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Resumo: O receptor p-opidide (MOR) faz parte do grupo de proteinas receptoras
existentes nas membranas celulares dos mamiferos, e tem como funcdo principal a
percepcao da dor. O mesmo € conhecido por estar relacionado a ativacéo de duas vias
de sinalizacéo, sendo a via da proteina G associada a analgesia (regulacéo normal da
sensacao de dor), e a da B-arrestina associada a efeitos indesejaveis (depressao
respiratoria, constipacdo, dependéncia, sedacdo, etc.). Estudos com substancias
derivadas da N-benzil piperidina 4-benzimidazolona e da salvinorina A identificaram
compostos com alta tendéncia a ativacdo de uma dessas vias de sinalizacdo. A
avaliacao da interacao ligante-receptor por meio da docagem molecular € um caminho
importante para a compreensao dos mecanismos que levam a ativacéo do receptor.
Palavras-chave: GPCR. Ligantes enviesados. N-benzil piperidina 4-benzimidazolona.
Salvinorina A.

1. Introducéo

O receptor p-opiodide (MOR) € uma proteina pertencente a classe A de
receptores acoplados a proteina G (GPCRS) presente na membrana celular dos
mamiferos. (SCHONEBERG et al.,, 2004; CHANG et al., 2015) Os GPCRs
mesmo apresentando diferentes classes, apresentam uma estrutura em comum
de sete hélices transmembranares (TM1-7), conectadas por trés alcas intra- (1L1-
3) e extracelulares (EL1-3). (PALCZEWSKI et al., 2000) O MOR tem como
funcao principal a percepc¢éao da dor, e é o principal alvo da morfina e de farmacos
derivados do 6pio. (SPETEA et al., 2013)

Ao ser ativado, desencadeia uma cascata de sinais que envolve duas vias
de sinalizacdo: a da proteina G (responsavel pelo processo de analgesia), e a
via da B-arrestina (relacionada com os efeitos adversos.). (BOHN, 1999; ZHOU,;
BOHN, 2014) A elucidacéo estrutural do MOR na sua forma ativa (codigo PDB:
5C1M) e inativa (cédigo PDB: 4DKL) possibilitou varios estudos computacionais
realizados na tentativa de elucidar, a nivel molecular, os mecanismos que levam
a ativacao deste receptor. (HUANG et al., 2015; MANGLIK et al., 2012; CONG
et al., 2015; SCHNEIDER; PROVASI; FILIZOLA, 2016; SENA JR et al., 2017;
SHANG; FILIZOLA, 2015).Dentre os novos farmacos, sao desejados aqueles
gue sao responsaveis preferencialmente pela ativacdo da via de sinalizacdo da
proteina G. Kennedy e colaboradores estudaram uma série de 51 moléculas
derivadas da N-benzil piperidina 4-benzimidazolona, com alta tendéncia a via da
proteina G. (KENNEDY et al., 2018) Outras substancias, derivadas da
salvinorina A, foram avaliadas por Crowley e colaboradores, sendo encontradas
moléculas com indicacado de tendéncia tanto para a proteina G quanto para -
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arrestina. (CROWLEY et al.,, 2020; CROWLEY et al.,, 2016) A realizacéo de
simulagbes com ligantes assim identificados sdo Uteis para contribuir na
compreenséo do fendmeno de tendéncia de ligantes.

Um dos métodos da quimica computacional que € amplamente utilizado para
o estudo das intera¢cdes no complexo ligante-receptor € a docagem molecular.
REF Esse método de alta performance € vastamente utilizado no design de
drogas assistido por computador, e visa investigar, dentro de um conjunto de
varios compostos, um ligante que apresente uma interacao significativa com uma
macromolécula, seja através da antecipacao do modo de ligacdo entre o ligante
e o0 receptor até o célculo da afinidade de ligagdo. (FERREIRA et al., 2015).

As simulagGes podem ser executadas considerando o receptor na sua forma
rigida ou flexivel. Na abordagem rigida a estrutura macromolecular permanece
estatica enquanto os ligantes sao flexiveis e buscam se adequar da melhor forma
ao sitio de ligacdo. Ja na abordagem flexivel, os ligantes e as estruturas
pertencentes ao sitio ativo do receptor, como suas cadeias ramificadas e 0s
aminoacidos que participam do processo de ligacdo, sdo consideradas
dindmicas, sendo livres para se ajustarem um ao outro. As poses obtidas no
processo de docagem podem ser utilizadas em simulagcdes de dinamica
molecular subsequentes, a fim de refinar a estrutura e observar sua evolugéo.
(GODOI et al., 2017).

2. Objetivo

Com este projeto serdo obtidos os modelos computacionais de ligantes com
reconhecida acao enviesada no receptor p-opioide, bem como suas possiveis
poses de ligacdo, a fim de serem utilizados em simulacbes de dinamica
molecular.
Especificamente, o projeto propde:

e A otimizacédo da geometria molecular dos ligantes, em sua forma neutra
e/ou protonada (a depender do caso), utilizando métodos de quimica
guantica;

e A realizacdo da docagem molecular das estruturas otimizadas no sitio
de ligacdo do receptor p-opidide em suas formas inativa e ativa
(disponiveis no banco de estruturas de proteinas PDB);

e A parametrizacdo dos ligantes para permitir sua utilizacdo com o
software de dindmica molecular GROMACS;

e O desenvolvimento de recursos humanos para a area de quimica
computacional/biofisica molecular;

e A promocéao de simula¢cdes computacionais no ambiente da graduacéo
e p6s-graduacao do Departamento de Quimica Biologica.

3. Metodologia

As moléculas que compBem este estudo serdo selecionadas a partir de
artigos da literatura que relatam comportamentos enviesados das mesmas frente
ao receptor p-opiodide. Inicialmente estdo pré-selecionadas as substancias
mostradas abaixo, descritas por Kennedy e Crowley. (CROWLEY et al., 2020;
KENNEDY et al., 2018) Foram selecionados seis ligantes, sendo trés descritos
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por Kennedy e os outros trés por Crowley. O critério para selecdo dos mesmos
levou em consideragéo o fator de enviesamento, que se trata da tendéncia que
essas substancias tem em ativar uma das vias de sinalizacdo do receptor p-
opioide (via da proteina G e via da B-arrestina). Os ligantes C25, K44 e K46 tem
viés para a via da proteina G enquanto K01, CO7 e C18 para a via da B-arrestina;
suas estruturas podem ser vistas na Figura 1. O acompanhamento da literatura
podera levar a inclusdo de outras substancias no estudo.

Figura 1:Formulas estruturais dos ligantes selecionados para o estudo. Os cédigos
representam o autor (C — Crowley, K — Kennedy) e o nUmero do composto descrito.

Os ligantes pré-selecionados passardo por um processo de otimizacao de
suas geometrias, utilizando o programa G.A.M.E.S.S. (General Atomic and
Molecular Structure System).(Barca, G. M. J. et al. 2020). Neste processo
também serdo calculadas as cargas atdbmicas parciais, necessarias em etapas
futuras.

As estruturas otimizadas serdo docadas nas estruturas do receptor p-opidide
em suas formas inativa (cédigo PDB: 4DKL) e ativa (cddigos PDB: 5C1M e
6DDF), utilizando o software AutoDock4.(MORRIS et al., 2009) Os parametros
de docagem serdo ajustados para busca por algoritmo genético, 100 corridas
com 1.000.000 de avaliagdes de energia cada. As poses de menor energia seréo
selecionadas para parametrizacdo e utilizacdo em simula¢des de dinamica
molecular. Barca, G. M. J. et al

As estruturas selecionadas (ligante/receptor) serdo parametrizadas com o
campo de forca Amber, utilizando os programas: RESP, Antechamber, e
ACPYPE.(WANG et al. 2000;SOUSA, VRANKEN 2012)
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4. Resultados

A obtencéo de estruturas moleculares otimizadas € o primeiro passo para
viabilizar a construgédo de modelos para simulagbes. Com a execucéo do projeto,
varias estruturas de ligantes prontas para serem utilizadas em estudos
posteriores estardo disponiveis.

Com a docagem molecular seréo obtidas poses iniciais para serem utilizadas
em simulacdes de dindmica molecular. Também é possivel, a partir destas
realizar algumas inferéncias a respeito da interacdo ligante-receptor. A
parametrizacdo dos ligantes em suas poses selecionadas compde uma etapa
fundamental para a execucgao da dinamica molecular.

5. Concluséo

O estudo de novos ligantes em interacdo com o receptor p-opidide, a ser
desenvolvido nesse projeto, possibilitara um melhor entendimento em relacéo a
proteina, no que diz respeito principalmente aos mecanismos que levam a sua
ativacdo. As caracteristicas de acado dos ligantes selecionados, com ativacao
preferencial de uma das vias de sinalizacao, possibilitam uma investigacdo mais
ampla do efeito de viés. As estruturas aqui obtidas, ao serem investigadas
através de simulagbes de dinamica molecular, contribuirdo para uma maior
compreensao dos fatores determinantes para o desenvolvimento de farmacos
com melhor efeito terapéutico, e efeitos colaterais reduzidos.
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