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RECEPTOR p-OPIOIDE
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Resumo: O receptor p-opidide pertence a classe A dos receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), atuando na percepc¢do e regulacdo normal da dor, sendo o
principal alvo da morfina e de farmacos derivados do Opio. Esse receptor esta
relacionado a ativacdo de duas vias de sinalizagdo, sendo uma associada a analgesia,
e a outra a efeitos indesejaveis (depressao respiratéria, dependéncia, sedacao, etc.).
Este trabalho tem o intuito de analisar as energias de ligacdo e as interagbes
existentes entre diferentes ligantes e conformagdes do receptor p-opidide. Os ligantes
considerados foram morfina, buprenorfina, cebranopadol e a oliceridina. Todos eles
apresentaram interagdo com o residuo D147, como esperado, e energias de ligacao
menores quando ligados a forma inativa do receptor.
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1. Introducéo
Os receptores acoplados a proteina G (GPCRSs) constituem o maior grupo

de proteinas receptoras presentes na membrana celular da maioria dos
mamiferos. (SCHONEBERG et al., 2004) Estes apresentam uma estrutura em
comum de sete hélices transmembranares, onde sua cavidade funciona como
um dominio de ligacdo. Os GPCRs ligam-se a neurotransmissores, pequenas
moléculas, horménios e outras diversas substancias, a fim de intermediar
respostas entre uma variedade de sinais externos. (LEFKOWITZ, 2004) Devido
a isso, cerca de 40% dos farmacos tém como alvo os GPCRs. (SIUDA et al.,
2017; WU et al., 2017)

Um dos representantes do grupo dos GPCRs € o receptor p-opioide (MOR)
que esta relacionado a regulacao de processos fisioldgicos como a analgesia.
Tanto opioides (ligantes que tem como alvo um receptor opidide) enddgenos,
como a encefalina, quanto exégenos, como a morfina), atuam sobre esses
receptores, desencadeando de maneira eficiente efeitos antinociceptivos.
Porém, os mesmos sdo responsaveis por desencadear diversos efeitos
indesejaveis como dependéncia, constipacdo e problemas respiratorios
(MEIRELES et al., 2012; MADARIAGA-MAZON et al., 2017; WU et al., 2017;
PIEKIELNA-CIESIELSKA et al., 2018).
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Um dos métodos da quimica computacional que é frequentemente utilizado
para o estudo das interacdes no complexo ligante-receptor é a docagem
molecular. Esse método é vastamente utilizado no design de drogas assistido
por computador, podendo ser aplicado em diversas etapas desse processo que
vai desde a antecipacdo do modo de ligacdo entre o ligante e o receptor,
passando pela identificacdo de potenciais ligantes, até o calculo da afinidade

de ligacado. (FERREIRA et al., 2015)

O processo de docagem molecular envolve a previsdo da interacéo entre o
ligante e o sitio ativo da macromolécula em diferentes conformacdes
estruturais, seguido da classificacdo dessas conformacdes utilizando funcbes
de pontuacdo que calculam a afinidade de ligacdo no complexo. Essas
simulacdes podem ser executadas considerando o receptor rigido ou flexivel.
Na abordagem rigida a estrutura macromolecular permanece estatica enquanto
os ligantes séo flexiveis e buscam se adequar da melhor forma ao sitio de
ligacdo. J& na abordagem flexivel, os ligantes e as estruturas pertencentes ao
sitio ativo do receptor, como suas cadeias ramificadas e os aminoacidos que
participam do processo de ligacdo, sdo consideradas dinamicas, sendo livres
para se ajustarem um ao outro. (MUCHTARIDI et al., 2017;GODOI et al.,
2017).

Portanto o estudo das estruturas e possiveis conformacdes dos GPCRs,
durante o seu processo de ativacdo, podem contribuir para a compreensao do
funcionamento dessa familia de receptores. Tal fato colabora de forma
preliminar para o desenvolvimento de novos farmacos mais eficientes e com
menor ocorréncia de efeitos adversos.

2. Objetivo

Este projeto tem como objetivo geral estudar as nuances estruturais que
levam a ativacdo de um GPCR, procurando relaciona-las com a via de ativacao
associada ao respectivo ligante que o provocou.
Especificamente estamos interessados em:

> Avaliar o sitio ativo do receptor p-opioide em diferentes conformacdes
através da docagem molecular;

> Estabelecer critérios de classificacdo de conformac¢des do MOR em uma
escala de atividade, baseados na afinidade dos ligantes com os
mesmos, observadas por docagem molecular;

» Comparar os dados obtidos com 0 MOR com aqueles disponiveis para
outros GPCRs (uma vez que existem varios residuos conservados de
uma classe de GPCR para outra);
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3. Metodologia

Os alvos selecionados foram as estruturas cristalinas do MOR, tanto na
forma ativa (PDB: 5C1M) quanto inativa (PDB: 4DKL). As estruturas
cristalizadas foram obtidas a partir do repositério Protein Data Bank
(www.rcsb.org).

Dentre os ligantes selecionados para a realizacdo do processo de docagem
molecular estdo quatro agonistas do receptor y-opioide sendo estes a morfina,
buprenorfina, cebranopadol e a oliceridina.

Os ligantes selecionados para o estudo passaram por um processo de
otimizacdo de suas geometrias, utilizando o programa G.A.M.E.S.S. (General
Atomic and Molecular Structure System).

Os arquivos foram processados pelo programa AutoDockTools 4.2 no qual
as estruturas dos receptores e ligantes foram convertidas em um formato que
seja compativel com o software AutoDock 4. Apenas nos ligantes foram
adicionadas cargas parciais de Gasteiger e selecionadas suas ligacbes
rotacionaveis. As estruturas do receptor apresentaram residuos considerados
flexiveis, conforme o tipo de ligante selecionado. Uma caixa de simulacdo com
dimensdes suficientes para acomodar o sitio de ligacdo e os ligantes, e que
permita sua rotacdo dentro desse sitio, foi definida. Utilizando o Algoritmo
Genético Lamarckiano o processo de docagem molecular sera realizado.

Os parametros que foram avaliados na analise de dados sdo a energia de
ligacdo e os residuos proximos. Os dados das interacfes dos residuos
proximos foram expressos em um diagrama e avaliados visualmente, levando
em consideracao a formacéo de ligacdes de hidrogénio.

4. Resultados

Foram analisados os parametros de energia de ligacdo e residuos do
receptor ativo e inativo na sua forma flexivel em interacdo com os ligantes
buprenorfina, cebranopadol, oliceridina e morfina. A Tabela 1 apresenta os
respectivos valores.

Tabela 1: Dados da energia e residuos das ligacGes do receptor ativo e
inativo na forma flexivel.

Receptor ativo Receptor inativo
Ligantes Energia de ligagéo Energia de ligagéo
(kcal) (kcal)
Buprenorfina -30,27 -27,47
Cebranopadol -27,32 -24,41
Morfina -27,35 -25,82
Oliceridina -27,83 -25,66
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Em relacdo a energia de ligacao entre os ligantes e o receptor, notou-se
que dentre os quatro ligantes, a buprenorfina, nos receptores inativo e ativo
apresentou a menor energia (-30,27 kcal e -27,47 kcal) respectivamente, sendo
assim, o ligante com maior grau de afinidade ao MOR
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Figura 1: Interacdo dos ligantes cebranopadol (A),buprenorfina (B),oliceridina
(C) e morfina (D) com os seus respectivos residuos do receptor na forma
inativa.

Ao analisar os dados da Figura 1, pode-se perceber que todos os ligantes,
com o receptor tanto na forma ativa como inativa, apresentaram interacdo em
comum com o residuo ASP147 da proteina. Isso se deve ao fato de que esse
residuo € conservado em outros GPCRs e apresenta uma forte tendéncia a
formar pontes salinas com os ligantes. (ELLIS et al., 2018)

5. Concluséo

A partir dos resultados obtidos, pode-se perceber que o ligante
buprenorfina apresentou uma maior afinidade pelo MOR no seu estado ativo e
inativo, quando comparado com os demais ligantes. Também observa-se que
as energias de ligacdo na forma inativa sdo menores que na forma ativa, o que
condiz com o fato do receptor poder ter sua ativacédo disparada pelos ligantes,
e por apresentar uma diferenca pequena, também permite a estabilizacdo do
estado ativo.
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