 12541 peptideos/proteinas nao-toxinas obtidos de TTEMBL
(em vez de SwissProt). Os peptideos/proteinas toxicos e ndo toxicos acima foram utilizados
para produzir varios conjuntos de dados para treinamento, teste e avaliagao de nossos modelos
desenvolvidos para prever a toxicidadede peptideos, ilustrado na Figura 6. (KAPOOR ef al,
2013).

Figura 6:para prever a toxicidade de peptideos

‘Negative Dataset-1 | NegativeDataset-2

' TOXINPRED

(3893) (13541)
Main dataset Alternate dataset
[ |
| 300 | [3s593] 1805 [12541] [1000]
Unique
(1322) Conoserver | ATDB (344)
(117) Arachno-Server i?%%p'rrilél()l 53)
Positive Dataset
SwissProt
Independent main dataset W Independent alternate dataset

Fonte : KAPOOR et al, 2013
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O resultado do HPEPDOCK ¢ apresentado os 10 melhores modelos em ordem de

pontuacao decrescente, pontuagdo essa mostrada na tabela 4.

Tabela 5:Classificacdo por energia de acoplamento entre KD e DPP-IV.

Classificacao Pontuacao de encaixe
- 72,967
- 65,015
- 63,229
- 63,069
- 62,194
- 61,876
- 61,733
- 61,278
- 60,514
- 59,942

o L J| N | A W N =

[y
(=}

Préprio Autor

Nas imagens ¢ possivel visualizar as 10 posi¢des que o peptideo KD pode se ligar com

a DPP-IV, sendo cada cor representando uma posi¢ao de ligamentoFigura 5.

Figura 7 :10 posigdes que o peptideo KD

Estilo de proteina |
| Desenho animado v |

Cor de proteina
® Puro
) arco-iris

MODEL No.

Estilo de peptideo
| Alcacuz v

Acao

| Rodar | | Redefinir
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Fonte: HPEPDOCK

Os resultados do Pepsite2 foram possiveis prever a ligacao do peptideo KD na superficie
da proteina DPP-IV. O site a presenta as nove melhores posi¢des em que o peptideo pode ligar

na proteina DPP-IV. Mostrada na Tabela 6.

Tabela 6:Resultados das 6 melhores correspondéncias classificadas de acordo com a significancia estatistica

(valor p).

Aminoacidos

potencialmente
Classificacao

Aminoacidos ativos P* ligados na enzima

sequéncia KD

DPP-4 (PDB:

1R9IM)

TRP627, TRP629,
1° Lys-1, Asp-2 0,005894

TYR752

TRP627, TRP629,
2° Lys-1, Asp-2 0,008989

TYR752

ARGI125, GLU205,
3¢ Lys-1, Asp-2 0,01137 GLU206, TYRS547,

TYR666

TYRS547, SER630,
4° Lys-1, Asp-2 0,01196 TYR631, TYR662,

TYR666

TRP627, TRP629,
5° Lys-1, Asp-2 0,01375 GLY741, ALA743,

TYR752

TYRA4S, TRP627,
6° Lys-1, Asp-2 0,0149 TRP629, HIS748,

TYR752

Fonte: Pepsite2
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Naimagem 8, ¢ possivel ver os resultados obtidos no pepsite2, a classificacao de acordo
com a significancia 1 a 9, cada posic¢ao € colorida de acordo com a significancia, o site classifica
como vermelha: Altamente significativa; Amarelo: moderadamente significativo; Branco: nao

significativo.

Figura 8:Classifica¢do de acordo com a significancia 1 a 9

Para exibir uma previsdo diferente, clique na linha correspondente da tabela abaixo, que
mastra as melhores correspondéncias classificadas de acordo com a significancia
estatistica (valor p).

classificagdo wvalorp N

] 007318 2 lys-1 asp-2

Cada linha da tabela acima & colorida de acordo com a significAncia estatistica (valor p)
seguindo a escala de cores abaixo (vermelho = altamente significativo; amarelo =
moderadamente significative; branco = nao significativa).

Fonte: Proprio Autor

Com o pepste2 ¢ possivel visualizar a Previ¢do da ligagdo do peptideo KD na superficie
da proteina de PDB 1r9m, cadeia (dipeptidil peptidase), A visualiza¢do interativa abaixo
mostra a estrutura da proteina e um ponto de ligagcdo de peptideo previsto.mostra a estrutura em

3D da posicao de 1 a 9 onde o peptideo se liga na proteina DPP-IV , (Figura 7,8).
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Figura 9:Exibindo a previsao classificada na posicao 1

Ex1bmdo a previsdo classificada na posicao 1 .

Fonte: Proprio Autor

Figura 10:Exibindo a previsdo 3D da classificada na posigdo 1

Fonte: Proprio Autor

Na plataforma do PyMol, essa ferramenta do nos permitiu obter, o sitio de ligacdo como
também a analise de interagdes ligante-alvo molecular, e a distancia entre os 4&tomos, da enzima

DPP-1V e o peptideo KD, (Figuras,10,11,12). Onde ¢ possivel observar a estrutura terciaria da
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DPP-4 referente ao codigo PDB 1R9M, onde em amarelo tém-se as folhas-f§, em vermelho as

a-hélices e em verde a regido dos loops, pode-se verificar a superficie de potencial hidrofobico

Figura 11:Represente a superficie da enzima 1ROM

Fonte: Proprio Autor

Figura 12:Represente a superficie do peptideo KD

Fonte: Proprio Autor
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Figura 13:Interagdes ligante-alvo molecular

Fonte: Proprio Autor

Utilizando o conjunto de dados na geragdo dos modelos de QSAR 3D, (QuantitativeStructure-
ActivityRelationship) aplicando modelos matematicos e computacionais na estrutura quimica
de substancias para predizer, de forma qualitativa ou quantitativa, propriedades fisico-quimicas,
toxicologicas e ecotoxicoldgicas, que servem para avaliacdo de possiveis efeitos adversos
(TAVARES, 2004), a (Figura 13 ) informando os preditivos era constituido de 70 derivados de
adenosina e a Estrutura geral da série de inibidores da LmGAPDH, derivados de adenosina, que foram
idealizados com base nas diferencas estruturais significativas entre os sitios ativos das enzimas
do parasita Leishmania mexicana ¢ do seu homoélogo humano. Com isso as propriedades
moleculares foram quantitativamente relacionadas a poténcia inibitéria, empregando os
métodos de analise comparativa dos campos moleculares(GUIDO; ANDRICOPULO ; OLIVA,
2010).
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Figura 14:1, Alinhamento estrutural dos 70 inibires; 2, Estrutura geral da série de inibidores da LmGAPDH,
derivados de adenosina.

Fonte: GUIDO; ANDRICOPULO ; OLIVA, 2010

Podem ser os hologramas convertidos graficamente em mapas utilizando uma escala de cores
especifica, sendo as regides coloridas de verde e amarelo indicativas de fragmentos que
contribuem positivamente para a atividade bioldgica; ja areas em vermelho e laranja contribuem
negativamente para tal parametro. Assim, o método de HQSAR permite uma inspecao visual
das regides da molecula que podem/devem ser preservadas. O Ancoramento molecular ¢ um
método in silico que preve a orientacao de um composto (ligante) no possivel sitio ativo do alvo
biologico, formando um complexo estavel entre ligante/receptor. Esta técnica avalia desta
forma o encaixe da molécula considerando a energia de interagdo e sua geometria, o que pode
ser considerada uma ferramenta importante na Quimica Medicinal, principalmente na projecao
racional de novos candidatos a fArmacos. Varios trabalhos foram encontrados na literatura e
mencionavam o uso da técnica de ancoramento molecular considerando somente a estrutura da
triade catalitica como flexivel e ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas da triade
catalitica, no caso de proteinas como a DPP-4, as quais contribuiriam exclusivamente para a
ligagdo do substrato ao sitio de liga¢do da enzima, a (Figura 14) Demonstra a A representagao

esquematica do funcionamento da técnica de HQSAR, (PANTALEAO, 2014).
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Figura 15:A representacdo esquematica do funcionamento da técnica de HQSAR

Estrutura quimica Fragmentagdo da molécula
0
— \Jo
Algoritmo decodificador:

numero de identificagdo do

Holograma molecular ISI 12 I' 113
1 2 3 4 5 & ? C i 'Iﬂ

Compartimento de cada holograma

Fonte : (PANTALEAO, 2014).

A partir da Figura 14, ¢é possivel observar a estrutura terciaria da DPP-4 referente ao
cddigo PDB 4ASS, onde em amarelo tém-se as folhas-f3, em vermelho as a-hélices e em verde
a regido dos loops, pode-se verificar a superficie de potencial hidrofobico. (PANTALEAO,
2014).

Figura 16:Estrutura da DPP-4 (PDB 4A5S) 2

Fonte : (PANTALEAO, 2014).
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A seguir, na (Figura 16), pode-se verificar a disposi¢ao dos aminoacidos que compdem o sitio ativo da

enzima DPP-4

Figura 17:Representagdo do sitio ativo da enzima DPP-4 (PDB 4AS5S 25,26 ), indicando os principais
aminoacidos que compdem a regido catalitica.

12125 Glu204

His740

Glu205
Val656 J
r662
Asp545
/){yﬁs
Lys5

54
Tyr631

Ser630

Phe35 7

Fonte : (PANTALEAO, 2014).

Os resultados obtidos no HPEPDOCK, a classificacdo 1 mostrada na tabela 3, indica
que quanto menor o valor da pontuacdo de encaixe, melhor sera a pontuacdo de energia de
acoplamento. Assim, a pontuacao de (-72.967) tem melhor resultado. Significando que nessa
posi¢do o peptideo KD mostrou-se capaz de se ligar ao sitio ativo do receptor da DPP-IV.
Assim, como 0 HPEPDOCK o Pepsite2 e o PyMol, também indicaram que ¢ possivel a ligagao
ente o peptideo KD com a enzima DPP-1V, a ferramenta mostra os aminoacidos potencialmente
ligados na enzima DPP-4 como no caso da posicao 1 com o valor P* de (0,005894) nessa
posi¢do o peptideo KD se liga em trés aminoacido da cadeia D sendo eles TRP627, TRP629 e
TYR752. Nessa posi¢do também ¢ mostrado na tabela, com a cor vermelha, que indica que a

interacdo do peptideo KD com DPP-IV ¢ altamente significativa.

4.2 ANALISES IN VITRO

Nos estudos in vitro os peptideos terapéuticos também demonstram varias vantagens,
em comparagdo as pequenas moléculas organicas que compde os farmacos tradicionais, uma

vez que, muitas vezes sao constituidos da menor parte funcional de uma proteina, distribuindo
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maior eficécia, especificidade e seletividade. Nos estudos dos resultados peptideos apresentam
menos interagdes medicamentosas, pelo fato dos produtos de degradagdo peptidica serem
constituidos por aminoacidos. Assim, tendo em vista que apresentam curto tempo de meia vida,
poucos peptideos se acumulam nos tecidos, reduzindo os riscos de complicagdes causados por
seus metabolitos (SOUZA, 2017).

Com os estudos em andamento uma grande produgdoincontavel depeptideos
biologicamente ativos foram sintetizado nos Gltimos cinquenta anos. Na grande maioria das
partes produtiva refere-se a sintéticos obtidos pelos métodos quimico (em solucao ou em fase
solida), enzimatico ou combinagao de ambos (semi-sintese) na realiza¢do de pesquisa cientifica
em diferentes areas, ao uso terapéutico, alimentar, a producao de vacinas ou, ainda, como blocos
construtivos de outras moléculas com agdo biologica, Por este motivo os estudos e produgdo
na farmacos os peptideos sintéticos passaram a servir como provas inequivocas das identidades
quimicas e dos papéis biologicos dos peptideos naturais. (MACHADO et al, 2004)

Durante o experimento foi utilizado todos os requisitos basicos que estdo relacionados
ao desempenho do método e equipamento que envolve: exatiddo, recuperagdo, robustez,
precisdao, medida de branco da reacao, sensibilidade, limite de detecgdo, interferéncia e valor
de referencia.

Primeiramente, para determinar a concentragao de cada substancia foi, feito um calculo
matematico, (C . V2= C . V), para a obtengdo concentracdo da amostra, Tampao, DPP-IV e
substrato, e com a aguda de uma pipeta foi adicionado todas as substancia em uma lamina para
analise através da técnica de espectrofotometro,com o decorrer das analises foi necessario fazer
algumas adequagdes, no qual no inibidor na primeira replicada foi acrescentado 5u/l e ao final
ficou 35 v/l para uma cubeta de 0,7 u/l e no tampao ficou zero, ja na segunda replicada o inibidor
foi 35 w/l para 17,5 u/l como também o Tampao, e a cubeta de 3,35 w/l.

Dessa forma , nesse estudo in vitro foi analisado com precisdo a Atividade da Enzima na
Presencga do Peptideo KD, apds a analise do controle, sem a reagdao do inibidor, e com a reagdo do

inibidor, em seguida foi calculado a media e desvio padrao de cada uma delas utilizando um

calculomatematico.

Para identificar o percentual da atividade da DPP-VI como também o tempo de inibi¢ado
do peptideo KD apos a adigdo do tampao, enzima DPP-VI e o substrato, foi realizado uma
analise através da técnica de espectrofotdmetro, onde determinar os valores de transmitancia
(luz transmitida) e absorbancia (luz absorvida) de uma solu¢do em um ou mais comprimentos
de onda. Ele mede a quantidade de fotons (a intensidade da luz) absorvida depois de passar pela

amostra.
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O controle foi de grande importancia, pois permitiu quantificar por comparagdo os
resultados obtidos da atividade da DPP-VI. As modifica¢des foram comprovadas em analises
de espectrofotometro.

Na sintese enzimatica ou biocatalisada a formacao da ligagao peptidica nao ocorre por
um reagente quimico, mas sim por uma enzima em sua forma livre ou imobilizada. Da mesma
forma que ocorre na sintese quimica, a sintese enzimatica pode requerer varias etapas durante
o processo da sintese total (MACHADO et al., 2004).

Por isso foi de grande satisfacdo fazer a replicada das amostras selecionadas, pois
determinou o resultado final positivo, no (Grafico 2), ilustra a inclinagdo da media da reagao
do inibidor da atividade do peptideo KD na enzima DPP-IV em um determinado tempo,
comparado com a media do controle, sendo assim podemos observar que o ponto de inclinagado
do peptideo fica mais proximo a media do controle.

O controle de qualidade tem como conceito definido, como técnicas e atividades
operacionais utilizadas para monitorar a execuc¢ao dos requisitos da qualidade especificados. O
controle externo da qualidade, também compreende a avaliacdo do desempenho de sistemas
analiticos por meio de ensaios de proficiéncia, analise de padrdes certificados € comparagdes
interlaboratoriais. Tambem o controle interno de qualidade sdo procedimentos conduzidos em
conjunto de amostras de a fim de verificar se o sistema analitico estd atuando dentro dos limites

de tolerancia pré-definidos( SANTOS A.P.S;ZANUSSO JUNIOR, 2015).

Grafico 1:Inclinagdo do controle, inibidor, ¢ o KD.
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Nessa segunda amostra, o grafico também mantem a atividade enzimatica aparte do
tempo de apo6s os 6 minutos, porem a inibi¢cao foi menor comparada a primeira amostra, deve
ter sido por conta da quantidade das amostras que foi reduzida. Pois na segunda replicada o
inibidor foi 35 u/l para 17,5 u/l como também o Tampao, e a cubeta de 3,35 u/l, (Grafico 3).

Foi identificado que uma * amostragem otimizada” ndo ¢ obtida tendo-se como base
apenas o juizo de valor e a experiéncia pratica do coletador, mas sim quanto maior a precisao
requerida, maior o custo envolvido. Alguns erros de amostragem e de analise existem em algum
momento, devendo ser balanceados entre si em relacdo ao valor intrinseco do material,
principalmente em relagdo ao custo proveniente da conseqiiéncia dos erros. A alteragdo de uma
amostra ou caracteristica a ser analisada, por exemplo, quando o parametro de interesse ¢ a
umidade, ¢ o coletor deixa a amostra exposta a uma fonte de calor ou de umidade, pode

influenciar no resultado final (GOES ; LUZ ; POSSA,2004).

Grafico 2.Inclinagdo do controle, inibidor, ¢ 0 KD
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Fonte: Proprio Autor

Nessa primeira amostra o grafico mantem-se a atividade enzimadtica aparte do tempo
de ap6s os 6 minutos, quando chegou em 10 minutos houve uma inibicao consideravelmente
da atividade da DPP-VI, pois obteve um resultado parcial de 64,8% e resultado final com uma

inibi¢ao de 35%. Ja nos resultados da segunda amostrando foram preciso comparado a primeira
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amostra, pois os resultados parcial foram de 81% e resultado final com uma inibi¢do de 19%

de inibi¢ao da atividade da DPP-VI, (Grafico 4).
Grafico 3. % Da Atividade da DPP-IV.
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Essa metodologia oferece vantagens em relacdo a sintese quimica, como também a
elevada estéreo; auséncia de racemizacdo e de outras reacdes secundarias tipicas da sintese
quimica; protecdo parcial dos substratos; tolerancia a presenga de 4gua nos meios reacionais;
possibilidade de emprego de reatores para a producdo em larga escala e menor custo. Por outro
lado, o fato de ndo existir uma enzima universal faz com que a metodologia ndo seja geral ou
aplicavel a qualquer sequéncia peptidica (MACHADO et al., 2004).

Pois a formagdo de uma ligacdo peptidica catalisada por uma enzima baseia-se em
simples inversdao da reacdo de hidrolise, amindlise de amidas (também chamada de
transpeptidagdo) e amindlise de ésteres. Sendo que a inversdo da hidrdlise e a amindlise de
amidas sdo reversiveis e, portanto, sdo termodinamicamente controladas. A aminoélise de ésteres
¢ irreversivel, podendo assim ser considerada cineticamente controlada (SOUZA, 2017).

No estudo in vitro os gratficos demonstra a atividade enzimatica aparte do tempo de
apods os 6 minutos, quando chegou em 10 minutos houve uma inibi¢ao consideravelmente da
atividade da DPP-VI. Nos resultados da primeira amostra foram preciso, pois foram bem

proximos do valor minimo do controle.

Dessa forma com os estudos in silico houve a ligagdo do peptideo KD com a enzima DPP-1V,

com isso as analises in vitro obteve uma inibigdosignificativa da DPP-IV com a adig¢@o do peptideo. A
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partir desses resultados positivos, pode-se haver mais estudos para a comprovacao de 100% da

inibi¢do da atividade da DPP-IV.

Tendo tornado-se o estudo da bioinformatica e quimio-informatica cada vez mais
necessarias para a exploragao do potencial farmacoldgico das substancias, através da sele¢ao
de alvos de ancoragem,como exemplo, para identificar relagdes entre as ac¢des reveladas nos
alvos e os efeitos terapéuticos . Os modelos in silico sdo utilizados como um procedimento de
triagem (screening), identificando o efeito de um farmaco estimulo em células,tecidos,
norteando a investigagdao experimental e os estudos clinicos, no entanto sao dados teoricos até
serem validados. Os modelos in silico sdo uteis, mas ndo possuem as caracteristicas biofisicas

humanas (DIAS, 2014).

5 CONCLUSAO

Conclui-se, que daanalisein silico, com o uso de todas essas ferramentas, foi possivel
destacar os resultados bastantes relevantes. Com todos esses resultados da interagao do peptideo
KD extraido do feijao caupi, com o sitio ativo da DPP-IV, mostra que hé grande possibilidade
de inibi¢do da proteina DPP-IV através do peptideo KD. Possibilitando o GLP-1 aumentar a
insulino-secre¢do, melhorando o controle da glicemia em pacientes com diabetes mellitus tipo
2. E através da analisein vitro, foi possivel observar a inibi¢do da atividade do peptideo KD
apds um determinado tempo, tento em vista esses resultados positivos, deve-se realizar mais
testes in vitro para que se posso desenvolver os peptideos sintéticos em sequéncias corretas.
Esse fatore essencial para aobtencdo de resultados confidveis na avaliagdo em ensaios de
pesquisa. Além disso, emambito clinico, a pureza do farmaco ou um suplemento ¢ um quesito

obrigatorio, exigido por unidadesreguladoras competentes.
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