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Resumo: O receptor p-opidide (UOR) € um GPCR pertencente a classe “A” que esta
relacionado a regulagéo de processos fisiolégicos. A ativagdo do yOR acontece por
intermédio da ligagcdo com pequenas moléculas ou peptideos, desencadeando um
processo de sinalizagdo através da proteina Gi, promovendo efeitos de analgesia e
sedacdo. O POR possui outra via de sinalizagao por meio da B-arrestina que esta
associada aos efeitos adversos dos analgésicos opioides. Alguns ligantes séo capazes
de ativar preferencialmente uma das vias em detrimento da outra, abrindo
oportunidades de desenvolvimento de farmacos mais potentes e com menos efeitos
colaterais. O objetivo deste trabalho foi analisar as conformacbes estruturais de
ligantes reconhecidamente enviesados em complexo com o yOR através de técnicas
computacionais de docagem molecular.
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1. Introdugao

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) constituem a maior
familia de receptores de superficie celular no organismo humano e exercem um
papel fundamental na sinalizagéo celular. Estes se ligam a neurotransmissores,
hormdnios e outras diversas substancias, para intermediar respostas entre uma
variedade de sinais externos (SIUDA et al., 2017; WU et al., 2017).

Os GPCRs apresentam similaridades estruturais, sdo elas: sete a
-hélices transmembranares (TM1-TM7), ligadas por trés algas intracelulares
(ICL1-ICL3) e trés extracelulares (ECL1-ECL3) (MANGLIK, 2012). A
compreensao de suas estruturas em varios estagios de ativagdo, com base no
numero crescente de estruturas elucidadas, é fundamental para a
compreensao da farmacologia do receptor.
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O receptor p-opidide (MOR) é um GPCR de classe “A” que esta
relacionado a regulagcéo de processos fisioldgicos. A sua ativagéo por opioides
como a morfina resulta na sinalizacdo através da proteina G inibitéria (Gi),
promovendo analgesias e sedacado (JAKOWIECKI, 2020). O uOR pode
sinalizar também por meio da via da B-arrestina, sendo esta responsavel pelos
efeitos indesejaveis dos analgésicos opioides como tolerancia, supressao
respiratéria e constipagdao. O pOR tem sido objeto de intenso foco nos esforgos
de descoberta de novas drogas com a identificagdo 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).

Durante o estudo de desenvolvimento de novos farmacos, € desejavel
obter moléculas que agem sobre o pOR e que preferencialmente promovem a
ativacdo da via de sinalizagdo da proteina G. Kennedy e colaboradores (2018)
estudaram um conjunto de 51 ligantes derivados da N-benzil piperidina
4-benzimidazolona, com alta tendéncia a via da proteina G. Outras moléculas,
derivadas da salvinorina A, foram avaliadas por Crowley e colaboradores,
sendo encontradas com viés tanto para a via da proteina G quanto da
p-arrestina, contribuindo para a compreensao do fenébmeno de viés.

Uma proposta para redugao dos altos custos inerentes as descobertas
de novos farmacos ¢€ a utilizacdo de métodos computacionais. Métodos como a
docagem molecular, que busca a predicdo do modo de ligagcdo de uma
molécula na regido do sitio de ligagdo do seu receptor, e a dinamica molecular
(MD), que investiga a evolugdo temporal da conformacdo de biomoléculas e
seus respectivos complexos, sdo amplamente utilizadas. Estas técnicas
propiciam a flexibilidade de ambos, ligante e receptor, explorando suas
interacdes de maneira mais eficaz e reforcando a complementaridade entre
eles. Além disso, ha possibilidade de se trabalhar com sistemas solvatados
bem como de implementacdo de membranas celulares. (NAMBA et al., 2018)

2. Objetivo

Predizer a afinidade entre o JOR e ligantes com reconhecida agao
enviesada no receptor p-opioide através da docagem molecular, bem como
obter poses de ligacao iniciais, a fim de serem utilizadas em simulagbes de
dindmica molecular.

3. Metodologia

Foram selecionadas estruturas cristalinas do yOR, tanto em sua forma
ativa (codigo PDB: 5C1M) (HUANG, 2015) e (cédigo PDB: 6DDF) quanto
inativa (cédigo PDB: 4DKL) (MANGLIK, 2012), obtidas no repositorio Protein
Data Bank.
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Os ligantes utilizados foram selecionados a partir de artigos da literatura
que relatam comportamentos enviesados dos mesmos frente ao receptor
p-opidide. Inicialmente estdo pré-selecionadas as substancias ilustradas na
figura_xx, descritas por Kennedy e Crowley. (CROWLEY et al.,, 2020;
KENNEDY et al., 2018). As estruturas tridimensionais foram obtidas utilizando
a biblioteca chembl webresource client e as ferramentas da colegcao RDKit e
pubchempy.

Posteriormente, suas geometrias foram otimizadas utilizando o software
G.A.M.E.S.S (General Atomic and Molecular Electronic Structure System) com
o nivel de teoria Hartree-Fock (HF) e com a fungao de base 6-31g(d,p).

Em seguida, todas as estruturas foram processadas utilizando o
programa AutoDockTools4.2 (MORRIS et al., 2009). Para os ligantes foram
adicionadas cargas parciais de Gasteiger. Para o receptor foram selecionados
os residuos D147%%, Y148%% /W293%48 1296°°' , V300°°°, 132273 | Y326 "%
, K233 ** | e H297 ®%2 como flexiveis, por apresentarem interagdo com o
agonista BU72 na estrutura ativa de codigo PDB 5C1M (HUANG, 2015).

O complexo foi orientado ao eixo Z com base na referéncia do banco de
dados OPM (Orienation of Proteins in Membranes). A hidratagdo do sitio de
ligacdo foi realizada utilizando o software Dowser++. O campo de forga
Amber99SB-ildn foi utilizado para o receptor, enquanto o campo de forca
Amber geral (GAFF) foi utilizado para os ligantes e convertido para o padréo
GROMACS. O complexo foi entdo incorporado em uma bicamada de (POPC),
e cercado por moléculas de agua (TIP3P) utilizando a aplicagdo g_membed,
empregando solucdo 0,1M de NaCl para neutralizar o sistema. Os complexos
foram minimizados utilizando o algoritmo de descida ingreme seguido por
minimizac&o de gradiente conjugado. Posteriormente foi feita a equilibragdo por
100ps a 300K usando o conjunto NVT, seguido de 500ps a 300K e 1bar usando
o conjunto NPT. A temperatura e pressao foram mantidas durante o equilibrio
usando o termostato Berendsen e barostato Parrinello-Rahman. Atomos
pesados do complexo receptor-ligante e atomos de fésforo (POPC) foram
restritos em ambas as simulagdes de equilibrio com uma constante de forga de
1000kJ/mol nm?2.

4. Resultados

Name = PubChem CID tpsa rotatable_bond molecular_formula MW = LogP = NumHD  NumHA

C18 140816317 109.0 7 C30H3008 518.5 4.8188 0.0 8.0
C25 155375739 129.0 7 C29H3009 5225 3.9115 1.0 9.0
Cco7 132058125 131.0 7 C28H29NO9 523.5 3.8228 0.0 10.0
K01 416359 35.6 3 C19H21N30 307.3 3.1667 1.0 3.0
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K46 145978757 35.6 3 C18H16BrCI2N30  441.1  4.8459 1.0 3.0
K44 130431379 35.6 3 C19H17BrCI2FN30  473.1 53751 1.0 3.0

Tabela 1 - Informagdes dos ligantes coletadas a partir da biblioteca python pubchempy, no repositério PubChem.
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Grafico 1 - O grafico apresenta as energias de ligagdo (em kcal/mol) das poses de menor energia obtidas através da
docagem molecular.

Pode-se inferir a partir do (Grafico 1) que a estrutura ativa do receptor
(5C1M) resultou nos menores valores de energia para os ligantes estudado por
Crowley. A Figura 1 apresenta os modos de ligacdo dos ligantes C18, CO7 e
C25, respectivamente, onde é possivel observar que o ligante C18 apresenta
apenas majoritariamente interagdes do tipo hidrofébico, e do tipo ponte salina
com o residuo HIS54.
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Figura 1 - Poses de menor energia (ligante-5C1M) ordenadas da esquerda para a direita de acordo com os ligantes
C18,C07, e C25. O ligante C18 nado apresenta ligagbes de hidrogénio apenas interagbes hidrofébicas. As linhas
tracejadas representam interagdes hidrofébicas e a linhas em azul ligages de hidrogénio.

Os ligantes K44 e K46 apresentados por Kennedy e colaboradores tém
grande similaridade no resultado da docagem (Figura 2), ambos apresentando
forte interacdo com os residuos ASP147, SER329 e ILE 322. J& o ligante K01
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mostrou pouca variagao na energia de ligagao para as docagens nas diferentes
estruturas do receptor (Grafico 01).
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Figura 02 - Poses de menor energia obtidas na docagem dos ligantes K44,K44, e KO1, respectivamente, com a
estrutura 5C1M.

5. Conclusao

Os resultados obtidos a partir da docagem revelam que os ligantes
apresentados por Crowley e colaboradores apresentam maior afinidade com os
residuos ASP147, SER329 e ILE322, ja aqueles apresentados por Kennedy e
colaboradores mostram semelhangas no modo de ligagao, apresentando forte
interacdo dos halogénios. A docagem molecular permitiu obter poses que serdo
utilizadas com em simulag¢des de dindmica molecular, com as quais serao feitas
analises mais elaboradas para correlacionar as energias de ligagao calculadas
com os indices de ativagdo de cada conformacéo.
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