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INTRODUGCAO

Metformina é o agente hipoglicemiante oral mais amplamente
usado, uma vez que é um agente de primeira linha no tratamento
da Diabetes Mellitus Tipo 2. Dentre os efeitos benéficos da
metformina, podemos destacar: alteracdo no metabolismo de
carboidratos, diminuicdo do peso corporal e protecao vascular
(JEETENDRA AND TUSHAR, 2016). Além dos efeitos benéficos,
podem ser observados efeitos adversos devido ao uso prolongado
desse agente terapéutico, dentre os quais, o risco de anemia
megaloblastica e neuropatia periférica estdo em evidéncia. Estes
efeitos estdo associados a significativa reducao plasmatica de
vitamina Biz (também conhecida como cianocobalamina), em
virtude da participacdo deste micronutriente na formacao dos
eritrocitos e na fisiologia das células nervosas (PAWLAK, 2017).

A deficiéncia nutricional de vitamina B12 causada pela metformina
caracteriza uma tipica interacdo farmaco-nutriente, geralmente
descrita como uma interacao resultante da relacao fisica, quimica,
fisioldgica, patologica ou fisiopatoldgica entre um farmaco e um
nutriente ou estado nutricional (BOULLATA et al, 2012). Como
consequéncia clinica, observam-se alteracdes na absorcao,
distribuicdo e eliminacdo de um farmaco ou nutriente, por meio de
alteragoes em transportadores fisiologicos ou enzimas responsaveis
pela metabolizacao (BOULLATA AND ARMENTI, 2017), tal como é
observado entre o uso de metformina e os niveis plasmaticos de
vitamina B12.

As interacdes farmaco-nutriente representam uma tematica de
interesse global (LEAL AND SILVA JUNIOR, 2018). No entanto,
muitas interagoes ainda nao estao precisamente esclarecidas,
como é o caso da interacdo farmaco-nutriente envolvendo a
metformina e a vitamina B1. Isso torna nitida a necessidade de
métodos cada vez mais sofisticados para desmistificar essas
interagoes.

Como descrito anteriormente, ainda nao se sabe com precisao, o
mecanismo pelo qual a metformina causa deficiéncia plasmatica de
vitamina B2, no entanto, acredita-se que hd uma reducdo na
absorcao  intestinal e  consequentemente reducao na
biodisponibilidade desse nutriente (JEETENDRA AND TUSHAR,
2016). Tendo em vista que uma das principais proteinas que
participam do processo de absorcao intestinal de vitamina B12 é o
fator intrinseco humano (IF), e a metformina interfere na absorcao
desse nutriente, o presente trabalho tem como objetivo
caracterizar, por meio de docking molecular, as interacoes
moleculares entre a metformina e o IF.

MATERIAIS E METODOS
A estrutura do fator intrinseco humano complexado com a Vitamina
B2 foi obtido no Protein Data Bank (PDB), sob codigo 2pmv.
Coordenadas atomicas apenas do mondmero protéico (cadeia A)

foram salvas utilizando o software VMD (visual molecular dynamics)
(HUMPHREY et al, 1996). A molécula da metformina foi obtida no
banco de dados de substancias quimicas ChemSpider (Royal Society
of Chemistry-RSC) e sua estrutura 3D foi construida utilizando o
software Avogadro. O centro do GRID (7,9 x 38,3 x 20,2) foi
definido como sendo o cobalto da Vitamina Bi, contida no arquivo
2pmv.pdb. A dimensao do GRID (10 X 10 X 10) foi definida visando
cobrir todo o espaco do sitio de interacdo do fator intrinseco com a
Vitamina Biz.

Foram utilizados os parametros padrées de docking da plataforma
online do DockThor, empregando um algoritmo genético com o
numero maximo de 1.000.000 avaliagées, com um tamanho de
populacdo de 1000 e um total de 30 rodadas. Para a analise do
resultado, foi utilizado um RMSD (Root mean square deviation) de 2
A separando os conférmeros em funcdo da energia de interacao
ligante-proteina.

Para as analises, foi utilizado o software Discovery Studio
Visualizer, uma ferramenta capaz de avaliar os tipos de ligacées
envolvidas na interacdo macromolécula-ligante.

Para as analises de potencial eletrostatico foi utilizado o software
APBS-PDB2PQR, que resolve a equacao linearizada de Poisson-
Boltzmann (DOLINSKY et al, 2007)

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Docking Molecular é um dos métodos mais utilizados para o
estudo da interacdo entre uma Proteina e uma pequena molécula
em nivel atomico, possibilitando a caracterizacdo do
comportamento dos ligantes (pequena molécula) no local de
ligacao dos receptores alvo (proteina). Por meio dessa abordagem,
sao geradas informacoes que auxiliam na elucidacao de processos
bioldgicos (McCONKEY et al, 2002), como a possivel interacdo
farmaco-nutriente envolvendo a metformina e a vitamiona B12.
Dentre os conformeros (isomeros estruturais) resultantes do
docking, o trés melhores ranqueados estdo caracterizados na
tabela de acordo com as energias de interacao com IF.

Tabela 1. Ranking das posicdes de maior energia de interacdo resultantes do docking.

Score Rodada Energia de Interacéo
(Kcal/mol)
1 20 -23.056
2 14 -20.901
3 11 -20.311

Dentre os residuos que compdem o sitio de interacdo da vitamina
B12 no IF, 9 residuos se destacam: His-73, Tyr-115, Asp 151, Asp-
153, Asp 204, Gln-252, Ser-347, Phe-370, e Leu-377. Esses residuos
realizam ligaces de hidrogénio que estabilizam a molécula da
Vitamina B12 sem seu sitio de interacdo (MATHEWS et al, 2007). Os
trés conférmeros interagem diretamente com, pelo menos, 2 dos
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residuos cima, no entanto, o conformero de melhor score
apresentou superioridade numérica de interagcdes com o IF. Desta
forma, os dados a seguir levam em consideracao o conférmero de
melhor score (rodada 20).

Os resultados do docking mostram que o conférmero de
metformina que apresentou maior energia de interacao, interage
diretamente com 3 dos residuos que formam o sitio de interacao da
vitamina B12 no IF (151, 153 e 204), por meio do mesmo tipo de
interacdo IF (ligacdes de hidrogénio). Como mostrado na figura 1,
as ligacoes de hidrogénio predominam, porém outros tipos de
interacdo estdo presentes, como interacdes de carater
eletrostatico.
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Figura 1. Representacdo em cartoon do IF com a metformina ocupando seu sitio de
interagao (A). Diagrama esquematico com as principais ligagoes envolvidas na interagao
metformina-IF (B) (Fonte: Elaborado pelo autor, software VMD).

Os resultados computacionais apontam que os residuos envolvidos
na interacdo da metformina com o IF também participam da
interacdo da Vitamina B12 com o IF, o que sugere uma possivel
competicdo da metformina com a Vitamina B12 pelo mesmo sitio
de interacao, como mostra a figura 2.
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Figura 2. Representacao em cartoon do sitio de interacao do IF na presenca de vitamina
B12 (A) e metformina (B) (Fonte: elaborada pelo autor, imagens geradas no Discovery
Studio 2017).

0 mapa de potencial eletrostatico calculado, para avaliar de forma
mais precisa as interacdes de carater eletrostatico entre a
metformina e o IF.

A figura 3 mostra que a metformina posiciona-se em uma regicao
do IF cujo potencial eletrostatico tende a negatividade. Isso
ocorre, porque a metformina adquire carga liquida positiva em pH
fisioldgico (EL MESSAOUDI et al, 2016), o que sugere a existéncia
de interacdes de carater eletrostatico entre a metformina e o IF.
Interacdes estas que contribuem ainda mais com a estabilizacao da
metformina no sitio de interacao.
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Sitio de Interagio

Figura 3. Representacdo da Metformina no sitio de interacao do IF (A). Mapa de potencial
eletrostatico do IF destacando predominancia de residuos negativamente carregados no
sitio de interacdo (B) (Fonte: elaborado pelo autor, imagens geradas no VMD (A) e APBS-
PDB2PQR online (B).

CONCLUSOES

Os achados mostram que a metformina interage com residuos que
fazem parte do sitio de interacdo da vitamina B12 no fator
intrinseco humano, por meio de mais de um tipo de ligacéo
(ligacdes de hidrogénio e atracdo eletrostatica). Isso sugere que
mecanismo pelo qual a metformina interfere na absorcao da
vitamina B12 se da, por meio da competicdo pelo mesmo sitio de
interacao da proteina transportadora da vitamina. Nesse contexto,
esses dados contribuem com o esclarecimento do mecanismo
molecular de interacdo farmaco-nutriente dos mesmos. Além disso,
métodos experimentais e estudos de dindmica molecular podem ser
Uteis de modo a avaliar a dindmica da interacdo entre a
metformina e o IF e corroborar com este estudo.
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