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RESUMO

Modelo do estudo: Trata-se de um estudo experimental in vitro com abordagem computacional. Objetivo: Ana-
lisar a existéncia de interagdo entre as drogas hidrofdbicas bezafibrato e hidroclorotiazida com a hemoglobina a
fim de prever alteragdes na biodisponibilidade das drogas, bem como na fungdo proteica. Metodologia: Testes de
interagdo in vitro entre a hemoglobina bovina e bezafibrato ou hidroclorotiazida foram realizados por espectrofo-
tometria; analises dos sitios de interagcdo e extrapolagdes para a hemoglobina humana foram feitas por técnicas
de bioinformatica. Resultados: Os testes in vitro demonstraram diminuicdo de absorbéancia (k) em 405 nm igual a
8,75 x 10* min'! para o bezafibrato e 6,25 x 10 min-"! para a hidroclorotiazida. A diminuigdo sugere interagdo das
drogas com a hemoglobina, sendo que o bezafibrato parece interagir com afinidade ligeiramente maior. As analises
in silico mostraram que as drogas se ligam a porgdo proteica da hemoglobina. A constante de afinidade de ligagdo
obtida por ancoragem molecular para o bezafibrato com a hemoglobina bovina (-8,3 kcal/mol) corrobora com o
valor experimental de k e com o maior niumero de interagdes observadas, em relagdo a hidroclorotiazida (-6,6 kcal/
mol). O mesmo padrdo é observado para a interacdao do bezafibrato (-7,6 kcal/mol) e da hidroclorotiazida (-6,7
kcal/mol) com a hemoglobina humana. Conclusao: As técnicas de espectrofotometria e bioinformatica utilizadas
sugerem a possibilidade de interagdo da hemoglobina com drogas de natureza hidrofébica, como bezafibrato e hi-
droclorotiazida, sendo que essa interagdo pode afetar a funcdo normal da hemoglobina e alterar a farmacodinamica

e farmacocinética das drogas prejudicando sua eficiéncia terapéutica.
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INTRODUCAO

Hemeproteinas, como a hemoglobina, tém
sido usadas como modelo para estudar as intera-
c¢Oes droga-proteina para a compreensao da dina-
mica da droga no organismo. Apesar de hemoglo-
binas estarem presentes nos eritrocitos, muitas
drogas terapéuticas podem atravessar as barreiras
da membrana e alcanga-las (CHAKRABORTI, 2003).

Sabe-se que a interagao entre drogas e pro-
teinas é responsavel desde a acao desejada do
suposto medicamento até os seus efeitos colaterais.
Essas interacdes, em geral, podem influenciar a dis-
tribuicdo da droga no organismo, causar sua inativa-
¢do, ndo permitindo uma concentragdo terapéutica
de droga livre para ativar um receptor, ou mesmo
retardar sua excrecdo (TONGA et al., 2011). Além
disso, a ligacdo droga-proteina pode levar a mudan-
cas tanto na estrutura secundaria como terciaria das
proteinas (DUMAN, 2013); (WANG, 2009).

A associacao de drogas com componentes do
sangue é um processo reversivel que geralmente
envolve proteinas como albumina e a glicoproteina
acida al. No entanto, componentes mais complexos
como lipoproteinas, eritrécitos ou plaquetas podem
estar envolvidos (KRATOCHOWIL et al., 2002;
KWONG et al., 1985).

Proteinas como a albumina e a hemoglobina
tém sido estudadas devido as interagdes com far-
macos utilizados na pratica clinica; € importante ter
conhecimento sobre como essas interagdes podem
afetar a funcdo primordial dessas proteinas e como
sdo afetadas a biodistribuicdo e os efeitos dos far-
macos em tecidos-alvo (DUMAN, 2013).

A hemoglobina é uma importante hemepro-
teina associada ao transporte de oxigénio, sendo
a principal proteina dos eritrécitos de vertebrados.
Cada mililitro de sangue tem aproximadamente
cinco bilhGes de eritrdcitos e cada eritrocito pos-
sui aproximadamente 280 milhGes de moléculas de
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hemoglobina (WEST, 1985). A afinidade da hemo-
globina pelo oxigénio é modulada por alguns ligan-
tes, como prétons e 2,3-Bisfosfoglicerato (BPG),
os quais reduzem a afinidade dessa proteina pelo
oxigénio, por estabilizar seu estado T. Estes efeitos
alostéricos sdo considerados naturais; entretanto,
moléculas sintéticas tém sido examinadas devido ao
seu potencial como moduladores alostéricos e pos-
sivel aplicacdo terapéutica (LALEZARI et al., 1990).

Ao se utilizar a hemoglobina como modelo de
estudo de interacdo droga-proteina, deve-se levar
em consideracao que as drogas podem se ligar a
suas diferentes subunidades, em sua porcdo globina
e/ou ao grupo heme, como ocorre com alguns anti-
malaricos (COSTA, 2007).

Diferentes disturbios na hemoglobina ou
mais especificamente no grupo heme podem alte-
rar o funcionamento ndo sé da hemoglobina como
também de outras proteinas que possuem o grupo
heme como grupo prostético, como os complexos
proteicos do citocromo P450. Isto pode acarretar
patologias especificas, por alterar a ligacdo e meta-
bolizacdo de drogas e farmacos, afetando assim os
efeitos desejados no organismo.

Deste modo, fica clara a necessidade de
determinar a existéncia de interacdes entre as dife-
rentes drogas de uso clinico com proteinas do orga-
nismo e analisar a natureza dessas interagdes. Por
se tratar de uma proteina plasmatica, além de estar
sendo extensivamente usada para pesquisas de
interacdo proteina-ligante em estudos de toxicidade
e seguranga (LIU & LIU, 2015; MALTAS & OZMEN,
2015), neste trabalho sugere-se a utilizagdo da
hemoglobina como proteina modelo para estudo
de interagdo droga-proteina, especificamente para
drogas de carater predominantemente hidrofébico.

O bezafibrato é um farmaco hipolipemiante
pertencente a classe dos fibratos e eficaz no tra-
tamento da maioria das dislipidemias primarias e
secundarias. Esta droga induz redugbes acentua-
das nos niveis de triglicérides e de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), bem como um aumento
nos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL).
Esta acdo do bezafibrato indica que ele pode ter um
papel importante no retardo de processos ateroscle-
réticos e reduzir a morbidade cardiovascular (GOA
et al., 1997).

A droga hidroclorotiazida € um diurético do
grupo das benzotiazidas utilizada no tratamento de

hipertensdo arterial sistémica, atuando no aumento
da excrecdo renal de sdédio e cloreto, a qual é
acompanhada por volume correspondente de agua
(BRUNTON, 2019). Ambas as drogas sao bastante
conhecidas e amplamente utilizadas na terapéutica,
e por apresentarem carater hidrofébico podem ser
utilizadas como modelo para estudo de interagao
droga-proteina no escopo descrito.

A analise de interagdo entre moléculas
atualmente tem sido muito facilitada por métodos
computacionais, tais como, molecular docking ou
ancoramento molecular que tem se mostrado util e
confiavel para previsdao das possiveis interagoes e
de afinidade de ligantes com macromoléculas. Os
métodos in silico vém ganhando cada vez mais des-
taque, uma vez que a determinagdao experimental
de estruturas tridimensionais complexas é bastante
complexa e onerosa (HOBANI et al., 2017).

MATERIAIS E METODOS

Analise de interagdo droga-proteina in vitro

Neste trabalho foi usada a forma holo da
hemoglobina bovina purificada (Sigma®) como uma
proteina modelo. Para os experimentos de interagao
com as drogas, a hemoglobina foi solubilizada em
PBS (Phosphate buffer saline) pH 7,4 nho momento
de uso na concentragao de 6,7 mM.

Os farmacos de uso terapéutico em humanos
que foram utilizados como modelo foram o bezafi-
brato (antilipémico) e a hidroclorotiazida (anti-hi-
pertensivo), ambos de natureza quimica primordial-
mente hidrofdbica. Os farmacos foram isolados a
partir do medicamento comercial obtido em farmacia.

Ambos os farmacos, apresentados na forma
de comprimido, foram macerados e solubilizados em
PBS com o auxilio de um agitador magnético. Em
seguida a mistura foi centrifugada a 5000 rpm para
separagao e descarte dos excipientes. A presenca do
bezafibrato e da hidroclorotiazida foi detectada pela
absorcdo em 230 nm e 273 nm, respectivamente.

Para as analises de interagdo, a hemoglobina
bovina foi incubada com bezafibrato 0,01 g/mL e
com hidroclorotiazida 0,01 g/mL, isoladamente.

A interacdo droga-proteina in vitro foi ava-
liada pela andlise da cinética de reacdo baseada na
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variacdo de absorbancia em 405 nm (Banda Soret)
por espectrofotometria, a temperatura ambiente
(25 ©°C). As concentragdes de proteina e droga
foram ajustadas para simular as proporgdes fisiol6-
gicas e terapéuticas, respectivamente.

Como controle da reagdo, a hemoglobina
bovina em PBS foi incubada nas mesmas condicoes
experimentais, entretanto na auséncia dos farmacos.

A variagdo da absorbancia esperada trata-
-se de um decréscimo (k), que foi calculado por
meio da equacdo k = In[(hemoglobina)t/(hemo-
globina)0]. Os dados foram coletados a cada 2
min durante 40 min. As reacles de cinética foram
realizadas em triplicada e submetidas a analise
estatistica pelo software Rstudio®. Quando obser-
vada uma reducdo da absorgao de luz durante a
reagdo de cinética enzimatica foi aplicado o teste
de Wilcoxon-Mann-Whitney, comparando os resul-
tados obtidos nos primeiros 10 min com os dados
coletados entre os minutos 30 e 40, ajustados para
a variagdo do controle.

Analise de interagdo droga-proteina in silico

As sequéncias primarias da hemoglobina
bovina e da hemoglobina humana foram alinhadas
pelo software ClustalX (THOMPSON et al., 1994).
A ferramenta de alinhamento on-line da EMBL-EBI
também foi utilizada para avaliar a similaridade das
sequéncias estudadas (EMBL-EBI, 2020).

A hemoglobina bovina e a hemoglobina
humana possuem estrutura tridimensional resolvida
por cristalografia e difracdo de raios-X deposita-
das no Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.
org/pdb/home/home.do). Para as analises in silico
foram utilizadas as estruturas 2QSS (Hb bovina) e
2H35 (Hb humana). As estruturas quimicas tridi-
mensionais do bezafibrato e da hidroclorotiazida
utilizadas para o molecular docking foram obtidas
no ZINC12, um banco de dados virtual de estrutu-
ras quimicas (http://zinc.docking.org).

O docking foi realizado usando as ferramen-
tas do AutoDock Tools (http://autodock.scripps.
edu/) acoplado ao software Vina (http://vina.scri-
pps.edu/). As analises de residuos de aminoacidos
envolvidos nas interacGes droga-proteina e envolvi-
dos no posicionamento do grupo heme apéds a anco-
ragem foram feitas usando o software PyMol.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Analises in vitro

A espectroscopia de absorgao UV-vis permite
explorar alteracGes estruturais em uma proteina e
investigar a formacdo dos complexos proteina-li-
gante. Assim, a espectroscopia € bastante utilizada
por ser uma técnica simples e Util para mensurar
modificagdes estruturais em proteinas (NIENHAUS
et al., 2005).

No caso da hemoglobina, os espectros de
absorcdo do grupo heme sdao muito sensiveis, o que
torna a técnica adequada para investigar a intera-
cdo droga-proteina. A hemoglobina em seu estado
ferroso é caracterizada pela banda de Soret, a 405-
407 nm (MESSORI et al., 2006). Os testes in vitro
mostraram diminuicdo da absorcado de luz a 405 nm
para os dois farmacos analisados (p=0,045 para
bezafibrato e p=0,022 para hidroclorotiazida), con-
forme demonstrado pelas Figuras 1 e 2.

A variagdo da absorbéancia calculada resultou em
k=8,75 x 10* min- para o bezafibrato e k=6,25 x 10+
min para a hidroclorotiazida. De acordo com esses
valores, o bezafibrato parece interagir com uma afi-
nidade ligeiramente maior com a hemoglobina bovina
quando comparada a hidroclorotiazida. Segundo
Sugihara et al. (1985), a presenca de bezafibrato reduz
a afinidade do oxigénio dos eritrdcitos, pois ele se liga
a diferentes sitios de ligacdo do 2,3-bifosfoglicerato,
um regulador alostérico da afinidade da hemoglobina.
Segundo esses resultados, podemos inferir que ocor-
reu uma interacdo entre os medicamentos testados e
a hemoglobina, modificando a estrutura do esqueleto
da hemoglobina bovina (HU et al., 2004).

A diminuicdo no valor de absorbancia a
405nm indica que houve alteragdao no posiciona-
mento do grupo heme, possivelmente em virtude
da interagdo da hemoglobina com a droga. Apenas
com as analises espectrofotométricas ndo é possi-
vel determinar se a droga se ligou diretamente ao
grupo heme ou a algum residuo de aminoacido pro-
Ximo, e assim a mudanca em seu posicionamento
foi transferida ao grupo prostético. Portanto, foram
utilizadas técnicas de docagem molecular para ava-
liar a interagdo do ligante com a proteina-alvo.

A interacdo do bezafibrato ou da hidrocloro-
tiazida com a hemoglobina pode interferir tanto na
efetividade das drogas, quanto na funcionalidade da
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proteina. Do ponto de vista farmacoldgico, a ligacdo
das drogas a hemoglobina causa um sequestro des-
tas, diminuindo a fracdo disponivel para ligacdo ao
alvo. As concentracGes plasmaticas dessas drogas,
necessarias para que elas exercam seu papel tera-
péutico no organismo, tornam-se insuficientes, com-
prometendo o tratamento do paciente (MESSORI et
al., 2006).
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Figura 1: Cinética de reagdo da interagdo entre a
hemoglobina bovina e bezafibrato.
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Figura 2: Cinética de reagao da interagéo entre a
hemoglobina bovina e hidroclorotiazida.

Caracteristicas fisioldgicas, como taxa de fil-
tracao glomerular, concentracdo de hemoglobina e
hematdcrito, entre outros, podem variar de individuo
para individuo desencadeando variagdes também na
concentracao efetiva da droga. Em relacdo ao bezafi-
brato, sua ineficiéncia terapéutica pode acarretar, em
longo prazo, problemas relacionados a alta de trigli-
cérides e de LDL, como patologias cardiovasculares e
hipertensdo. A ineficacia da acdo da hidroclorotiazida
pode ter consequéncias graves em curto espaco de

tempo; por se tratar de um diurético utilizado para
o controle de hipertensdo, o ajuste da pressdo arte-
rial sistémica ficara prejudicada. Logo, ocorrera uma
sobrecarga dos sistemas organicos, como o cardio-
vascular, podendo culminar em acidentes vasculares
graves como o acidente vascular encefalico (AVE).

Devido a interacdao com as drogas, a hemo-
globina pode ter sua funcionalidade comprome-
tida, bem como os eventos ligados a ela. As trocas
gasosas ficardo comprometidas, logo, a oxigenacao
dos tecidos sera deficiente. Isso serd refletido em
uma baixa producdo energética celular e reducdo
de desempenho fisioldgico, culminando em morte
celular e dano tecidual.

A ligacdo da hemoglobina ao bezafibrato
induz mudangas estereoquimicas pequenas, mas
significativas em torno do grupo heme. Apds a liga-
¢ao do bezafibrato ocorre um encurtamento signifi-
cativo da distancia entre o 4tomo de ferro do grupo
heme e um atomo de nitrogénio do residuo de
histina distal (His E7) da parte proteica da hemo-
globina (SHIBAYAMA et al., 2002). Esta alteracao
no posicionamento do grupo heme possivelmente
causa alteracdo na capacidade de ligacdo ao oxigé-
nio molecular, a qual foi indiretamente observada
pelo decaimento da absorgdo da banda Soret.

Analises in silico
Analise de sequéncia e alinhamento

A hemoglobina bovina mostra pouca diferenga
estrutural e funcional em comparagdo a hemoglo-
bina humana (SAFO et al., 2001). Sendo assim, a
hemoglobina bovina e a humana foram analisadas
por ferramentas de bioinformatica para obter dados
de similaridade entre elas.

A analise da composicdo de aminoacidos
mostrou que as cadeias alfa e beta das duas hemo-
globinas tém um contetdo semelhante. As cadeias
alfa tém o mesmo numero de residuos (141) e na
cadeia beta da hemoglobina humana ha um residuo
a mais (146) do que a hemoglobina bovina (145).

O alinhamento das sequéncias primarias das
hemoglobinas mostrou que a posicdo dos aminoa-
cidos é conservada (Figuras 3 e 4). As cadeias alfa
mostraram 92,2% de similaridade de sequéncia e
as cadeias beta apresentaram 90,4%.
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Nas cadeias alfa, 17 residuos sdo diferentes.
Entre estes 17 residuos, 12 foram substituidos por
outros residuos com cadeia lateral semelhante
(em carga ou em tamanho). Os cinco restantes
tém cadeias laterais completamente diferentes
em tamanho ou carga. Na posicdo oito da sequén-
cia primaria das cadeias alfa pode ser observada

Assis BLM, Groto AD, Mota VHS, Peiter GC, Teixeira KN

uma substituicdo Gly/Thr (2QSS/2H35); uma
substituicdo Ala/Lys (2QSS/2H35) na posicao
60, Ala/Asp (2QSS/2H35) na posicdo 64, Glu/Ala
(2QSS/2H35) nas posigdes 71 e 82. Em suma,
houve substituicdo de residuos de aminoacidos
ndo carregados por carregados ou hidrofébicos
por hidrofilicos.

Figura 3: Alinhamento das cadeias alfa. 2QSS (Hb bovina), 2H35 (Hb humana). Um e dois pontos mostram as substituicdes
semelhantes; Substituicdes ndo semelhantes ndo sdo marcadas. * = Sem substituigdes.

Figura 4: Alinhamento das cadeias beta. 2QSS (Hb bovina), 2H35 (Hb humana). Um e dois pontos mostram as substituicdes
semelhantes; Substituicdes ndo semelhantes ndo sdo marcadas. * = Sem substituigdes.

Nas cadeias betas ha 24 residuos diferentes,
dos quais 18 sdo substituicdes semelhantes (em
carga e tamanho). Ndo ocorre alinhamento no pri-
meiro aminoacido, pois ocorre um gap na hemo-
globina bovina ao parear com a Val 1 da hemo-
globina humana, entdo o primeiro aminoacido da
hemoglobina bovina se alinha ao segundo da hemo-
globina humana e assim por diante. As demais
substituicdes sao Metl/His2 (2QSS/2H35), Lys75/
Ala76 (2QSS/2H35), Vall11/Cys112 (2QSS/2H35),
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Val124/Pro125 (2QSS/2H35) e Aspl128/Alal29
(2QSS/2H35).

Essas mudangas sdo significativas e podem
conferir diferentes pontos isoelétricos para as
hemoglobinas e causar mudancgas na estrutura tridi-
mensional. No entanto, a andlise do posicionamento
dos residuos alterados na estrutura tridimensional
mostrou que eles ndo estdao préximos do grupo
heme, assim tais residuos ndo interferem significa-
tivamente na posicao deste grupo (Figuras 5 e 6).



Estudo de interagdo droga-proteina utilizando a hemoglobina

Figura 5: Posigao das substituicdes dos residuos de aminoacidos mais significativas na cadeia alfa da hemoglobina humana
(A) e bovina (B). Residuos de aminoacidos diferentes estdo em evidéncia; seu nome e sua posi¢do na sequéncia primaria sdo

mostrados.

Figura 6: Posigéo das substituicdes dos residuos de aminoacidos mais significativas na cadeia beta da hemoglobina humana
(A) e bovina (B). Residuos de aminoacidos diferentes estdo em evidéncia; seu nome e sua posi¢do na sequéncia primaria sao

mostrados.

Docagem Molecular (molecular docking)

A docagem molecular foi utilizada para analisar,
em nivel molecular, o local de interagdo dos farmacos
hidroclorotiazida e bezafibrato com as hemoglobinas
humana (2H35) e bovina (2QSS). A simulagdo se faz
necessaria para entender melhor a dindmica da inte-
racao entre proteina-ligante (MENG et al., 1992).

Nas docagens realizadas com a hemoglobina
humana foi demonstrado que o bezafibrato e a hidro-
clorotiazida ndo interagem diretamente com o grupo
heme, e sim com a parte proteica da hemoglobina.

O bezafibrato apresentou interagdes polares
com comprimento de 2,4 A com o residuo Thr38 da

cadeia al (cadeia A), 2,4 A com o residuo Lys132
da cadeia B1 (cadeia B) e 2,1 A com a His97 da
cadeia B2 (cadeia D) (Figura 7). A hidroclorotia-
zida fez interacBes de 2,1 A com o residuo Thr38
da cadeia a2 (cadeia C) e 2,3 A com a Arg104 da
cadeia B2 (cadeia D) (Figura 8).

A afinidade de interagao, calculada em kcal/
mol pelo AutoDock Vina, foi de -7,6 kcal/mol para o
complexo formado pela hemoglobina humana com
bezafibrato e -6,7 kcal/mol para a hemoglobina
humana com hidroclorotiazida.

Enquanto o bezafibrato manteve duas inte-
racdes polares de 2,1 & e 2,5 A com o aminoacido
Arg39 da cadeia B1 (cadeia B), uma de 3,5 & com o
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aminoéacido Tyr42 e outra de 2,2 A com o aminoacido
Arg92 da cadeia a2 (cadeia C) (Figura 9), a hidro-
clorotiazida manteve uma interagao polar de 3,4 A
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com o residuo Ser138 da cadeia al (cadeia A), uma
interacdo de 3,4 A com o Asp126 e outra interacdo de
3,5 R com a Asn131, ambos da cadeia a2 (cadeia C).

Figura 7: Interagbes polares do bezafibrato (sticks) com a hemoglobina humana (/ines), representadas por linhas tracejadas
amarelas, com os residuos Thr38 (a1), Lys132 (81) e His97 (B2) da hemoglobina humana. Bz: bezafibrato.

Figura 8: Interagdes polares da hidroclorotiazida (sticks) com a hemoglobina humana (lines), representadas por linhas
tracejadas amarelas, com os aminoacidos Thr38 (a2) e Arg104 (32) da hemoglobina humana. Hyd: hidroclorotiazida.

A afinidade da ligacao foi de -8,3 kcal/mol
para o complexo formado entre hemoglobina bovina
e bezafibrato, e -6,6 kcal/mol para hemoglobina
bovina e hidroclorotiazida. O fato de o bezafibrato
realizar quatro ligagdes polares com hemoglobina
bovina (Figura 9) indica o motivo da maior afinidade
de interagdo (mostrado pelo valor de k e pela afini-
dade em kcal/mol) quando comparada a da hidroclo-
rotiazida. O mesmo é observado para os complexos
formados com bezafibrato e hidroclorotiazida ligados
a hemoglobina humana, uma vez que apresentam
trés e duas interacdes polares, respectivamente.
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O fato de o bezafibrato interagir mais
fortemente com a hemoglobina, quando
comparado a hidroclorotiazida, sugere que a acdo
desta ultima seria mais afetada. Tal fato possi-
bilita também extrapolar uma hipdtese de inte-
racao medicamentosa. Ao serem administradas
de forma conjunta, por afinidade o bezafibrato
consegue se ligar a hemoglobina em detrimento
da hidroclorotiazida. Logo, a funcionalidade
terapéutica do bezafibrato sera comprometida,
enquanto a da hidroclorotiazida tera melhor
desempenho.
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Figura 9: Interagdes polares do bezafibrato (sticks) com a hemoglobina bovina (lines), representadas por linhas tracejadas
amarelas, com os aminoacidos Arg39(B1), Tyr42 (a2) e Arg92 (a2) da hemoglobina bovina. Bz: bezafibrato.

Figura 10: Interagbes polares da hidroclorotiazida (sticks) com a hemoglobina bovina (lines), representadas por linhas tracejadas
amarelas, com os aminoacidos Ser138 (a1), Asp126 (02) e Asn131 (a2) da hemoglobina bovina. Hyd: hidroclorotiazida.

RMSD

Em bioinformatica, o desvio da raiz quadrada
média (RMSD) de posicGes atomicas é util na valida-
¢ao da docagem molecular e representa a medida da
distéancia média entre os atomos de proteinas sobre-
postas; O RMSD é calculado em relagdo ao melhor
conformero obtido na docagem e usam apenas atomos
pesados modveis. Como resultado da docagem, obte-
mos duas variantes métricas de RMSD: rmsd/Ib (limite
inferior do RMSD) e rmsd/ub (limite superior RMSD),
as quais diferem pela forma como os atomos sdo cor-
respondidos no calculo da distancia. Enquanto no rmsd/
ub cada atomo é combinado em uma conformagdo com
ele proprio na outra conformacdo, ignorando qualquer
simetria, no rmsd/Ib cada atomo é combinado em uma
conformagdo com o mais proximo atomo do mesmo
tipo de elemento na outra conformacdo (TROTT et al.,
2010), sendo que no presente as docagens realizadas
apresentaram o valor zero para ambas as métricas.

CONCLUSAO

No presente estudo, as técnicas de espec-
troscopia e ancoragem molecular foram utilizadas
para elucidar a natureza das interagdes entre os far-
macos bezafibrato e hidroclorotiazida com a hemo-
globina bovina e humana. Verificou-se por meio
do decréscimo na absorbancia na banda Soret que
estas drogas interagem com a hemoglobina bovina
in vitro, e devido a similaridade de sequéncia entre
ambas as proteinas, possivelmente essa intera-
cdo deve ocorrer com a hemoglobina humana. As
analises de ancoragem molecular mostraram que
possivelmente a hemoglobina é capaz de se ligar a
essas drogas terapéuticas no organismo vivo, por
meio de sua parte proteica. Os resultados suge-
rem que o bezafibrato se liga mais fortemente a
hemoglobina humana e bovina, quando comparado

https://www.revistas.usp.br/rmrp



a hidroclorotiazida. Os resultados in silico corrobo-
ram os resultados in vitro, e a inferéncia de maior
afinidade do bezafibrato pode ser explicada pelo
maior nimero de interagGes quimicas observadas
em relagdo a hidroclorotiazida. Sugere-se, portanto
que a funcdao normal da hemoglobina pode ser
modificada uma vez que a interacdo com os farma-
cos pode mudar sua conformacdo; isso pode alte-
rar o microambiente do bolsdao do heme, afetando,
assim, o estado de oxidacdo do atomo central de
ferro, interferindo na interagdo com o oxigénio
molecular. Além disso, ao se ligar a hemoglobina
a fracdo livre do farmaco é alterada, e consequen-
temente sua posologia e eficiéncia terapéutica.
Considerando-se os farmacos analisados é possivel
sugerir que a acao do bezafibrato seria mais afetada
em relacdo a hidroclorotiazida; entretanto, isolada-
mente ambas teriam alteracao de funcionalidade
que seriam observadas clinicamente como dificulda-
des no controle do perfil lipoproteico e no controle
da hipertensao, respectivamente.
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