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Resumo

Este artigo explora as proteinas G, uma familia crucial de proteinas transmembranares que
desempenham um papel vital na transmissdo de sinais intracelulares, especialmente no sistema
nervoso central humano. Age como mediadoras entre neurotransmissores e respostas celulares,
modulando processos fisioldgicos essenciais, incluindo a transmisséo sinaptica e a excitabilidade
neuronal. Também sdo discutidos os perigos da desomorfina, conhecido como " krokodil ", um
poderoso derivado de opioides em relacdo a morfina. Seu uso estd associado a danos teciduais
graves, infeccdes e necroses especificas, o que lhe conferiu o apelido de "droga dos zumbis". Uma
abordagem hipotética chamada "droga dos zumbis, K9" é apresentada, entretanto atenuar seus
efeitos contraditorios ao antagonizar seletivamente os receptores opioides especificos ligados a
desomorfina. E enfatizada a necessidade de investigacdes aprofundadas, ensaios clinicos rigorosos
e estudos pré-clinicos para desenvolver alternativas seguras a desomorfina, considerando a
interacdo com as proteinas G e outros componentes do sistema nervoso central. Este trabalho busca
contribuir para uma melhor compreensédo dessa droga altamente prejudicial e oferecer perspectivas
para 0 desenvolvimento de intervencdes terapéuticas mais seguras e eficazes, destacando a

importancia da seguranca e eficacia na busca de solucGes para os desafios por essa substancia.
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1. INTRODUCAO

O termo "droga" tem sua origem no idioma holandé€s, onde " droog " significa folha seca,
referindo-se a matéria-prima composta por folhas de vegetais utilizadas em diversas formula¢des
de medicamentos (Schulz et al., 2004). Substancias comuns como entorpecentes e psicotropicos
sdo aquelas capazes de causar dependéncia fisica ou psiquica, atuando diretamente no sistema
nervoso central (Preuss et al., 2023). No contexto brasileiro, o termo "droga" ¢ utilizado para
descrever qualquer substancia capaz de modificar a fun¢do dos organismos vivos, resultando em
mudangas comportamentais (Krawczyk et al., 2015). Este termo pode ser associado também a
entorpecentes, devido ao seu potencial de alteragdo significativa no comportamento e na saude
mental dos individuos (Balbino, 2014).

Entre as varias drogas, uma em particular, a droga denominada K9, destaca-se por ser uma
substancia sintética recente que imita os efeitos da maconha, sendo muito mais potente devido a
mistura de outras substancias, como cocaina, heroina, fentanil e desomorfina (Townsend et al.,
2021) (Figura la-1c).

(a) (b) (c) (d)

Figura 1. Estrutura quimica de: (a) cocaina; (b) heroina, (c) fentanil e (d) desomorfina.

Seus efeitos colaterais sdo extremamente altos e se manifestam rapidamente, podendo levar
a dependéncia quimica e causar danos ao cérebro. Maconha ¢ o nome dado no Brasil a uma espécie
vegetal chamada Cannabis sativa, como mostra a Figura 2? (
https://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/geral/ExibeFiguraF STUC/ExibeFiguraFSIUC.do?idFigura
=227047383 ) (exsicata# FURB53209, com registro de coleta em 04/07/2017). Essa planta contém
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uma substancia psicoativa chamada delta-9-tetraidrocanabinol (Figura 2b), e contém
aproximadamente 400 substancias quimicas, das quais pelo menos 60 sao alcaloides conhecidos

como canabinoides (OLIVEIRA, 2019).

Figura 2. (a) Espécie Canabis sativa; (b) Estrutura do THC.
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Além da maconha natural, os canabinoides sintéticos ganham popularidade. Sdo também
conhecidas popularmente como drogas K (K2, K4, K9) e representam o0 mais recente avanco das
drogas sintéticas (Mills et al., 2015; Walsh & Andersen, 2020). Os canabindides sintéticos tém
uma camada de ligacdo com os receptores CB1 e CB2 presentes no corpo humano, principalmente
no cérebro, e seus efeitos adversos sao resultantes da ativacdo maxima desses receptores (Palladini,
2023).

Esses receptores canabinoides tém um papel crucial no corpo humano e sédo acoplados a
proteina G, habilitados na detec¢éo de sinais extracelulares (Zou & Kumar, 2018). O receptor CB1
€ 0 mais abundante acoplamento a proteina G, encontrado no sistema nervoso central (Silva &
Moura, 2022). Os testes farmacodindmicos de compostos encontrados em algumas misturas de K9
detalham o receptor canabinoide CB1 em variedades de grandeza, superiores a hierarquia do A9-
THC encontrado no cultivo natural da Cannabis sativa (Cardoso, 2023; Lima et al., 2021).

Para compreender a agdo do K9, ¢ essencial entender o papel das proteinas G. As proteinas G

sdo uma familia de proteinas transmembranares que desempenham um papel crucial na



transmissdo de sinais intracelulares em diversas células, incluindo o sistema nervoso central
humano (Rehman et al., 2023). Elas atuam como mediadoras entre os neurotransmissores € as
respostas celulares (Hodo et al., 2020), facilitando processos fisioldgicos essenciais, como a
transmissdo sindptica, modulacdo da excitabilidade neuronal e regulagdo do desenvolvimento e
plasticidade neuronal (Schi6th & Fredriksson, 2005). No entanto, seu uso estd associado a efeitos
adversos graves, como danos teciduais graves, infeccdo grave e, em alguns casos, necrose
localizada na pele, conferindo-lhe o apelido de "droga dos zumbis" (Liu et al., 2018; Young e
outros, 2012).

Os efeitos adversos clinicos relatados sobre o uso da droga K9 sdo variados. No sistema
nervoso central, destacam-se convulsdes, recuperacdo, irritabilidade, perda de consciéncia,
ansiedade, confusdo e parandia (Kennedy & Lhatoo, 2008). No sistema cardiovascular, foram
observados casos de taquicardia, hipertensdo, dor no peito e isquemia cardiaca (Kim & Park,
2019). No sistema metabolico, o uso da droga pode causar hipocalcemia e hiperglicemia (Reber et
al., 2019). No sistema gastrointestinal, pode provocar nausea e vémito (Zhong et al., 2021). Além
disso, no sistema nervoso independente, ha possibilidade de febre e midriase (Alves et al., 2012;
Kennedy & Lhatoo, 2008). Os alvos importantes na detec¢do dessa droga no organismo fazem
parte da proteina G.

Estruturalmente, o principal componente da droga K9 é o alcaloide desomorfina (Figura 3) que
¢ um derivado de opioides, também conhecido como “ krokodil ” (van Kempen et al., 2020). Sua
sintese tem como material de partida a morfina, que € convertida na codeina, onde 0 grupo
hidroxila no carbono 6 e a ligacdo dupla entre os carbonos 7 e 8 passam a ser reduzidos. Esses
dados foram obtidos a partir de uma patente de 1934 nos EUA (Small, 1934). Ja a propriedade
tradicional da desomorfina inicia-se a partir da a- clorocodina, obtida pela consequéncia entre
cloreto de tionila e codeina. Por meio de uma evidéncia de oxirreduc¢do, a a- clorocodina é
convertida em diidrodesoxicodeina, que, ao sofrer uma metilacdo, resulta na desomorfina, como
mostra 0 esquema 1 (MURPHY; BECHMANN; BARRETT, 2023; SRIMURUGAN et al., 2012).
Embora tenha alguma camada pelos receptores opioides no sistema nervoso central, seu
mecanismo de acdo é complexo e ainda ndo é completamente compreendido. Sabe-se que a
desomorfina pode depender das proteinas G, ja que os receptores opioides estdo ligados a essa
classe de proteinas (PASTERNAK; PAN, 2013).



Esquema 1. Sintese da desomorfina a partir da codeina.
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Dada a gravidade dos efeitos das drogas como K9 por um dos seus principios ativos, a
desomorfina, €é crucial desenvolver novos medicamentos.Visando assim, antagonizar
seletivamente os receptores opioides especificos envolvidos na ligagdo da desomorfina, e dessa
forma, minimizando assim seus efeitos adversos (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012).

O desenvolvimento de novos medicamentos exige uma investigacao rigorosa e aprofundada
sobre a interacdo das substancias com as proteinas G e outros componentes do sistema nervoso
central. Ensaios clinicos rigorosos e estudos pré-clinicos sdo fundamentais para avaliar a eficacia
e seguranca de qualquer nova droga, incluindo aqueles que podem ser desenvolvidos como
alternativas a desomorfina.

Os estudos in silico sdo uma ferramenta promissora nesse contexto e podem ser realizados via
simulacdo computacional com referéncia ao experimento bioldgico, a fim de medir a forca de
ligacdo e comparar a semelhanca da molécula que apresentou maior superficie com os farmacos
ja conhecidos e utilizados. O principio deste modelo de estudo é que compostos com estruturas
semelhantes devem se comportar de forma semelhante (Alves et al., 2023).

Esses estudos computacionais estdo cada vez mais avancados. Além de estar se tornando cada
vez mais uma alternativa para auxiliar no estudo de novas drogas, utilizando softwares para
simulacéo, entre eles o docking molecular (MENG et al., 2012). Esta técnica utiliza a estrutura em
3D de duas moléculas (ligante e alvo) para prever a melhor posicdo e conformacdo do complexo
mais estavel (AGU et al., 2023).



O presente trabalho teve como o objetivo Verificar os possiveis mecanismos de acao dessa droga
K9, fazer investigacdo de estudos in silico para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas
eficazes, explorar a proteina G para encontrar alternativas mais seguras de tratamento para pessoas

afetadas por essa droga.

2. METODOLOGIA
2.1 Detalhes Computacionais

Todas as simulagdes foram realizadas usando codigos livres para uso académico em um
sistema operacional de 64 bits. Os seguintes cddigos foram usados: AutoDock Tools™ (HUEY;
MORRIS; FORLI, 2012), AutoDockVina ™ (TROTT; OLSON, 2010b), Avogadro™ (
http://avogadro.cc/ ) (HANWELL et al., 2012), Discovery studio visualizer™ viewer (BIOVIA,
2016), Marvin™ 19.8, 2020 (http://www.chemaxon.com) (CSIZMADIA, 2019), Pymol (De Lano,
2020) e UCSF Chimera™ (PETTERSEN et al., 2004).

2.2 Preparacio e otimizacio de ligantes
Os ligantes utilizados na simulacdo foram obtidos pelo repositorio de moléculas

PubChem ( https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ ). As estruturas obtidas em 3D foram submetidas

posteriormente a configuragdes de auto-otimizacgdo foi aplicado o campo de forga MMFF94S
(Wahl et al., 2019), para gerar conformacdes bioativas por minimizacao de conformadores gerados
aleatoriamente, com algoritmo Steepest Descente (Petrova & Solov'Ev, 1997), Step per Update 4
(Sutton et al., 2016), pelo software AVOGADRO ® (Hanwell e outros, 2012). Todos os arquivos
com ligantes foram convertidos para os formatos correspondentes (.mol2 e . pdbqt ) com a adi¢ao
de estados de ionizag¢do e tautoméricos em pH 7,4 usando o software OpenBabel ver. 3.0.0

(O'Boyle et al., 2011).

2.3 Procedimentos gerais do docking molecular

Para estudos de docking molecular, foram selecionados os dois receptores acoplados a
proteina G, OX 1 e OX 2, ativados pelos neuropeptideos OX-A e OX-B. Esta orexina ¢ um
excelente ponto de partida para otimizagdo por meio de design racional baseado em estrutura,
sendo considerada um alvo promissor para o estudo do compartimento de farmacos (Rappas et al.,

2020). Para obter as coordenadas tridimensionais da proteina, foram utilizados os dados
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disponiveis no repositorio Protein Data Bank-RCSB (' https://www.resb.org/ ). A estrutura da

proteina (PDB-codex 6TP3) foi resolvida por difracdo de raios X, sendo o cristal obtido com
resolucdo de 3,04 A (R-Value Free: 0,230, R-Value Work: 0,205 e R-Value Observed: 0,207,
respectivamente), sendo classificada como uma proteina de membrana do organismo Homo
sapiens, sendo expressa no sistema Spodoptera frugiperda. A proteina foi co-cristalizada com
inibidor de [(2~{S})-2-(6-cloranil-7-metil-1~{H}-benzimidazol-2-il)-2-metil-pirrolidin-1-il]-[5-
metoxi-2-(1,2,3-triazol-2- il)fenil Jmetanona (NS2).

Para realizar as simula¢des de docking molecular, foi escolhido o Algoritmo Genético
Lamarkiano — LGA, implementado no codigo AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010a). Para
determinar o espago de simulacdo, a caixa de grade foi centralizada para abranger todas as cadeias
de proteinas. A caixa de grade foi centralizada nas coordenadas -26.593036, 17.896018 e -
17.194127 para os eixos X, y € z, respectivamente, e tinha parAmetros de tamanho 25A(x), 25A(y)
e 25A(z).

Como critérios para a preparacdo da estrutura da proteina, moléculas de agua foram
removidas, enquanto cargas de Gasteiger e atomos de hidrogénio essenciais foram adicionados
(Yan et al., 2014). A preparacao foi realizada usando o cédigo ADT- AutoDocktools (Morris et al.,
2009).

Para obter um conjunto de dados maior, para todas as simulagdes (docking e redocking)
foram realizadas 50 simulagdes independentes, sendo possivel obter 20 poses por simulagdo. O
critério de exaustividade igual a 64 foi utilizado para melhorar o refinamento parcial dos célculos
de acoplamento individuais (MARINHO et al., 2020). A estrutura da proteina foi mantida rigida,
enquanto todas as ligagdes e tor¢des dos ligantes foram ajustadas para girar (Nguyen et al., 2017).

Para validacao estatistica das simulagdes, foram realizados procedimentos de
redocking e avaliados os valores de RMSD (Root Mean Square Deviation), tendo como
pardmetro de escolha da Melhor Pose valores menores que 2 A (YUSUF et al., 2008).

Para avaliar a estabilidade do complexo (proteinas/ligante) foi utilizado como pardmetro a
energia de afinidade, que possui valores de parametros de idealidade abaixo de -6,0 kcal/mol
(Shityakov & Forster, 2014).

Para avaliar a for¢a da ligacdo de H, foram utilizados os valores das distancias entre os
atomos doador e receptor, sendo classificadas como Fortes, as interacdes que estavam entre 2,5 A

e 3,1 A, Médias aquelas que estavam entre 3,1 A e 3,55 A, e Fracas aquelas com distancia maior
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que 3,55 A (IMBERTY et al., 1991). Para validar as simula¢des, foi realizada a técnica de
redocking no ligante cocristalizado, acido 2-(4-metoxi-3-fenil- fenil) etanoico. Além do ligante de
referéncia, os farmacos obtidos do PubChem (Tabela 1) foram submetidos aos mesmos critérios e
condi¢des de simulagao.
2.4 Calculos MM/GBSA

As energias da mecanica molecular combinadas com a solvatacao generalizada do continuo
de Born e da area de superficie MM/GBSA foram calculadas por MolAICal (Bai et al., 2021), com
base no arquivo de log MD do software NAMD (PHILLIPS et al., 2005). O MM/GBSA foi

estimado pelas equagdes 1, 2 e 3.

Eq 2 AE viv = AE interno + AEele + AEvdw
Eq.3 AG so1= AGcB + AGsa

Onde AE v, AGsol, € TAS representam a energia da fase gasosa MM, energia livre de
solvatagdo (soma da contribui¢do polar AGgs e contribuicdo ndo polar AGsa) e entropia
conformacional, respectivamente. AEmm contém energia de Van Der Waals AEvaw, eletrostatica
AEcie € AEinema de energias de ligacdo, angulo e diedro. Se ndo houver mudancgas estruturais
induzidas por ligagdo no processo de simulagdes de dinamica molecular (MD), o calculo de

entropia pode ser omitido.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Interagao com residuos de proteinas

K9 forneceu no docking molecular um RMSD de 1,8 A, com uma energia de afinidade de
-8,1 kcal/mol, interagindo na mesma regido da ligante nativa, conforme mostrado na Figura 3.
Com interagdes robustas, K9 apresentou duas ligacdes de hidrogénio intramolecularmente nos
residuos Glu 204 e Asn 318. Foi observada uma interagdo hidrofobica do tipo alquil com Phe 219,
His 344 e Ala 127 e também uma interagdo de empilhamento Pi com Glu 204, que fazem parte da
regido ativa da proteina (RAPPAS et al., 2020). O ligante nativo, utilizado como referéncia positiva
na pesquisa, apresentou as interagdes polares representadas por duas ligagdes de hidrogénio nos
residuos Asn 318 e Ser 103. Além disso, apresentou muitas interagdes hidrofobicas do tipo alquila
com Ile 122, Trp 112, Ala 102, Cys 99, Val, 106, Val 130 e Ile 314. Além dessas interagdes, foram
observadas ligag¢des de hidrogénio de carbono nos residuos Tyr 348, His 344, Gln 126 e Phe 219.
Finalizando com uma interacdo do tipo Pi-sigma no residuo Pro 123. Todos esses detalhes sdo

mostrados na tabela 1 e Figuras 3a-b.

Tabela 1. Dados do acoplamento molecular.

Ligantes Afinidade energética (kcal/mol) RMSD (A)
Ligante nativo -9,7 1.9

K9 -8,1 1.8




Figura 3. (a ) 2D e 3D das interagdes entre a estrutura mais promissora (ligante nativo) e (b) os residuos

K9 e proteina.
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3.2 DINAMICA MOLECULAR
3.2.1. Analise RMSD

Foi observado que os ligantes estudados foram corretamente acomodados no sitio catalitico
da proteina G (Han et al., 2023; Kudla & Przewlocki, 2021). Assim, por meio dos complexos
proteina-ligante (Figura 4), foram realizados estudos de simulacdo para avaliar ndo apenas as
mudanc¢as conformacionais da proteina, mas também sua estabilidade apds cada mudanca
conformacional. O Root Mean Square Deviation (RSMD) dos complexos receptor-ligante foi
usado para avaliar a extensdo em que as mudangas conformacionais ocorreram na molécula
estudada durante o tempo de simulacdo. A Figura 4 mostra 0os comportamentos RSMD dos
complexos estudados no estagio de equilibrio.

Apods a andlise dos valores de energia, outros pardmetros importantes para investigar a
qualidade da dindmica molecular sdo o Root Mean Square Deviation (RMSD) da proteina
(backbone) para K9 e ligante nativo (NS2). Os valores de RMSD obtidos pelo backbone da
proteina ao longo dos MDs estdo entre 0,1 € 2,3 A. No MD com o ligante K9, o perfil foi de 0,1 a
0,15 A relativamente muito confortavel, permanecendo estavel desde o inicio da simulagio. Logo
apos o MD da referéncia, o ligante NS2 apresentou uma situagdo de adequagdo de 10 ns até um
sistema mais favoravel durante a trajetoria de 100, apresentando um RMSD médio de 2,2 A,

conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4. Perfil do valor RMSD obtido para proteina G (com NS2, linha preta) e MD com K9

(linha vermelha).
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3.2.2 Anilise RMSF

A Root Mean Square Fluctuation (RMSF) ¢ um parametro relacionado a flexibilidade de
residuos de proteinas individuais. Ela serve para avaliar qualitativamente a progressao da dinamica
molecular (Dong et al., 2018). Considerando a Figura 5, um perfil semelhante de valores de RMSF
¢ observado independentemente do ligante em contato.

Nossa analise completa de RMSF forneceu uma compreensao profunda da dinamica e
estabilidade de cada residuo de proteina ao longo dos 100 nanossegundos de simula¢do. Os
resultados delineiam as interacdes primordiais nos complexos investigados, destacando
especialmente os ligantes K9 e NS2. Os resultados delineiam mudangas conformacionais
substanciais ao longo da simulagao.

As descobertas do nosso estudo revelam um novo aspecto da dindmica molecular, com
flutuagdes consistentes observadas nas trajetdrias de todos os complexos. Essas flutuagdes se
correlacionam notavelmente com residuos de replicacdo importantes, conforme discutido
anteriormente em estudos de (Qin et al., 2021) e (Roe & Brooks, 2020). Curiosamente, apenas os
complexos entre K9 e a proteina G exibiram valores de RMSF ligeiramente superiores a 2,0 A
para os residuos His 76, Ala 127, Leu 152 e Lys 213, adicionando uma dimensdo tinica a nossa
pesquisa. Ja para o ligante nativo (NS2), as flutuagdes importantes com RMSF acima de 2,0 A dos
residuos Ala 127, Leu 152, Lys 213 e Ala 253 sdo formadas.

Portanto, apesar das flutuagdes observadas, nossos resultados afirmam a estabilidade
satisfatoria das estruturas em uma solucdo aquosa. As conformacdes derivadas das simulagdes
MD, intrinsecamente associadas a varios ligantes por meio de técnicas de aninhamento, oferecem
insights inestimaveis sobre os modos de ligagdo de pequenas moléculas em diferentes estados de
dobramento enzimatico. Esta aplicagdo pratica de nossa pesquisa € ainda mais elucidada por

(Thirumalai et al., 2020), ressaltando sua relevancia no mundo real.



Figura 5. Perfil do valor RMSF obtido para polimerase em MD com K9 (linha vermelha), MD
com NS2 (linha preta).
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3.2.3 Ligacdes de hidrogénio

A estabilidade de complexos proteina-ligante, um topico de interesse duradouro em
bioquimica, tem sido associada ha muito tempo a ligagdes intermoleculares de hidrogénio. No
entanto, um estudo recente de Miller (2017) trouxe uma nova perspectiva para esse campo,
particularmente no contexto de complexos proteina-ligante. Este estudo, que utilizou simulagdes
de dinamica molecular, revelou novos insights que eram anteriormente inexplorados.

O estudo focou principalmente na formagdo de ligacdes intermoleculares de hidrogénio
entre ligantes e proteinas durante as fases de equilibrio e produgdo. A Figura 6 descreve
vividamente as flutuagdes nas redes de ligacdes de hidrogénio durante esses estagios, ressaltando
a importancia de entender as variagcdes na formagao dessas ligagdes.

A quebra de ligagdes de hidrogénio indicou mudangas na estabilidade, frequentemente
atribuidas a interagdes como Van der Waals ou for¢as hidrofobicas, conforme destacado por

Ferenczy & Kellermayer, (2022). Além disso, a andlise revelou uma correlacdo direta entre o



comprimento das cadeias de carbono dos ligantes e o nimero médio de ligacdes, corroborando
insights de estudos anteriores sobre acoplamento molecular. Uma revelagdo fundamental deste
estudo foi a diferenciacdo entre processos dinamicos (dindmica molecular) e estaticos
(acoplamento molecular) (Gioia et al., 2017). Enquanto o acoplamento molecular oferece
informacdes valiosas sobre interagdes estaticas, simulagdes de dindmica molecular capturam a
evolugdo dinamica desses complexos, fornecendo uma compreensdo mais abrangente de sua
estabilidade.

O numero de ligagdes de hidrogénio (H-Bond) encontradas durante MDs, considerando o
valor méaximo de 3,3 A, Tabela 4. Pode-se observar que MD com K9 apresenta até 2 ligacdes de
hidrogénio por quadro e varios quadros com duas liga¢des de hidrogénio. Sobre MD com ligante
nativo de referéncia NS2, ha apenas alguns quadros com uma ligagdo de hidrogénio. Portanto,
pode-se inferir que tanto o NS2 quanto o K9 tendem a interagir com a proteina G, tornando-se um
possivel mecanismo de interagdo ¢ maior estabilidade do que o K9. Nos residuos identificados
com ligacdes H ao longo da dindmica molecular, observa-se a recorréncia dos residuos Asn 318,
demonstrando assim um potencial de intera¢do tanto do K9, quanto da interacao entre a proteina

G e o NS2.



Figura 6. Numero de ligagdes de hidrogénio (ligagao H) encontradas entre o opioide de proteina
G ¢ MD com NS2 (linha preta) e MD com K9 (linha vermelha) com software VMD, considerando

o comprimento méaximo de 3,3 A.
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A Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA) é definida como a area de superficie
de uma proteina que interage com suas moléculas de solvente (Mazola et al., 2015). Os valores
médios de SASA para complexos NS2 e K9 livres foram monitorados durante simulagdes de MD
de 100 ns. Os tragos para a area de superficie acessivel ao NS2 na Figura 7 mostram um aumento
acentuado dentro de 80-100 ns, indicando relaxamento estrutural, o que favorece maior solvéncia
no sistema (Marsh & Teichmann, 2011). Os tracos para a area de superficie acessivel ao K9 na
Figura 7 mostram uma diminui¢do acentuada dentro de 93-100ns, indicando compressdo
estrutural, mostrando uma reducdo no processo solvatativo e tornando o sistema mais instavel
(Lins et al., 2003). Os valores médios de SASA para complexos NS2 e K9 livres foram encontrados
em 19.100 A%e 18.780 A2, respectivamente. Ndo houve nenhuma mudanca importante observada
nos valores de SASA devido a ligagdo de ligantes. Apds esse tempo, os valores flutuam em torno
de um valor constante. Portanto, assumimos que os tempos de simulacdo de 100 ns foram
suficientes para a amostragem de sistemas equilibrados. O SASA mais alto ¢ encontrado para as

moléculas de proteina G com os ions monovalentes estabilizadores. A execu¢do sem ions



monovalentes mostra uma grande flutuagdo, enquanto os sistemas com maiores concentracdes de
ions tém areas menores ¢ podem estar encolhendo sob a influéncia da carga da superficie,
produzindo estruturas de proteina mais compactas. Uma inspe¢do mais aprofundada dos dados
demonstra que a flutuagdo ou "respiracao" da superficie relaxada ¢ principalmente devido a uma

flutuacao do SASA da area C-terminal flexivel.

Figura 7. Area de superficie acessivel ao solvente (SASA) da proteina G como uma fungdo do
tempo das simulagcdes MD: MD com K9, estabilizando ions monovalentes (linha vermelha) e MD
com NS2, estabilizando ions monovalentes (linha preta). As curvas sdo médias de execucao dos

dados brutos com uma janela de 100 ns.
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3.3 Calculos MM/GBSA

Ap0s balancear a dinamica de produgdo, a amostragem das etapas foi realizada de 5 em 5,
seguindo o intervalo de amostragem de 10ns da metodologia para estimativa da variagdo de energia
livre usando multiplas trajetérias. Os célculos de MMGBSA foram realizados em um campo de
solvente implicito simulando uma solug¢do salina 0,15M.

Embora formalmente o calculo da variagdo da energia livre nesta técnica passe pela andlise
da entropia a partir dos modos normais das equagdes do sistema 4, 5 e 6, na pratica esse calculo

ndo foi feito.



(vac)
Eq- 4 AAl;JL‘tleCracaon (Ecomplex Etarget) (Ecomplex llgand) + TASNORMODS

(vac)

Eq. 5 AAl:l?eCrathn Ecomplex Etarget Ecomplex + Ellgand + TASNORMODS
(vac)

Eq.6 DA ioraction = Eligana — Etarget + TASnormops

Calculos de modos normais sao muito demorados e computacionalmente custosos. Esse
tipo, em ultima andlise, torna os calculos de triagem virtual, que sdo o foco deste estudo, ndo
totalmente impossiveis. No entanto, hd uma razdo mais importante. Foi demonstrado que os
calculos de entropia diminuem a correlagdo dos valores de afinidade previstos com valores
experimentais quando a andlise ¢ feita com alguns microestados amostrados das trajetorias (Hou
et al., 2011; Rastelli et al., 2009). Como as limitagdes de tempo de calculo sdo essenciais, incluir
esses calculos no procedimento nao € encorajado.

As energias MM/GBSA sao consideradas uma forma de estimar a energia livre para o
estudo in silico de ligantes em complexos de proteinas (Genheden & Ryde, 2015). Elas sdo
tipicamente baseadas em simulacdes MD e trazem precisdo entre pontuagdo empirica e
perturbacao alquimica estrita (Chen et al., 2018). Como na entropia conformacional, ¢ dificil obter
um valor concorrente. Principalmente, se os ligantes ndao tém nenhuma mudanga estrutural
induzida por ligacdo em simulagdes MD, a entropia conformacional é geralmente ignorada para
calcular pela anélise de modo padrao (Wang et al., 2018). O MolAICal forneceu uma maneira
rapida de avaliar a energia livre de ligagdo sem a entropia do ligante com base na abordagem de
trés trajetorias. A decomposi¢do da energia de interacdo usando o método MMGBSA (Molecular
Mechanics Generalized Born Surface Area) forneceu insights detalhados sobre as contribui¢des
energéticas dos complexos receptor-ligante. Conforme descrito na Tabela 2, os calculos de energia
livre revelaram descobertas significativas em relagdo a estabilidade e afinidade de ligagao desses
complexos. O ligante de referéncia para o complexo NS2/proteina G demonstrou inicialmente uma
estimativa de energia livre de -21,98 kcal/mol. O complexo K9/proteina G mostrou uma energia
livre ligeiramente mais favoravel de -24,17 kcal/mol, indicando uma afinidade de ligacdo mais
forte.

Essa diferenca sutil, porém crucial, na energia livre destaca a estabilidade aprimorada do

complexo K9/proteina G, particularmente ao longo da trajetéria da dindmica molecular de 100 ns.



A estabilidade aumentada do complexo K9 sugere um potencial para maior eficacia, possivelmente
devido a sua capacidade de induzir ou estabilizar conformacgdes especificas dentro do receptor
opioide, levando a dependéncia quimica. Essa observagdo ressalta a importancia das mudancas
conformacionais induzidas por ligantes no receptor, que podem desempenhar um papel

fundamental na modulacao da fun¢do do receptor e influenciar as vias de sinalizacao a jusante.

Tabela 2. Dados de estimativa de energia livre de K9 e NS2 contra proteina G.

AE ( eletrostatico ) AE Ligacdo AG Desvio

Complexo + AG (sol) (VDW)  (kcal/mol)  padrio
K9/ Proteina G 4,74 2891 24,17 +/-0,0182
NS2 /G-proteina 20,28 4226 21,98 +/-0,0469

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que o estudo da droga K9 utilizando
os métodos de docking e dindmica molecular trouxe insights importantes sobre seu comportamento
em relagdo a proteina G, receptora de opioides. A andlise demonstrou que K9 apresenta uma
interacdo estavel e superficial significativamente alta com a proteina-alvo em comparagdao ao
ligante de referéncia, NS2, indicando seu impacto potencial no sistema nervoso central. Essas
descobertas ndo apenas refor¢am a hipotese de que o K9 pode causar danos bioldgicos, mas
também oferecem uma base solida para futuros estudos que visem entender seu mecanismo de
acdo. Assim, os dados gerados podem servir como ponto de partida para o desenvolvimento de
estratégias de mitigacdo e otimizacao de projetos voltados para minimizar os efeitos adversos de

drogas no organismo humano, contribuindo para beneficios sociais e de satide publica.
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