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Resumo: O receptor p-opioide (MOR) pertence a classe A dos GPCRs e tem como
funcdo principal a mediagcédo da dor e a regulacdo de processos fisiolégicos como a
analgesia. Nesse sentido, ele é considerado o principal alvo da morfina e de diversos
outros farmacos derivados do Opio. Diversas abordagens no campo da quimica
computacional possibilitam a melhor compreens@o dos mecanismos que levam a sua
ativacéo, bem como a elucidacdo dos mecanismos estruturais envolvidos. Dentre elas,
tem-se a dindmica molecular. Essa técnica consiste em prever como 0s atomos em um
sistema molecular irdo se movimentar, considerando as intera¢cdes com sua vizinhancga,
podendo assim avaliar caracteristicas como alterac6es conformacionais, enovelamento
de proteinas e ligacao ao ligante de interesse. A mesma, contribui significativamente no
desenvolvimento das pesquisas do ramo farmacéutico e na descoberta de novos
medicamentos. Neste trabalho foi realizado a preparacédo prévia de novas estruturas
dos receptores a partir do alinhamento das estruturas representativas do receptor k-
opioide com as estruturas intermediarias do MOR obtidas através de trajetdrias de
dindmica molecular. Nesse sentido, a partir dos resultados obtidos, pode-se observar
gque os sistemas MOR(MOP-NLX) apresentaram valor minimo de RMSD em
comparagdo com os demais sistemas. Além de que foi identificado nesses complexos,
choques de contatos entre residuos presentes na estrutura do MOR complexado com a
proteina G, totalizando 34 e 22 choques respectivamente.
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1. Introducédo

O receptor u-opioide (MOR) € uma proteina pertencente a classe A dos
GPCRs e tem como funcéo principal a mediacdo da dor e a regulacdo de
processos fisiolégicos como a analgesia (CHANG et al., 2015). O MOR ¢é o
principal alvo da morfina e de diversos outros 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 da B-arrestina (relacionada com os efeitos adversos.) (BOHN
etal., 1999; ZHOU; BOHN, 2014). Dentre os efeitos indesejaveis produzidos pelo
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uso de opioides destacam-se: dependéncia medicamentosa, nduseas, vomitos,
constipacéo, e depressao respiratéria (MADARIAGA-MAZON et al., 2017).

Abordagens estruturais dos GPCRs no campo da quimica computacional
possibilitam a melhor compreensdo dos mecanismos que levam a ativagdo dos
mesmos, além de contribuir no desenvolvimento das pesquisas do ramo
farmacéutico e na descoberta de novos medicamentos. Diversas técnicas séo
comumente utilizadas a fim de possibilitar a melhor compreenséo dos GPCRs,
dentre elas destaca-se uma principal: a dindmica molecular (ZHOU et al., 2019).

As simulagbes de dinamica molecular tém o intuito de prever como 0s
atomos em um sistema irdo se movimentar e se posicionar, levando em
consideracdo as interacdes intermoleculares, alteracdes conformacionais,
enovelamento de proteinas e possiveis ligacdes.(HOLLINGSWORTH; DROR,
2018) Essas simulaces permitem que se construa os modelos estruturais mais
provaveis para um composto, com resolucdo atdbmica, fazendo com que se possa
entender de forma mais clara as mudancas conformacionais.

No caso do MOR, as simulacdes de dindmica molecular permitem a
construcdo de novas estruturas. Em estudo realizado por Sena e colaboradores
(2021) a partir de simulacbes de amostragem aprimorada (RESTZ2), foram
apresentadas estruturas intermediarias do MOR em complexo com quatro
importantes ligantes : Morfina (MOP) ,um agonista total classico, (CORDER et
al., 2017), naloxona (NLX), um antagonista,(NAKAMURA et al., 2020), naloxona
benzoil-hidrazona (NBH), um agonista parcial,(OLIANAS et al., 2006) e BU72
(B72), principal ligante em termos de afinidade de ligacdo.(HUANG, W. et al.,
2015). Trés desses complexos MOR-(MOP/NBH/NLX) serdo abordados nesse
estudo, por utilizarem a estrutura do MOR em sua forma inativa.

A proteina G é um dos componentes estruturais principais acoplados aos
GPCRs. Dessa forma, essas estruturas, em conjunto, constituem a maior
superfamilia de proteinas presentes no genoma humano. A estrutura cristalizada
mais recente do receptor p-opioide encontra-se acoplada a proteina G

correspondente. Entretanto, as estruturas tanto do receptor quanto da proteina
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G néo estdo completas. (KOEHL, HU et al., 2018)

Diversos GPCRs, tanto de classes iguais como diferentes apresentam
similaridades entre si, o estudo comparativo dessas proteinas possibilita
identificar caracteristicas estruturais conservadas presentes entre as mesmas.
Os trés subtipos dos receptores opioides, 6 (DOR), k(KOR), y(MOR) apresentam
um total de 70% de igualdade entre si em relacao a estrutura dos seus dominios
transmembranares (TM). No caso do MOR e KOR, ambos possuem mais
semelhancas, visto que apresentam atividade analgésica devido a sinalizacéo
da proteina G. (MAFI et al., 2020a)

As duas estruturas representativas do KOR utilizadas no alinhamento com
MOR nesse estudo foram obtidas a partir do artigo de Mafi e colaboradores
(2021). Sendo que as mesmas correspondem a trajetorias diferentes (1 e 2), ou
seja, sistemas iguais que apresentam comportamento distinto das particulas em
termos de posicao e velocidade em um determinado tempo especifico.(MAFI et
al., 2020; NAMBA et al., 2008)

2. Objetivos
O presente trabalho teve como principal objetivo construir um modelo
funcional do complexo receptor p-opioide (MOR)/ proteina G para ser utilizado
em simulacfes de dinamica molecular.
Especificamente os interesses desse trabalho sao:

e Realizar o alinhamento do MOR com o receptor k-opioide (KOR), que
assim como o primeiro, também forma complexo com a proteina G de
acordo com a literatura;

e Investigar a viabilidade dos complexos formados para construcao de
um sistema refinado MOR-Proteina G.

3. Metodologia
Os complexos do receptor opioide com a proteina G foram construidos a
partir de estruturas intermediarias do MOR na sua forma inativa, provenientes de

trajetérias de dindmica molecular (MD) realizadas anteriormente por SENA JR et
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al., (2021), alinhadas a estruturas representativas do receptor k-opioide em
complexo com a proteina G, modelados por Mafi e colaboradores (2021).

Os receptores foram dispostos e submetidos ao processo de alinhamento,
utilizando o programa UCSF Chimera (v. 1.12.)(XU et al., 2019). Ap6s o
alinhamento, foi calculado o RMSD das respectivas estruturas considerando as
posicbes dos carbonos alfa(Ca) das estruturas resultantes a partir do
alinhamento. Dessa forma, para melhor avaliar a viabilidade dessas estruturas
para constru¢do do sistema MOR-Proteina G refinado, seréo consideradas as
estruturas que apresentarem menores valores de RMSD e menor quantidade de
residuos em choque na interface MOR-proteina G.

4. Resultados
Foram obtidos os valores de RMSD referente ao alinhamento do KOR
(trajetoria 1 e 2) com as estruturas do MOR complexado com os ligantes (Morfina
(MOP), Naloxona (NLX) e Naloxona-Benzoilhidrazona (NBH)). A Figura 1 abaixo

mostra os sistemas KOR-proteinaG(A) e o MOR-proteinaG apdés o alinhamento.

Figura 1: Representacdo da estrutura dos receptores sendo, (A) referente a estrutura do KOR
complexado com a proteina G e (B) referente a estrutura do MOR complexada com a proteina G
presente na estrutura do KOR apés a realizacdo do alinhamento.

A partir do alinhamento, foi obtida seis estruturas do MOR com o0 KOR, de
modo que a estruturas intermediarias foram complementadas com a proteina G
presente na estrutura representativa do KOR. Dessa forma, a partir da analise

dos dados de RMSD, observa-se que dentre os sistemas obtidos a estrutura do
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KOR (trajetéria 1) alinhado com o MOR-NLX apresentou menor RMSD (1,115 A)
em relagdo aos outros sistemas e um total de 22 choques de contato com
residuos presentes entre as estruturas do MOR e a proteina G quando alinhados.
Enquanto que o0 MOR_MOP teve o menor valor de RMSD (1,159 A) com a
estrutura do KOR (trajetéria 2), e um total de 34 choques de contatos com 0s

residuos.

5. Conclusao

A partir dos resultados obtidos, pode-se perceber que o0s sistemas
MOR(MOP-NLX) apresentaram valor minimo de RMSD quando alinhados a
estruturas representativas do KOR, quando comparado com os demais
sistemas. Foi identificado os choques de contatos dos residuos presentes entre
os complexos MOR(MOP-NLX) e a proteina G do KOR (trajetéria 1 e 2),
totalizando 34 e 22 choques de contatos respectivamente. Dessa forma, a partir
desses e de outros resultados a partir do alinhamento com novas estruturas
representativas, sera possivel fazer uma selecdo mais minuciosa em relacéo a
esses receptores, de modo que os escolhidos serdo utilizados como ponto de
partida para posteriores analises através de simulaces de dinamica molecular.
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