V SEMANA UNIVERSITARIA DA URCA

07 a 11 de Dezembro de 2020
Tema: “Os impactos e desafios da pandemia COVID no ensino,
pesquisa e extensao”

XXl Semana de Iniciacédo Cientifica ”ll ui" s “7"

771983

DOCAGEM MOLECULAR EM MULTIPLAS CONFORMAGCOES DO
RECEPTOR p-OPIOIDE

Rubem Francisco Silva Bezerral, Guilherme Mota dos Santos?, Josué
Dantas de Sousa® Mira Raya Paula de Lima*Diniz Maciel de Sena Junior®

Resumo: O receptor p-opioide (WOR) € um GPCR de classe “A” que esta relacionado a
regulacdo de processos fisiolégicos. A sua ativacdo acontece mediante estimulos
exogenos ou enddgenos que levam a modificagdes estruturais no HOR, desencadeando
um processo de sinalizacdo através da proteina Gi, resultando em analgesia e sedacao.
O UOR também pode sinalizar por meio da B-arrestina e essa via € associada aos efeitos
indesejaveis dos analgésicos opioides incluindo tolerancia, supressao respiratéria e
constipacdo. Este trabalho tem como finalidade analisar as conformagfes estruturais
que levam a ativacdo do pPOR através de técnicas computacionais de docagem
molecular.
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1. Introducéao

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) constituem a maior
familia de receptores de superficie celular no corpo humano e desempenham um
papel fundamental na sinalizacdo celular. Estes se ligam a neurotransmissores,
pequenas moléculas, horménios e outras diversas substancias, a fim de
intermediar respostas entre uma variedade de sinais externos (SIUDA et al.,
2017; WU et al., 2017). Cerca de 800 GPCRs séo codificados dentro do genoma
humano e s&o distribuidos em quatro classes distintas: A, B, C e F
(JAKOWIECKI, 2020).

Estes apresentam uma estrutura em comum de sete a-hélices
transmembranares (TM1-TM7), ligados por trés alcas intracelulares (ICL1-ICL3)
e trés extracelulares (ECL1-ECL3) (MANGLIK, 2012). O conhecimento de suas
estruturas em varios estagios de ativagdo, com base no niamero crescente de
estruturas cristalinas resolvidas, é fundamental para a compreensdo da
farmacologia do receptor.

O receptor p-opidide (LOR) € um GPCR de classe A que esté relacionado
a regulacdo de processos fisiolégicos. A sua ativacdo resulta na sinalizacdo
através da proteina G inibitéria (Gi), promovendo analgesia e sedacao
(JAKOWIECKI, 2020). O pOR pode sinalizar também por meio da via da -
arrestina, sendo esta responsavel pelos efeitos indesejaveis dos analgésicos
opioides, como a tolerancia, a supressao respiratoria e a constipacdo. O HOR
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tem sido objeto de intenso foco nos esforcos de descoberta de novas drogas
com a identificacdo de varios ligantes com eficacia variavel. Essas drogas
ocupam um amplo espectro quimico, desde pequenas moléculas a uma
variedade de peptideos enddgenos e sintéticos (HUANG, 2015-; PASTERNAK
et al., 2013). Além disso, o HOR é responsavel por quase 40 medicamentos
aprovados pelo FDA (HAUSER et al., 2018).

Uma proposta para reducdo dos altos custos inerentes a descobertas de
novos farmacos € a utilizagdo de métodos computacionais. Dentre estes
meétodos pode-se destacar a docagem molecular que busca a predicdo do modo
de ligacdo de um molécula ligante na regido do sitio de ligacdo do seu receptor,
e a técnica de simulacdo de dinamica molecular (MD), bastante utilizada para
investigar a estrutura e funcédo de biomoléculas e seus respectivos complexos.
Esta técnica propicia a flexibilidade de ambos, ligante e receptor, explorando
suas interacdes de maneira mais eficaz e reforcando a complementaridade entre
eles. Além disso, ha a possibilidade de se trabalhar com sistemas solvatados
bem como de implementagdo de membranas celulares. (NAMBA et al., 2018)

2. Objetivos

Predizer a afinidade entre o POR e farmacos opidides através da
docagem molecular, avaliando-se o sitio de ligacdo em diferentes conformacdes
do receptor, e classificar as estruturas intermediérias com seu respectivo indice
de ativacao.

3. Metodologia

Foram selecionadas estruturas cristalinas do pOR, tanto em sua forma
ativa (cédigo PDB: 5C1M) (HUANG, 2015) quanto inativa (codigo PDB: 4DKL)
(MANGLIK, 2012), bem como estruturas representativas, intermediarias, obtidas
de trajetérias de MD.

Os ligantes utilizados foram os agonistas Fentanil, PZM21, Sufentanil,
Oxicodona; o agonista parcial Naloxona Benzoil-hidrazona e o antagonista
Naloxona. Suas estruturas tridimensionais foram obtidas a partir do repositério
PubChem. A preparacao dos ligantes seguiu o0 seguinte procedimento: primeiro
as estruturas tiveram a sua geometria otimizada utilizando o software
G.A.M.E.S.S. (General Atomic and Molecular Structure System). (BARCA et al.,
2020). Para isso o nivel de teoria Hartree-Fock (HF) e a funcdo de base 6-
31G(d,p) foram empregados.

4. Resultados

Os parametros utilizados na docagem molecular foram definidos pelo processo
de redocagem a partir de estruturas disponiveis na base de dados PDB. Em
seguida todas as estruturas foram processadas utilizando o programa
AutoDockTools4.2 (MORRIS et al.,, 2009). Apenas para os ligantes foram
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adicionadas cargas parciais de Gasteiger e selecionadas suas ligacdes
rotacionaveis. Para o receptor foram selecionados residuos considerados
flexiveis (D14733%2, Y148333, W293648 [296651, V30065, 1322739, Y326743,
K233>3°, H297%52) que apresentam um potencial de interacdo com o agonista
BU72 (HUANG, 2015). O algoritmo Genético Lamarckiano foi utilizado para o
processo de docagem molecular.Os parametros avaliados na analise de dados
sao a energia de ligacao e os residuos proximos.

A redocagem do BU72 na estrutura 5C1M reproduziu muito bem a pose
original (RMSD= 0,069A). Os valores obtidos de energia obtidos nas docagens
dos outros ligantes nas diversas estruturas, utilizando os mesmos parametros,
podem ser observados na Tabela 01.

Estrutura LA Energia de ligagé&o / kcal/mol

Cluster P21 FEN SUF OXY NBH NLX

1 38.69 -21,23 -20.57 -21.08 -20.53 -22.51 -21.61

2 25,08 -23,43 -23.41 -24.02 -24.18 -26.98 -24.43

B72 3 36.09 -23,88 -24.75 -25.67 -22.5 -25.16 -24.05

‘ 1 -53.78 -24,51 -23.44 -23.8 -24.87 -24.11 -23.96
2 -47.06 -21,29 -21.22 -22.04 -23.01 -25.01 -24.22

MOP 3 -45.01 -22,42 -22.97 -21.48 -23.13 -24.94 -22.95

‘ 1 -53.96 -21,94 -23.84 -23.23 -21.4 -23.17 -23.25
2 -68.85 -21,39 -20.54 -19.8 -24.43 -23.5 -23.28

3 -63.03 -22,51 -20.81 -21.62 -22.13 -22.72 -23.47

4 -66.5 -22,38 -22.98 -23.28 -23.43 -25.18 -23.98

NBH 5 -45.94 -25,52 -22.6 -24.11 -23.78 -25.02 -24.5

1 -63.76 -23,73 -22.92 -23.91 -22.59 -24.76 -24.14

NLX 2 -60.26 -25,71 -23.68 -24.22 -24.91 -26.4 -25.72

Tabela 01 - I.A (indice de ativagdo); Os ligantes estéo representado com 3 letras, os valores de
energia estdo em kcal/mol. De acordo com o indice de ativagdo universal somente os Cluster
B72 estdo com maior proximidade do estado ativado.

Na Figura 2 apresentam-se os ligantes no sitio de ligagdo em sua
conformacdo de menor energia, é possivel observar uma forte tendéncia de
interacdo com os residuos D1473%2, Y326"43 e Y148332, Esse tipo de contato é
analogo ao descrito na literatura (HUANG et al., 2015).
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Figura 02 - (A) Fentanil com receptor (B72 - Cluster 03); (B) Naloxona Benzoil-hidrazona com
receptor (B72 - Cluster 02); (C) Naloxona com receptor (NLX - Cluster 02); (D) Oxycodona com

receptor (NLX - Cluster 02); (E) PZM21 com receptor (NLX - Cluster 02) ; (F) Sufentanil com
receptor (B72 - Cluster 03).

A Figura 03D ilustra interacdo de curta distancia D147%32 com o
grupamento amina protonado, 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. Na Figura 03A e 03B sao apresentadas interagcdes com
o residuo K2335%3° e também Y148333 nos sistemas Fentanil com receptor (B72
- Cluster 03) e Naloxona Benzoil-hidrazona com receptor (B72 - Cluster 02) onde
a estrutura do receptor esta mais proxima do estado ativo se comparado aos
outros sistemas.

5 Concluséo

Pdde-se observar que as afinidades dos ligantes variam de acordo com a
conformacao do receptor. Conformagcdes em um estado de ativacdo mais alto
tendem a favorecer interagées com os residuos K233%3°, Y148333 enquanto
aquelas com menor indice de ativacéo preferem D147332 e Y326743. A docagem
molecular permitiu obter poses que estdo sendo preparadas para simulacdo de
dindmica molecular, nas quais serdo feitas analises mais elaboradas para
correlacionar as energias de ligagédo calculadas com os indices de ativacdo de
cada conformacéo.
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