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RESUMO

A dopamina ¢ um importante neurotransmissor responsavel pelo controle de movimento,
motivacdo e cogni¢cdo. Estudos recentes mostraram que a glicose em excesso estimula o
cérebro de ratos da mesma forma que entorpecentes ilicitos, como cocaina e anfetaminas. O
alvo principal dessas substincias sdo os neurotransmissores de dopamina, serotonina e
noradrenalina. O processo bioquimico resultante do mecanismo de recompensa e dependéncia
quimica ¢ a inibi¢ao do transportador de dopamina (dDAT), cujo papel é remover a dopamina
nas sinapses. Esta inibi¢do aumenta a concentracdo de dopamina no cérebro e, em um
estimulo excessivo, pode gerar uma mudanga irreversivel das fungdes nativas da dDAT. A
cocaina foi o principal alvo de comparagdo neste trabalho, pois segundo a literatura ¢ um
anestésico local e um poderoso estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC) com
importantes propriedades simpaticomiméticas. Neste estudo, observou-se que a cocaina ¢ a
dopamina tém estruturas semelhantes que as fazem competir pelo mesmo local de ligagdo no
transportador de dopamina. Isso significa que a cocaina pode afetar a maneira como a
dopamina funciona no cérebro, interferindo na sua sinalizagdo. Entender melhor essas
interacdes pode ajudar no desenvolvimento de tratamentos para distirbios relacionados ao uso
de substancias e na criagdo de novos medicamentos que visam o sistema dopaminérgico. No
entanto, a simulagdo do sistema dDAT-glicose ndo mostrou interacdes substancialmente

similares em comparagdo com as observadas com a cocaina.

Palavras-Chave: dopamina, cocaina, docking molecular, agiicar, energia de interacao.



ABSTRACT

Dopamine is an important neurotransmitter responsible for controlling movement, motivation
and cognition. Recent studies described that excess glucose stimulates the brains of rats in the
same way as illicit drugs such as cocaine and amphetamines. The main targets of these drugs
are the neurotransmitters dopamine, serotonin and noradrenaline. The biochemical process
resulting from the reward mechanism and drug addiction is the inhibition of the dopamine
transporter (dDAT), whose role is to remove dopamine from the synapses. This inhibition
increases the concentration of dopamine in the brain and, in an excessive stimulus, can
generate an irreversible change in dDAT's native functions. Cocaine is the main target of
comparison in this work, because according to the literature it is a local anesthetic and a
powerful stimulant of the Central Nervous System (CNS) with important sympathomimetic
properties. In this study, we found that cocaine and dopamine have similar structures that
make them compete for the same binding site on the dopamine transporter. This suggest that
cocaine can affect the way dopamine function in the brain, interfering with its signaling.
Understanding these interactions better could help in the development of treatments for
substance use disorders and in the creation of new drugs that target the dopaminergic system.
However, the simulation of the dDAT-glucose system showed substantially different

interactions compared to those observed with cocaine.

Keywords: dopamine, cocaine, molecular docking, sugar, interaction energy.
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1 Introducao

Nos mamiferos, o neurotransmissor da dopamina (DA) ¢ responsavel pelo movimento,
motivagdo e cogni¢do. Estudos mostraram que estados funcionais anormais do sistema DA
em humanos estd ligado as anomalias comportamentais da doenca de Parkinson, transtorno do
déficit de atencao (TDAH), hiperatividade e esquizofrenia (Mao Z., et al., 2009).

Sintetizada a partir do aminoacido tirosina, a cadeia de reagdes na formacdo da DA tem

a participacao de duas proteinas (Bjorklund A., 2007), como descrito pela Figura 1.

Figura 1 — Cadeia de reagdes quimicas da formagao do neurotransmissor da DA.

Tirosina hidroxilase

L-Tirosina
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- G
OH
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Fonte: DAUBNER et al., 2011. (ADAPTADA) (Daubner, S., et al., 2011).

Com isso, uma vez formada no corpo celular do neurdnio, a DA ¢ liberada no Sistema
Nervoso Central (SNC). Assim, estudos experimentais € computacionais demonstraram que
os transportadores de DA, serotonina (SERT) e noradrenalina (NET) possuem uma dobra
estrutural conservada, ou seja, ¢ a regido em uma molécula bioldgica que mantém uma
estrutura tridimensional semelhante entre diferentes membros de uma familia de moléculas.
(Penmatsa, A., Wang, K. H. & Gouaux, E., 2013) (KOLDS@, H., 2012). Dessa forma, para
conduzir o movimento vetorial “ascendente” de DA extracelular para as células pré-
sinapticas, a proteina transportadora de dopamina (DAT) associa o consumo de substrato a
gradientes transmembranares de ions sddio e cloreto pré-existentes. Em consonancia com os
papéis multifacetados da DA no sistema nervoso central, a perturbacdo da sinalizagdo

dopaminérgica através da interrup¢ao da fungdo nativa da DAT tem consequéncias profundas
12



(Wang K. H., Penmatsa A., Gouaux E., 2015). Em consequéncia disso, as anfetaminas,
psicoestimulantes potentes e muito utilizados, sdo substratos da DAT que aumentam o0s niveis
sindpticos de DA, seja em competicdo com o transporte de DA pela proteina transportadora,
seja em inducao para liberagdo de DA das vesiculas sinapticas para o citoplasma, de onde a
DA ¢ entdo liberada por meio da DAT para o espago sinaptico (Zaczek, R. et al., 1991) (Wall,
S. C., Gu, H. & Rudnick, G., 1995).

Estudos mostraram que psicoestimulantes como a metanfetamina, a cocaina, o alcool, o
cigarro e at¢ a maconha aumentam a atividade da DA. Como consequéncia, proporcionam a
sensacdo de recompensa (Pierce R.C., ¢ Kumaresan V., 2006). Desse modo, a DA esta
envolvida nos processos de dependéncia, a partir do momento que a sua produgao ¢ coibida.

Assim, de acordo com estudos realizados por Wang (2015) o consumo exacerbado da
glicose pode estimular o cérebro da mesma forma que substancias ilicitas e impedir, em uma
inibi¢do competitiva, que a DA liberada na sinapse neural retorne para o citosol e seja
reaproveitada para um novo processo de neurotransmissdo. Sendo assim, a concentragao de
DA se eleva na regido da sinapse, provocando o mesmo efeito (de dependéncia quimica) que
a cocaina, porém, de forma mais branda (Bittman, M., 2014). A Figura 2 apresenta de forma
ilustrativa a DAT (dDAT) de uma Drosophila melanogaster (Wang K. H., et al., 2015).

Figura 2 — Cadeia de reagdes quimicas da formagdo do neurotransmissor da DA.

Fonte: Autora, 2021. Programa utilizado: Chimera (UCSF Chimera—a visualization system

for exploratory research and analysis. DOI: 10.1002/jcc.20084).
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A dependéncia quimica configura uma doenca descrita na 5* edicdo do manual
diagnostico e estatistico de transtornos mentais da associagdo americana de psiquiatria (DSM-
V) (ASSOCIATION A. P., 2003), e apresenta caracteristicas sindromicas tendendo a um
padrao continuo (Goldstein R. Z. e Volkow N. D., 2011). Dessa forma, o uso de entorpecentes
ilicitos, como a cocaina, faz com que a proteina transportadora de DA seja inibida e, com isso,
removida das sinapses. Assim, esta inibicdo resulta no aumento da concentracdo de DA no
cérebro e o estimula excessivamente, podendo resultar em uma mudanca irreversivel das
fun¢des nativas da DA.

A cocaina, cuja nomenclatura ITUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada) ¢ (IR, 2R, 385, 5S)-3-(benzoiloxi)-8metil-8azabiciclo-3,2,1-octano-2-carboxilato de
metila e de formula empirica: C17H21NO4 (GAY G. R., ef al., 1975), é uma substancia com
propriedades fracamente basicas, com pH de 8,6. Sua estrutura molecular estd representada
pela Figura 3. Este entorpecente tem suas propriedades anestésicas oriundas de uma inibigao

de canais de sodio, o que impede a condugdo do impulsos nervosos (Haim D. Y., et al., 1995).

Figura 3 - Representacdo da estrutura molecular da cocaina.

Q. CH,

H4C d

O

Fonte: Adaptado de Patricia, A., Broderick (2015), p. 75.

A potente estimulagdo do SNC provém da sua propriedade de inibicao seletiva dos
receptores das catecolaminas: dopamina, noradrenalina e serotonina (Brodie M. S. e
Dunwiddie T. V., 1990). Sua acdo euforizante deve-se, sobretudo, a liberacdo de DA nas
regides cerebrais de recompensa (Phillips P. E., et al., 2003).

Foi demonstrado em animais que a cocaina exerce os seus efeitos através da interagdo
com as sinapses dopaminérgicas (Ritz M. C., Kuhar M. J., 1993). E provavel que a cocaina
interaja com o sistema dopaminérgico ligando-se ao transportador de DA, inibindo assim a

recaptacdo de DA na fenda sindptica para o terminal pré-sinaptico (Nielsen E. B., Scheel-
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Kriiger J., 1988). Este mecanismo conduz a um aumento da DA disponivel. A base neural do
reforco da cocaina identificada em casos de animais parece envolver um aumento da
neurotransmissao dopaminérgica nas cé€lulas produtoras de DA situadas na zona tegmental
ventral (Schlaepfer T. E., et al., 1997).

Estudos recentes mostraram que a glicose em excesso pode, também, estimular o
cérebro da mesma forma que a cocaina e as anfetaminas (O’Sullivan, M., 2014), no entanto,
com menor intensidade. Apesar das diferencgas, a obesidade partilha algumas semelhangas
com a perturbacao por uso de substancias ilicitas (Angela J., et al., 2019). A obesidade esta
associada a dificuldade em controlar a ingestdo de alimentos, desejos repetidos, ansias por
comida, tentativas sem sucesso de impedir a ingestao excessiva de alimentos e a continuagao
excessiva apesar das consequéncias negativas. (Ifland, J. R. et al., 2009) (Rogers, P. J., 2017).

As tentativas de perder peso por meio de dietas podem, também, fazer lembrar as
tentativas de deixar de consumir substancias de abuso, visto que ambas partilham um padrao
em que os individuos se abstém da substancia durante um periodo de tempo seguido de uma
recaida. (Davis C., et al., 2011) E, embora, haja desacordo sobre se a obesidade deve ser
classificada como um estado de dependéncia, (Finlayson, G., 2017) existem caracteristicas
neurais comuns as perturbagdes associadas ao consumo de substancias ilicitas e da obesidade.
(Kenny, P. J., Voren G., Johnson P. M., 2013). O consumo de alimentos ricos em gordura
ativa o sistema dopaminérgico mesolimbico (Valdivia, S., et al., 2014) (Liu S., et al., 2016), o
mesmo circuito que € ativado pelos entorpecentes de abuso (Sulzer, D., 2011) (Avena, N. M.,
etal,2011).

Os animais expostos a alimentos palataveis podem, também, tornar-se resistentes a
desvalorizacdo dos resultados, sugerindo que os alimentos palataveis podem facilitar os
comportamentos habituais (Furlong, T. M., et al., 2014) (Pitman, K. A., Borgland S. L.,
2015).

Dessa forma, por meio de calculos quanticos e mecanica molecular, este trabalho,
objetivou criar um modelo capaz de verificar e reforcar a hipotese de que a glicose € capaz de

inibir a proteina transportadora de DA e possivelmente causar dependéncia similar a cocaina.

2 Fundamentaciao Tedrica

2.1 Modelagem Molecular

A simulacdo de sistemas moleculares requer a geracdo de conformagdes
estatisticamente representativas (Frenkel, D. e Smit B., 2001). Dessa forma, o século XX
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testemunhou dois avangos cruciais. Por meio do desenvolvimento da técnica de difracdo de
Raios-X, tornou-se possivel determinar a organizagdo dos atomos com precisdo métrica.
Dependendo das caracteristicas da molécula, da qualidade do cristal e da precisdo do
experimento, foi possivel estabelecer com exatidao os comprimentos das ligagdes, os angulos
de valéncia, os torcionais e até mesmo os contatos ndo-ligados. Outro marco de grande
significado foi a formulagdo da equagdo de Schrodinger, cujas consequéncias perduram até os
dias de hoje.

Assim, de acordo com Comba et al. (2001) surge a modelagem molecular como uma
ferramenta que abre novos caminhos para a exploragdo sistematica de padrdes estruturais,
dindmicos e termodindmicos. Ela possibilita testar e desenvolver hipdteses, interpretar e
expandir dados experimentais, além de contribuir para uma melhor compreensao e ampliacao
das leis fundamentais que regem a flexibilidade, funcdo e estrutura molecular. Dessa forma,
se conseguirmos criar algoritmos capazes de calcular estruturas com uma determinada
composi¢ao e conectividade, poderemos desenvolver algoritmos para calcular propriedades
moleculares com base na estrutura calculada e vice-versa. Entretanto, antes de qualquer
estudo computacional sobre propriedades moleculares, ¢ necessario estabelecer um modelo
molecular (Schlick, T., 2010).

Existem duas abordagens predominantes na modelagem molecular: a abordagem
classica, que inclui os métodos de docking molecular, e da dinamica molecular, por exemplo.
Enquanto isso, a abordagem quantica, que engloba os métodos ab initio, DFT e semi-
empiricos. A escolha entre essas abordagens depende das propriedades a serem avaliadas, da
precisdo desejada e da capacidade computacional disponivel para realizar os calculos
(Sant’Anna C. M. R., 2009).

Os principios fundamentais da mecénica quantica afirmam que sistemas microscopicos
sdo descritos por fungdes de onda que caracterizam completamente todas as propriedades
fisicas do sistema. Em particular, existem operadores mecanico-quanticos correspondentes a
cada observavel fisico, que, quando aplicados a fun¢do de onda, permitem prever a
probabilidade de um sistema apresentar um valor ou intervalo de valores (sejam eles

escalares, vetoriais ou de outra natureza) para aquela observacao (Cramer C. J., 2004).

2.2 Docking Molecular

Nas estratégias de modelagem molecular, esta ferramenta ¢ um método que prevé a
orientagdo preferencial de uma espécie quimica ou molécula com relagdo a outra, quando
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ambas formam complexos ou intera¢des estdveis. O conhecimento da orientagdo preferencial
¢ usado para prever a forca de associacdo ou a afinidade de ligacao (Morris, G.M. et al.,
1998).

E uma técnica computacional amplamente utilizada na area de quimica medicinal e
bioinformatica para prever como moléculas, firmacos ou compostos quimicos, interagem com
proteinas ou outros alvos bioldgicos em nivel molecular. Essa técnica ¢ indispensavel no
processo de desenvolvimento de medicamentos, uma vez que permite a triagem virtual de
compostos para identificar candidatos promissores que podem se ligar e afetar o alvo de
interesse.

Com os avangos nos algoritmos de docking molecular ¢ o aumento da informacao de
acesso livre sobre ligantes e alvos, as aplicacdes dessa ferramenta na descoberta de
medicamentos estdo crescendo de forma acelerada (Torres, P. H. M. et al, 2019). Nos
primeiros anos, era utilizado principalmente na investigacao das interagdes moleculares entre
ligantes e alvos. No entanto, atualmente, o ambito de aplicagcdo ¢ mais vasto ¢ ha uma certa
mudancga na area de aplica¢do. Dessa forma, tém aplicagdes no rastreio virtual, na descoberta
e caraterizagdo de alvos, na previsdo de efeitos secundarios de medicamentos € na
reorientacdo de medicamentos (Hecht, D.; Fogel, G.B., 2009) (Muhammed, M. T.; Aki-
Yalcin, E., 2022).

Esse processo implica em duas etapas distintas: a primeira € a predicao da conformagao,
posi¢do e orientacdo do ligante dentro dos sitios, seguida pela segunda etapa, que envolve a
avalia¢do da afinidade de ligacdo (Meng X., et al., 2011). Além disso, o docking pode ser
empregado para conduzir uma triagem virtual em extensas bibliotecas de compostos,
classificar os resultados e propor hipoteses estruturais sobre como os ligantes se associam aos
alvos.

Esses calculos tém o potencial de aumentar significativamente a probabilidade de
descobrir novos inibidores para proteinas-chave em patdgenos, permitindo a previsao da
capacidade de um composto em se ligar ao alvo, a localizagdo preferencial de ligacdo e os
tipos de interagdes que poderiam ocorrer no sitio de ligagdo. Essa abordagem também pode
identificar candidatos promissores para ensaios laboratoriais (Cosconati, S., 2010) (Perryman,

A.L.,2015).
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2.3 LigPlot+

O LigPlot+ ¢ uma reformulagdo completa do LigPlot original (Laskowski, R. e
Swindells, M., 2011). Dessa forma, o LigPlot+ ¢ um programa de computador amplamente
utilizado para analisar e visualizar interagdes entre moléculas, especialmente interagdes entre
proteinas e seus ligantes (pequenas moléculas que se ligam as proteinas). Dessa forma, para
avaliar e visualizar as interagdes entre as moléculas (proteinas e seus ligantes), este programa
utiliza informagdes de estrutura tridimensional.

Com isso, € possivel visualizar em formato 2D as ligacdes de Hidrogénio, interacdes de
Van der Waals e interagdes idnicas e, assim, facilitar as interpretacdes de resultados das
interagdes que ocorrem entre a proteina e o ligante. Além disso, o LigPlot+ demonstra como
as ligacdes ocorrem, tornando a interpretagao da afinidade e da seletividade dessas ligagdes o
mais claro possivel.

Na representacdo em 2D, ligagdes de Hidrogénio sdo representadas por linhas tracejadas
entre dois atomos. Ja os residuos que estdo envolvidos em interagcdes hidrofobicas sdo
representados por um arco com pequenas linhas apontando em direcdo ao dtomo do ligante
com o qual ele estabelece a interacdo. O dtomo do ligante, por sua vez, também possui um
arco com linhas apontando em direcao ao residuo com o qual a interacdo hidrofobica foi
estabelecida.

Esse programa ¢ uma ferramenta que representa ligacdes de Hidrogénio e interagdes
hidrofébicas em detalhes. Com isso, pode ser utilizado para qualquer complexo proteina-
ligante de forma automatica, o que permite adicionar informagdes de acessibilidade ao
solvente, moléculas de agua e residuos que ndo interagem diretamente com o ligante (Fassio,

A. e Napoli, V., 2015).

3 Metodologia
3.1 Docking Molecular

A busca pela orientagdo preferencial dos sistemas em questdo (ligante-receptor)
proporcionado pelo docking foi realizado dividindo-se o problema da interagdo proteina-
ligante em dois subproblemas:

e A utilizacdo de um algoritmo capaz de predizer a conformacgdo e a orientagdo de uma

molécula ligante relativa ao sitio ativo do receptor;
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e Predicdo da afinidade de ligacdo de um complexo receptor-ligante. Além disso, existem
situacdes em que a posi¢ao dos sitios de ligagdo ¢ duvidosa. Para resolver esse problema,
uma metodologia chamada blind docking (BD), a qual realiza uma busca de potenciais
sitios ativos em toda a superficie molecular de interesse (Morris, G.M. et al., 1998).

Dessa forma, as estruturas moleculares da cocaina (C7H21NO4) e da glicose (CsH1206)
foram otimizadas quanticamente a nivel semiempirico, por meio do método Parametric
Method 7 (PM7).

Esse método semiempirico de mecanica quantica foi usado para calcular as
propriedades moleculares que inclui ajustes adicionais para melhorar a precisdo ¢ a
aplicabilidade nos sistemas quimicos (Stewart, J. J. P., 2016). Dessa forma, os ajustes
paramétricos especificos foram refinados para reproduzir melhor dados experimentais e
tedricos, permitindo uma descricdo mais precisa das interagdes atomicas e¢ moleculares.
Porém, como os métodos semiempiricos apresentam algumas limitagdes, foi utilizado o
método DFT (B3LYP/6-311G(2d,2p)) para obter uma melhor conformacao espacial.

As estruturas de menor energia foram utilizadas como input para calculos de docking
molecular, utilizando o software AutoDock 4.0, e a busca pela menor energia de interacao foi
realizada utilizando-se o algoritmo genético Lamarckiano (LGA).

A eficiéncia e a validagdo da metodologia de docking molecular realizado foram
realizadas comparando a constante de inibi¢do enzimatica experimental (0,2uM), com o valor

obtido teoricamente (0,3uM).

3.2 Amostragem do espaco conformacional utilizando simulacdes de Dindmica

Molecular

Neste trabalho foi utilizado o método de Dinamica Molecular (MD), o qual recorre a
integracdo das equacdes classicas de movimento, em que determinou a velocidade e a
aceleracdo das particulas do sistema em um dado instante de tempo. Isto permitiu obter
informagdes sobre o comportamento dindmico, dependente do tempo, assim como, os atomos
individuais que compdem o sistema.

As propriedades macroscopicas de interesse (como a pressdao, o volume, a temperatura,
entre outros) foram obtidas aplicando-se técnicas de mecanica estatistica a partir dos dados
microscopicos providos da simulacdo (Van der Spoel, D., et al., 2015).

Assim, o sistema dDAT-cocaina foi solvatado com moléculas de 4gua. Logo, condigdes
periddicas de contorno foram adicionadas, € um raio de corte de 1,0 nm foi utilizado para as
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interagdes de Coulomb e Van der Waals. O conjunto NpT (niimero de atomos, pressdo e
temperatura constantes) foi utilizado. A pressdo e a temperatura do sistema adotadas foram de
1 bar e 310 K, respectivamente, com constantes de tempo de 2,0 os e 0,1 os, respectivamente,
utilizadas no algoritmo termostato V-Rescale e barostato Parrinello-Rahman.

Todos os sistemas de interesse foram solvatados por moléculas de agua explicita
(Berendsen, H. J. C., 1987), do tipo TIP4P (Transferable Intermolecular Potential 4 Points),
em que descreve a dgua com quatro pontos de carga, o que reproduz as propriedades
termodindmicas da mesma, incluindo a estrutura de hidrogénio ligada. Assim, foram
considerados parametros do campo de forga OPLS-AA (Damm, W., et al., 1955).

Para minimizar o efeito de contato ou da sobreposi¢ao de 4&tomos entre as moléculas, foi
realizada a minimizacdo da energia do sistema em 5 passos através do algoritmo steepst-
descent, como se segue: o primeiro passo consiste na inicializacdo do sistema, em que sdo
definidas as posi¢des atomicas (ou coordenadas) inicial do sistema, logo, no segundo passo ¢
realizado o célculo do gradiente de energia. O terceiro passo ¢ o movimento na dire¢do do
gradiente negativo, em que o movimento e a posi¢do atdmica ¢ direcionado de forma oposta
ao gradiente de energia para obtencdo de uma nova energia. Por conseguinte, as posi¢oes
atdmicas sdo atualizadas de acordo com o movimento calculado na etapa anterior. Por fim, o
quinto passo consiste na convergéncia, em que processo ¢ repetido iterativamente até que a
regido de minimo local ou global seja alcangada. Dessa forma, o sistema foi extensivamente
relaxado com dinamica molecular com o objetivo de se atingir o equilibrio termodinadmico.

Por fim, esses 5 passos foram reproduzidos em mil vezes para a minimizagao utilizados
pelo algoritmo. Apds essa etapa, uma trajetoria no tempo de 500 ps foi gerada, restringindo os
movimentos internos na proteina com constantes de forca de 1.000 kJ mol™! nm™. O objetivo
dessa etapa foi relaxar e termalizar o solvente na temperatura desejada. Finalizada essa etapa,
gerou-se uma trajetédria no tempo de 10,0 ns de simulacdo, e 0 mesmo procedimento foi feito
para a proteina na forma APO. Dentre os pacotes computacionais de dindmica molecular, aqui
foi utilizado o GROMACS (Van der Spoel, D., et al., 2005).

Além disso, ifons sodio e cloreto foram utilizados para uniformizar e atingir uma
requerida forga ionica de 0,105 molar. A trajetdria obtida a partir da MD foi comparada com
as propriedades obtidas dos resultados experimentais. A Figura 4 apresenta a estrutura
cristalografica do sistema dDAT-cocaina obtida pelo banco de dados de Protein Data Bank

PDB.
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Figura 4 — Estrutura cristalografica do transportador de DA de Drosophila em complexo com

cocaina inserida em uma bicamada lipidica. (Codigo Pdb: 4XP4).

Fonte: <www.pdb.org> Acesso em 01 de fevereiro de 2024.

A estrutura apresentada pela Figura 4 ¢ o sistema do transportador de DA de Drosophila
em complexo com cocaina, em que foi cristalizada pelo método de vapor de difusdo e gota em
suspensdo, com valor de pH igual a 6,8 e temperatura de 277 K. Obtida por meio do Protein
Data Bank, com codigo PDB 4XP4, a estabilidade deste sistema foi verificado pelas
interacdes entre a proteina (ADAT) e o ligante (cocaina). As hélices alfa representam os
segmentos estruturais da proteina que atravessam a bicamada lipidica da membrana celular,
desempenhando um papel importante na fun¢do e na interagdo da proteina com seu ambiente
celular.

Para a simulacdo do sistema cocaina-dDAT na forma APO, o mesmo foi inserido em
uma caixa cubica contendo agua explicita do tipo TIP4P.

Para a simulagdo, por Dindmica Molecular, do sistema na forma HOLO, a cocaina foi
parametrizada e inserida no sitio ativo da dDAT. Com isso, o sistema dDAT-cocaina também
foi inserido em uma caixa contendo agua do tipo TIP4P.

Todas as simulagdes realizadas neste projeto se deram utilizando-se os campos de forca
GROMOS (Oostenbrink, C., et al., 2004) ou OPLS-AA (Damm, W., et al., 1955). Para a
realizagdo desses calculos foram utilizados programas gratuitos e de dominio publico, como o
pacote computacional GROMACS 5.0.7 (Van der Spoel, D., et al., 2005).
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3.3 Ligplot+

Neste caso, ele foi utilizado para gerar representagdes 2D das interagdes entre a proteina
e os ligantes. Com isso, transformou automaticamente os complexos proteina-ligantes de uma
representacao tridimensional para uma representacao em apenas 2 dimensdes. Nesse processo,
o LigPlot+ posicionou os atomos ou residuos de forma que ndo houve sobreposicdo,
prezando, portanto, pela legibilidade da imagem.

Com isso, foi possivel identificar as ligagdes de Hidrogénio e as interagdes hidrofobicas
através do software HBPLUS (Mcdonald, I. K. e Thornton, J. M., 1994). Para calcular as
ligagcdes de Hidrogénio, foram utilizados critérios de distancia e angulagdo entre os atomos
envolvidos. O critério definiu a distancia entre o hidrogénio e o 4&tomo aceptor, utilizando o
regulamento do programa, que deve ser menor que 2,7A; a distancia entre o 4tomo doador € o
4tomo aceptor deve ser menor que 3,3A; o angulo entre esses trés atomos deve ser maior que
90°; e o angulo entre o hidrogénio, o 4&tomo aceptor e um atomo ligado ao 4&tomo aceptor deve
ser maior que 90°. Assim como, o critério utilizado para mapear interagdes hidrofobicas
obedeceu ao procedimento em que a distdncia entre dois a&tomos de carbono deve ser menor
que 3,9A (Fassio, A. e Napoli, V., 2015).

Para complementar, foi incluido o ambiente quimico local das interacdes, abrangendo a
presenga de solventes e a geometria das moléculas. Isso permitiu uma representagdo mais
precisa das interagdes bioldgicas e forneceu informagdes Uteis para a compreensao das

propriedades funcionais das proteinas e dos ligantes.

4 Resultados e Discussao

Os modelos tridimensionais da cocaina e da glicose foram otimizados em duas etapas.
Inicialmente a nivel semi-empirico pelo método Parametric Method 7 (PM7) através do
programa MOPAC2016 (Dewar M.; Dewar J., 2016).

A partir da otimizacdo da geometria, as estruturas de menor energia foram utilizadas
como input para o docking molecular com os pares ligante-dDAT. Nesse caso, foi utilizado o
programa AutoDock 4.0. O programa avaliou as dez melhores conformacdes para cada
substancia de acordo com a energia livre de ligagdo, e com isso, através do algoritmo genético
lamarckiano (LGA) foi realizada a busca pela menor energia de ligagao.

A Tabela 1 mostra os valores das energias livres de ligacdo e constantes de inibicao dos

ligantes para os célculos de docking.
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Tabela 1 — Energias de ligacdo e constantes de inibicdo de diferentes substancias no sitio de

interagdo do transportador da DA.

Substancia Ene(rliggzlcli éll g_g,lz;gﬁo Constallé‘;e(ﬂ&i;libigéo

Dopamina - 5,30 131,0
Glicose -2,61 12,2103
Cocaina - 8,81 0,349

A Tabela 1 mostra os valores que a interagdo do sistema cocaina-dDAT ¢
consideravelmente mais pronunciada que a interagdo do sistema glicose-dDAT, como era de
se esperar; entretanto, o monossacarideo apresentou uma energia de interagdo favoravel e
significativa, resultando em uma interagdo efetiva como ilustrado pela Figura 5. Isto confirma
a hipotese da literatura (Mckay, T., 2014), que a glicose ¢ capaz de estimular o sistema

nervoso central na mesma regido que a cocaina.

Figura 5 - Molécula de glicose ligada ao sitio central de interacdo da proteina transportadora

de DA (representagdo em Cartoon).

Fonte: Programa utilizado: VMD (Visual Molecular Dynamics) (2021).

A eficiéncia e a validagdo da metodologia de docking molecular foram realizadas
comparando a constante de inibi¢do enzimatica experimental (0,2 pM) (MCKAY, T., 2014)
com o valor obtido teoricamente (0,3 uM). Assim, devido a diferenga de apenas 0,1 pM na

previsdo da inibi¢do enzimatica, pode-se considerar a metodologia para previsao da energia de

interagdo da cocaina e glicose.
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Para que a descricdo do ambiente de interacdo dos sistemas deste trabalho fosse melhor
visualizado, foi utilizado o software LigPlot+ (Laskowski, R. e Swindells, M., 2011), em que
os arquivos PDBs dos sistemas glicose-dDAT; cocaina-dDAT e dopamina-dDAT foram
utilizados no programa. Neste caso, as imagens geradas pelo programa, representadas pelas
Figuras 6, 7 e 8, demonstram as interagdes dos residuos ndo-ligantes que ocorrem entre os

ligantes e o neurotransmissor da proteina transportadora de DA.

Figura 6 - Diagrama 2D do ligante DA no sitio ativo da proteina transportadora de DA. E
possivel visualizar neste diagrama os pontos de interagdo entre a molécula (DA) e os residuos

da proteina.

&:{:A)

Pl;::%

Gly425(A)

Ser421(A)
sl _ Phed3(a)

Asp46(A)

Fonte: Programa utilizado: Ligplot+ (2011).

Os itens que aparecem no grafico demonstram:

@=—=@ Ligacio do ligante
@—@ Ligacio do nio-ligante
@- --@ Ligacdo do Hidrogénio e distancia

Gly 423(A)

e
®

Residuos nio-ligantes na interacdo hidrofobica

Correspondentes atomos na interagdo hidrofébica

24



Este diagrama indica os pontos de interagdo entre a DA e os residuos da macromolécula
(dDAT), em que os residuos nao-ligantes Alall17(A), Phe325(A), Gly425(A), Asp46(A) e
P4g702(A) fazem parte da interagao hidrofébica, assim como os cofatores Serd21(A) e
Phe43(A) estdo interagindo por meio da ligacio de Hidrogénio, com distancias de 2,88A e
2,58A, respectivamente, indicando com niimero, seu sitio de ligacio. Com isso, é possivel
visualizar que hd uma predominancia das interagcdes hidrofobicas entre o ligante DA e os
residuos presentes da dDAT.

Dessa forma, a predominancia de ligagdes hidrofobicas indica uma certa dificuldade ou
impedimento que a DA se ligue adequadamente a proteina, reduzindo assim sua afinidade ou
eficacia. Outra consequéncia dessa predomindncia estad relacionada em influenciar a
seletividade do ligante para a proteina, favorecendo a ligagcdo de certos ligantes hidrofobicos
em detrimento de outros, por esse motivo, apds a DA ter sido transportada para o interior da
célula pré-sinaptica, ela € entdo liberada para o citoplasma, onde pode ser reciclada para uso

posterior ou metabolizada (Narayana P. A., et al., 2010).

Figura 7 - Diagrama 2D do ligante glicose no sitio ativo da proteina transportadora de DA.
Observam-se neste diagrama os pontos de interagcdo entre a molécula (glicose) e os residuos

da proteina.
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Fonte: Programa utilizado: Ligplot+ (2011).
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A glicose apresenta um numero de ligagdes hidrofobicas mais acentuado que a DA,
assim como, hd uma mudanga nos residuos que estao participando dessas interagdes. Assim, 0
residuos Gly(A), Phe325(A) e P4g(A) continuam com interagdes hidrofobicas, porém, o
residuo Phe43(A), que estava interagindo como ligagao de Hidrogénio, neste sistema esta de
forma hidrofobica. De maneira analoga, o residuo Alall7(A) neste sistema participa como
ligacdo de Hidrogénio, no sistema anterior participa das interagdes hidrofobicas. Por fim, o
residuo Ser412(A) continua nas ligacdes de Hidrogénio, porém, com uma interagdo a mais do
que o sistema anterior, medindo 3,02A e 2,75A.

De maneira similar, ¢ esperado que a glicose apresente mais interacdes hidrofobicas, ja
que sua estrutura interage de maneira reversivel, podendo assim, ser retirada do sitio de

ligacdo do transportador de DA.

Figura 8 — Diagrama 2D do ligante cocaina no sitio ativo da proteina transportadora de DA.
Observam-se neste diagrama os pontos de interacdo entre a molécula (cocaina) e os residuos

da proteina.
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Fonte: Programa utilizado: Ligplot+ (2011).
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Por outro lado, a Figura 7 demonstra que a cocaina neste sitio ativo ¢ totalmente
hidrofébica em relacao aos residuos.

As poses de menor energia livre obtidas apds o atracamento pelo programa AutoDock
foram analisadas no programa LigPlot+ com a finalidade de predizer os possiveis tipos de
interagdes presentes entre ligante-receptor. Para a cocaina, somente interacdes hidrofobicas
foram identificadas, sendo estas resultantes das partes apolares do ligante e secdes
hidrofobicas dos aminoacidos DA, glicose e cocaina (Figuras 6, 7 e 8). Desta forma, a
especificidade da manuten¢do da cocaina no sitio ativo da proteina transportadora da DA pode
ser atribuida somente a este tipo de interacao.

A quantidade de ligagdes hidrofobicas dos residuos do transportador de DA ligados a
cocaina apresentou-se maior em comparagdo a DA devido as diferencas na estrutura e
propriedades dessas moléculas.

Assim, como a cocaina € a DA tém estruturas moleculares distintas, a cocaina ¢ uma
molécula maior e mais complexa, com uma cadeia alifatica relativamente longa e grupos
funcionais variados, enquanto a DA ¢ uma molécula neurotransmissora relativamente pequena
€ mais simples.

A presenga de uma cadeia alifatica longa na cocaina pode aumentar a area de interagdo
com os residuos hidrofobicos do transportador de DA, proporcionando assim mais
oportunidades para a formagdo de ligagdes hidrofébicas em comparagdo com a DA.

Portanto, visando entender o comportamento estrutural dos sistemas dDAT-cocaina,
dDAT-glicose e dDAT-dopamina foi realizada, através do programa ORCA (2012), a busca
da localizacdo dos orbitais HOMO e LUMO, assim como seus valores energéticos. As
Figuras 9 e 10 apresentam os sistemas de interesse, assim como a localiza¢do dos orbitais e

seus valores energéticos.
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Figura 9 — (a) Representacdo dos orbitais HOMO do sistema dDAT-cocaina, com energia
igual a -11,3289 eV com dois orbitais ocupados. (b) Representagdo dos orbitais HOMO do
sistema dDAT-dopamina, com energia igual a -11,2011 eV com dois orbitais ocupados. (c)
Representagdao dos orbitais HOMO do sistema dDAT-glicose, com energia igual a -11,3289

eV com dois orbitais ocupados.

cocaine.mgf dopamine.mgf
Model 1.1 MO 59/109 (b) Model 1.1 MO 30/55
Energy = -11.3289 eV Energy = -11.2011 eV

Occupancy = 2 Occupancy = 2

glicose.mgf
(C) Model 1.1 MO 36/60
Energy = -12.3792 eV
Occupancy = 2

Fonte: Programa utilizado: ORCA (2012).

E possivel visualizar a semelhanga dos orbitais HOMO da cocaina e da DA, assim como
seus valores energéticos sdo mais proximos, porém, ndo ha semelhanca entre os orbitais da
DA com a glicose.

Dessa forma, o HOMO mostra, em termos de valores energéticos, que a cocaina se liga
no sitio ativo com maior intensidade, j4 que a DA tem valor energético mais proximo,
comparado a glicose. Com isso, evidencia a competi¢cdo pelo sitio ativo e o motivo pelo qual a

cocaina se liga de forma irreversivel.
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No caso da glicose, como o valor energético ¢ menor, assim como a diferenga entre os
orbitais da cocaina e da DA, ¢ evidenciado que a glicose interage no sitio ativo, porém, com

menor intensidade energética comparada a cocaina e a DA.

Figura 10 — (a) Representacdo dos orbitais LUMO do sistema dDAT-cocaina, com energia
igual a -11,3289 eV com dois orbitais ocupados. (b) Representacdo dos orbitais LUMO do
sistema dDAT-dopamina, com energia igual a -11,2011 eV com dois orbitais ocupados. (c)
Representagao dos orbitais LUMO do sistema dDAT-glicose, com energia igual a -11,3289

eV com dois orbitais ocupados.

dopamine.mgf
cocaine.mgf (b) Model 1.1 MO 31/55
Model 1.1 MO 60/109 Energy = -0.1911 eV
Energy = -0.435 eV Occupancy = 0

Occupancy = 0

(C) glicose.mgf

Model 1.1 MO 37/60
Energy = 1.1283 eV

Occupancy = 0

Fonte: Programa utilizado: ORCA (2012).

A Figura 10 apresenta a semelhanca dos orbitais LUMO entre a cocaina ¢ a DA
continuam, assim como a pequena diferenca energética. Porém, a glicose possui energia
maior, comparado as trés moléculas, o que explica uma maior disponibilidade para que
ocupem o orbital LUMO. Dessa forma, as interagdes com os receptores de DA tornam-se uma

possibilidade, ja que os orbitais HOMO dos mesmos podem reagir com o LUMO da glicose.
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As vantagens do HOMO e do LUMO da glicose possuirem valor energético mais
baixo estd no envolvimento em reacdes de transferéncia de elétrons, como a respiragao celular
e a fermentagdao. Quando o LUMO esta a uma energia mais baixa, facilita a transferéncia de
elétrons da glicose para outras moléculas.

Dessa forma, para avaliar a conformagdo e a sobreposicao espacial da cocaina no sitio
de ligacdo da DA, foi realizado um célculo de RMSD (Root Mean Square Deviation) para
obter a medida do desvio da estrutura dos dois sistemas ao longo do tempo. Para isso, cada
intervalo de tempo, executou-se uma sobreposi¢cdo da estrutura atual com a inicial para obter o

desvio entre ambas, o qual ¢ mostrado na Equacao 1.

RMSD(t;, to) = [~ Xty It — 1o(to)|I%]2 (1)

1
N
em que 1 e tj representam a posicdo do dtomo i no tempo: t; e to se referem a estrutura da

molécula no tempo zero. A Figura 11 mostra a representacdo grafica da evolugdo estrutural

dos dois sistemas dDAT e dDAT-cocaina em RMSD.

Figura 11 - RMSD dos sistemas dDAT (em preto) e dDAT-cocaina (em vermelho) obtidos

ao longo da simulagdo.
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Fonte: Programa utilizado: GROMACS (2023).

30



A Figura 11 mostra que os valores de RMSD aumentam até 0,4 nm de simulagdo de 0
a 2.000 ps para as formas HOLO (dDAT) e APO (dDAT-cocaina), respectivamente. Isso
mostra que a dDAT perde sua conformagao inicial.

Por conseguinte, 0 RMSD mantém média de 0,3 nm ao longo do tempo, para a forma
HOLO. Porém, para a forma APO, o RMSD mantém média de 0,5 nm. Com isso, o baixo
valor do RMSD na forma HOLO mostra que a estrutura da dDAT ndo apresenta mudancas
significativas ao longo da trajetéria da simulagdo. Ao contrario da forma HOLO, os valores
relativamente altos de RMSD da forma APO mostram que a proteina apresenta mudancas
conformacionais significativas. Esses dados revelam que a presenca da cocaina na regido do

sitio ativo da dDAT estabiliza sua estrutura.

5 Conclusao

No contexto das ferramentas utilizadas neste trabalho, podemos concluir que a cocaina
e a DA compartilham semelhangas estruturais em relagdo ao sitio ativo do transportador de
DA. Essas semelhangas podem ser evidenciadas pela sobreposicdo das conformagdes
moleculares, pelas interacdes especificas identificadas pelo LigPlot e pelo baixo valor de
RMSD, indicando uma conformagao semelhante das moléculas no sitio de ligagao.

Esses resultados indicam que a cocaina pode interagir com a dDAT de maneira
semelhante a DA, competindo pelo mesmo sitio de ligagdo e afetando a sinalizacao
dopaminérgica no cérebro. Uma compreensdo mais detalhada das interagdes moleculares
entre a cocaina e a dDAT pode ter implicagdes significativas no desenvolvimento de
tratamentos para transtornos relacionados ao uso de substincias e no design de novos
medicamentos direcionados ao sistema dopaminérgico.

A simulagdo computacional do sistema dDAT-glicose nao foi realizada devido a sua

energia de interagdo ser discrepante em compara¢ao com a cocaina.
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