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RESUMO

O receptor p-opidide pertence a uma grande familia de receptores acoplados a proteina G e,
quando associado a uma pequena molécula, normalmente tem sua estrutura estabilizada em um
determinado estado conformacional. Os diferentes estados conformacionais apresentam sutis
alteracdes nos sitios de ligacdo que promovem distintos perfis de interacdo ligante-receptor,
gerando modos diferentes de sinalizacdo. A utilizacdo de métodos de quimica computacional
se configura em uma estratégia de pesquisa para melhor compreender esta dindmica de ativacéo
do receptor p-opidide. Neste sentido, este estudo se propds a avaliar o sitio de ligacdo do
receptor p-opidide em diferentes conformacdes, através da docagem molecular. Para isso,
foram selecionados 9 ligantes e associados a 15 estados conformacionais distintos. Os
parametros de docagem foram definidos através do processo de redocagem e os célculos
realizados utilizando o software AutoDock 4.2.6. Estes estados conformacionais foram
classificados com base em seu indice universal de ativacdo. J& os ligantes foram ordenados de
acordo com sua afinidade de ligacdo. Foram estabelecidas relacBes entre os dados de energia
de ligagédo de um ligante associado a diferentes estados conformacionais, e entre a energia de
ligagéo dos ligantes, classificados em ordem decrescente de afinidade de ligagéo, associados a
um mesmo estado conformacional. Em geral, as conformacdes do receptor p-opidide com
indice universal de ativacdo maiores mostraram um padrdo entre os valores de energia de
ligagéo.

No entanto, a relagdo entre os valores calculados de energia de ligacdo e os valores de Ki

ajustados ndo mostraram uma tendéncia clara.

Palavras-chave: Receptores acoplados a proteina-G. Opidides. Quimica computacional.
Docagem molecular.
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ABSTRACT

The p-opioid receptor belongs to a large family of receptors coupled to protein G and, when
associated with a small molecule, usually has its structure stabilized in a determined
conformational state. The different conformational states present subtle changes in the binding
sites that promote distinct profiles of ligand-receptor interaction, generating distinct modes of
signaling. The use of computational chemistry methods configured as a research strategy to
understand bettering activation dynamics of the p-opioid receptor. In this sense, this study
proposed to evaluate the binding site of the p-opioid receptor in different conformations,
through molecular docking. For this, nine ligands were selected and associated with 15 different
conformational states. The parameters docking were defined through the redocking process and
the calculations were performed by the software AutoDock 4.2.6. These conformational states
were classified based on their universal activation index. The ligands were ordered according
to their binding affinity. Relationships were established between the binding energy data of a
ligand associated to different conformational states, and between the binding energy of the
ligands, classified in descending order of binding affinity, associated with the same
conformational state. In general, p-opioid receptor conformations with higher universal
activation index showed a pattern among the binding energy values. However, the relation of

calculated binding energies with adjusted Ki values did not show a clear tendency.

Keywords: G protein-coupled receptors. Opioid. Computational chemistry. Molecular
docking.
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1 INTRODUCAO

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sdo componentes cruciais em diversos
processos de sinalizacdo celular. Com cerca de 900 genes humanos os GPCRs compdem a
maior familia de receptores transmembranares (TAN; LIU, 2018). Tais receptores tém se
apresentado como um dos principais alvos farmacoldgicos em humanos, correspondendo a mais
de um terco de todos os medicamentos atualmente comercializados (FANG et al., 2015;
SAKKAL et al., 2017).

Dentre esses receptores esta o receptor p-opidide (MOR) que é responsavel por mediar
a maioria das propriedades analgésicas dos opidides (PELLISSIER et al., 2018). Este pertence
a familia de GPCRs de classe A, ligado a proteina G inibitéria (Gi) (CHENG et al., 2018). Ao
ser ativado, inibe a enzima adenilil ciclase e, consequentemente, diminui a sintese do
monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), regulando desta forma os canais idnicos (MEGURO
etal., 2018).

O receptor p-opidide (MOR) esté localizado em diversas regides do corpo humano,
como no coracao, articulacdes, no sistema nervoso central (SNC) e imunolégico e no trato
gastrointestinal (TGI). Esta distribuicéo facilita o uso dos opidides, pois independentemente do
local de origem da dor, estes podem atuar e produzir analgesia (MADHUSOODANAN, 2018).
Estes efeitos terapéuticos produzidos pelos analgésicos opidides decorrem da ativacdo do MOR
seguida da via de sinalizacdo mediada pela proteina G inibitoria (GILMAN, 1984). Ja os efeitos
colaterais, como a depressao respiratoria, sdo resultado da via de sinalizagdo da B-arrestina
(RAEHAL et al., 2005).

Atualmente, existem trés estruturas do MOR obtidas pelo processo de cristalizacao e
disponiveis no repositério Protein Data Bank (PDB, www.rcsh.org), sendo a mais recente
complexada com a proteina G; (codigo PDB: 6DDE) e associada, em sua forma ativa, ao
agonista DAMGO (KOEHL et al., 2018). As demais estruturas foram cristalizadas nos estados
ativo (codigo PDB: 5C1M) e inativo (codigo PDB: 4DKL), as quais estdo associadas na por¢ao
intracelular a um fragmento de anticorpo (HUANG et al., 2015) e a uma lisozima T4
(MANGLIK et al., 2012) respectivamente.

As diferencas estruturais observadas na superficie extracelular, contemplando o sitio de
ligacdo, entre os estados inativo e ativo do MOR séo relativamente pequenas, com mudancas
mais significativas na por¢do amino-terminal (HUANG et al., 2015). O processo de ativacdo
promove mudancas conformacionais nas estruturas das 7 hélices transmembranares, geralmente

com a movimentagdo das TM6 e TM7 em direcdo contraria dos seguimentos intracelulares
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(SCHWARTZ et al., 2006). Esse deslocamento da TM6 possibilita 0 surgimento de uma
cavidade na porcdo intracelular destes receptores, permitindo a ligacdo das proteinas efetoras.
Essa cavidade é ampliada também pela movimentacdo da TM5 que se distancia do nucleo do
receptor (FILIPEK, 2019).

A associacdo entre 0 MOR e uma pequena molécula, estabiliza a sua cavidade
intracelular, em um equilibrio conformacional entre estados ativo, inativo e intermediarios,
onde a populagdo de MOR estabilizada em cada estado conformacional, determinaré os niveis

de sinaliza¢do mediados pela proteina G e pela B-arrestina (OKUDE et al., 2015).

Longas simulacdes de dindmica molecular podem ser utilizadas para a observacédo das
transicOes de estados conformacionais durante o processo de ativagdo dos GPCRs (MONDAL
et al., 2020). O nivel de ativacao desses estados conformacionais oriundos de DM e também do
processo de cristalizacdo da estrutura de um GPCR podem ser indicados através de um modelo
de indice de ativacdo baseado nas interhelix distances, desenvolvido por IBRAHIM et al.
(2019).

Geralmente, diferentes estados conformacionais apresentam modificagOes distintas na
estrutura do sitio de ligacdo (SENA et al., 2021). Este fato possibilita que haja perfis diferentes
de interacdo para um mesmo ligante, gerando mudancas sutis no sitio de ligacdo que produzem
modos diferentes de sinalizacdo. Dessa forma, esclarecer a dindmica estrutural dos GPCRs €
fundamental para entender a fisiologia desses receptores e possibilitar a realizacdo de estudos
para o desenvolvimento de medicamentos baseados em estrutura de forma mais eficiente
(LATORRACA et al., 2017).

O conhecimento da estrutura desses receptores viabiliza a aplicagdo de métodos
computacionais de desenvolvimento de medicamentos baseados em estrutura, oS quais tem
recebido maior atencdo da industria farmacéutica e dos centros de pesquisas académicas
(LEELANANDA,; LINDERT, 2016). Estes sao ferramentas poderosas para restringir o nimero
de potenciais candidatos a medicamentos em ensaios experimentais, isso nao sé possibilita uma
reducdo dos custos relacionados a pesquisa, mas também a diminui¢do do tempo para que o
mesmo esteja disponivel no mercado (LEELANANDA,; LINDERT, 2016).

Um dos métodos da quimica computacional que é frequentemente utilizado para o
estudo das interacbes no complexo ligante-receptor é a docagem molecular, que segundo
FERREIRA et al. (2015) se configura como uma ferramenta essencial para o inicio das
pesquisas de desenvolvimento de novas drogas, sendo utilizada quando se deseja prever, com
um considerado grau de precisdo, essas interacdes. Estes métodos, de acordo com

LATORRACA et al. (2017), também fornecem informacdes importantes que possibilitam a
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comparacéo entre diferentes estados conformacionais quando associados a um mesmo ligante.
Essa compreensdo da dindmica de ativagdo do MOR contribui para direcionar os estudos de
desenvolvimento de fa&rmacos que apresentam um perfil de ativacao pretendido.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G (GPCR)

Os GPCRs formam a maior familia de proteinas transmembranares codificadas por
aproximadamente 900 genes presentes no genoma humano, sendo responsaveis pela sinalizacdo
celular em vérios processos, e estdo relacionados com a percepcdo de diversos estimulos
extracelulares (TAN; LIU, 2018; MIYAGI et al., 2020). Estes receptores tambeém regulam as
funcGes sensoriais como visdo, paladar, olfato, e medeiam as funcBes endocrinas,

cardiovasculares, reprodutivas e neurolégicas (DE FRANCESCO et al., 2017).

Os GPCRs podem ser classificados de acordo com o sistema AF que € baseado nas
semelhancas funcionais e em suas sequéncias de aminoacidos, onde cada letra entre A e F
representa uma classe. A classe A, ou semelhante a rodopsina, possui 0 maior nimero de
representantes, incluindo os que modulam a agdo de neurotransmissores, hormonios e a
captacdo de luz (HU et al., 2017).

Em relacdo a sua estrutura, todos os GPCRs compartilham uma arquitetura em comum
composta de um dominio transmembranar formado por um feixe de sete a-hélices (TM1-7)
interligadas por trés alcas extracelulares (ECL1-3) e por trés alcas intracelulares (ICL1-3),
sendo essencial no processo de transducdo de sinal através da membrana plasmatica, como
mostrado na Figura 1(MUSIANI et al., 2014).

(@) EL3 (b)

EL2

N-TERMINAL

C-TERMINAL

L1

Figura 1 - (a) Representacdo esquematica simplificada de um GPCR. (b) Estrutura tridimensional de um GPGR
(receptor p-opidide no estado inativo).
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Especificamente, os GPCRs que integram com a classe A apresentam apenas um
dominio transmembranar com a regido amino-terminal localizada no meio extracelular e a
regido carboxi-terminal no meio intracelular, e seus ligantes nativos se ligam diretamente neste
dominio (LATORRACA et al., 2017).

A interacdo entre um GPCR e ligantes extracelulares promove altera¢fes na estrutura
do receptor que o leva a transitar por estados conformacionais que sdo capazes de ativar
transdutores intracelulares como as proteinas G e B-arrestinas (RIBEIRO; FILIZOLA, 2019).
A ativacdo do GPCR ocorre geralmente pela ligacdo de um agonista ao sitio ortostérico, de
forma semelhante aos ligantes enddgenos. Quando ha a interacdo com antagonistas ou agonistas
inversos ocorre o deslocamento do equilibrio conformacional em direcdo as conformacdes
inativas do receptor, no entanto, quando ha a ligagdo com um agonista parcial o resultado
esperado € a estabilizacdo das conformac6es intermediarias entre os estados inativo e ativo do
receptor (OKUDE et al., 2015; RIBEIRO; FILIZOLA, 2019).

2.2 RECEPTOR p-OPIOIDE

Os receptores opidides sdo membros da familia de GPCRs de classe A e estdo
distribuidos extensamente pelo cérebro. Também estdo presentes na medula espinhal e no TGl
e se configuram os principais alvos dos analgésicos opidides. Existem cinco tipos de receptores
opidides, sendo estes: o0 kappa (KOR), delta (DOR), nociceptina / orfanina FQ (NOP), zeta ({)
e o mu (MOR) (CHAN et al., 2017).

O MOR pode ser ativado por um espectro diversificado de substancias de origem natural
ou sintética, como a endorfina, metadona e a morfina (SOUNIER et al., 2015). Seu mecanismo
de sinalizagdo apds ativacéo é atraves da via da proteina Gi, porém pode levar a ativacao da via
da B-arrestina, cujo recrutamento esta relacionado ao surgimento de efeitos colaterais como a
depressao respiratoria (KOEHL et al., 2018).

A ativacdo do MOR por um agonista no mesencéfalo promove a formagdo de impulsos
inibitérios descendentes para a substancia cinzenta periaquedutal e para o nucleo reticular
paragigantocelular, levando ao estimulo dos neurénios inibidores descendentes, 0s quais ativam
0s neurdnios que armazenam encefalina e 5-hidroxitriptamina, que quando liberados diminuem
a transmissao nociceptiva. (TOUBIA; KHALIFE, 2019).



18

Esse processo de ativacdo do MOR ocorre através da interacdo de um ligante com

diversos residuos em seu sitio de ligacdo, os quais influenciam na afinidade de ligacdo deste

ligante a0 MOR, como por exemplo os residuos D114 (SURRATT et al., 1994), D147 (LI et

al., 1999), e 0 H297 (BOT et al., 1998). Ja os residuos D128, N150, K303 e W318 demonstram
atuar na seletividade do ligante pelo MOR (CHAVKIN et al., 2001).

2.3 FARMACOS OPIOIDES UTILIZADOS NO ESTUDO

Os agonistas dos receptores opidides representam a classe de farmacos analgésicos mais
eficaz e clinicamente relevante para o tratamento da dor aguda e crénica (SPAHN et al., 2018).
Entretanto, a sua utilizagdo é limitada devido & alta ocorréncia de efeitos colaterais graves
(NARVAEZ et al., 2015) .Tal fato contribuiu para que houvesse um direcionamento dos
esforcos para o desenvolvimento de farmacos opidides com menos efeitos adversos
(THOMPSON et al., 2015; SPAHN et al., 2018).

Estes efeitos colaterais podem ser revertidos pelo uso de antagonistas opidides (como a
naloxona) ou amenizados com 0 uso agonistas parciais (a buprenorfina, por exemplo), caso
sejam administrados em tempo habil, sendo extremamente importantes nos casos de
intoxicagdo por opioides (STOTTS et al., 2009; FREEMAN et al., 2018). Os agonistas parciais
opidides também apresentam grande relevancia clinica quando se deseja um efeito analgésico
menor do gue 0s agonistas totais e em casos onde é necessario a interrupcao da utilizacdo dos
opidides (pacientes que desenvolveram dependéncia, por exemplo) (ALEIXO; TUDURY,
2005).

2.3.1 MORFINA

A morfina (MOP) (nimero CAS: 57-27-2, Figura 2), prototipo dos opidides, é um
alcaloide fenantreno extraido originalmente da espécie Papaver somniferum, o qual age como
agonista em todos os receptores opiodides e se liga preferencialmente ao MOR. Quando
associado a este receptor localizado no SNC, pode produzir forte efeito analgésico, com
depressdo do SNC, depresséo respiratoria e promover dependéncia (DEVEREAUX et al., 2018;
QUE et al., 2019). Ja quando os receptores presentes no TGI séo ativados, podem produzir
constipacéo (BHAVE et al., 2017). Estes efeitos podem ser intensificados com o aumento da
dose administrada, podendo ser fatais no caso da depressdo respiratoria ou produzir intenso

desconforto como na constipacéo severa (DEVEREAUX et al., 2018).
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Figura 2 - (a) Formula estrutural e (b) estrutura 3D da morfina.

Sendo considerada a primeira linha no tratamento da dor crénica, a MOP é utilizada
para o alivio da dor de intensidade moderada a grave, em pacientes com ou sem cancer (KIM
etal., 2016). A sua utilizacdo por um periodo prolongado pode proporcionar o desenvolvimento
de tolerancia aos seus efeitos analgésicos, podendo ser superado com o aumento da dosagem
do farmaco. No entanto, tal conduta aumenta o risco de surgimento de efeitos colaterais graves,

0 que limita a sua aplicacdo na pratica médica (KIM et al., 2016; ZENG et al., 2020).

2.3.2 CEBRANOPADOL

O cebranopadol (CBP) (nimero CAS: 863513-91-1, Figura 3) € um potente analgésico
opioide de agdo central que atua como agonista do NOP e MOR, com afinidade semelhante
entre estes receptores, e também como agonista parcial do KOR. Quando comparado aos
demais opioides, este apresenta efeitos analgésicos semelhantes, porém com menos efeitos
colaterais (NAIR et al., 2020).
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Figura 3 - (a) Férmula estrutural e (b) estrutura 3D do cebranopadol.

Estas caracteristicas do CBP ja haviam sido anteriormente observadas no estudo
realizado por LINZ et al. (2014), onde o CBP apresentou uma potente acao antinociceptiva para
o alivio da dor aguda e crénica em ratos, demonstrando maior poténcia quando comparado com
agonistas seletivos do MOR. Nesse estudo o cebranopadol também apresentou ac¢do prolongada

e com menor capacidade de desenvolvimento de tolerancia analgésica em relagdo a MOP.

Em ensaios clinicos desenvolvidos com diversos animais, o CBP foi eficiente em reduzir
a dor de diferentes intensidades e origens como a dor aguda, dor de origem nociceptiva,
inflamatoria e cancerosa e, principalmente, a dor neuropética crénica (RAFFA et al., 2017).
Este farmaco quando comparado com os opioides tipicos como a MOP, mostra maior poténcia
na inibicdo da dor de intensidade cronica de origem neuropatica do que a dor aguda de origem
nociceptiva (GOHLER et al., 2019).

2.3.3 PZM21

O PZM21 (P21) (nimero CAS:1997387-43-5, Figura 4) € um novo e potente agonista
enviesado, com acdo seletiva para 0 MOR, e minima ativagéo da via da B-arrestina. Ele também
apresenta menos efeitos colaterais em comparagdo com os opioides atuais e ndo causa depressao
respiratoria, ao contrario da MOP (MANGLIK et al., 2016). Estudos realizados por KUDLA et
al. (2019), mostraram por meio de ensaios experimentais que o P21 possui acdo analgésica
dose-dependente sem induzir impulsos recompensadores. No entanto, pode desenvolver

tolerancia e sintomas de abstinéncia.
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Figura 4 - (a) Férmula estrutural e (b) estrutura 3D do PZM21.

Outros estudos apresentaram uma andlise diferente do perfil de eficacia e sinalizacao do
P21. Em estudos desenvolvidos por HILL et al. (2018), onde o processo de sinalizacdo do P21
e sua incapacidade de produzir depressao respiratdria em ensaios in vitro com células HEK 293
que expressam 0 MOR foi reavaliado, concluiu-se que o P21 possui baixa eficacia para ambas
as vias de sinaliza¢do (proteina G e [-arrestina) e que promove depressdo respiratoria

semelhante a MOP.

JA YUDIN e ROHACS (2019) realizaram ensaios de eletrofisiologia onde foi analisada
a dindmica de sinalizagdo do P21 no processo de dissociacdo da proteina G associada ao MOR.
Eles mostraram que P21 age como agonista parcial do MOR. J& nos estudos desenvolvidos por
DING et al. (2020), onde foi avaliada a acdo do P21 em primatas ndo humanos por
administracdo sistémica e intratecal, observou-se que este apresentou agdo antinociceptiva, com

efeitos reforcador e pruriginoso com perfil semelhante a oxicodona e a MOP.

2.3.4 NALOXONA BENZOIL-HIDRAZONA
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A naloxona benzoil-hidrazona (NBH) (numero CAS: 119630-94-3, Figura 5) se
configura como um potente antagonista ndo competitivo do MOR e competitivo do NOP, e
também age como agonista parcial quando associado ao KOR e ao MOR (BERZETEI-
GURSKE et al., 1995; CHIOU, 2001; OLIANAS et al., 2006). A NBH pode também ser
classificada como agonista parcial de baixa eficacia do NOP, dependendo da localiza¢do do
receptor, da densidade deste no tecido, e da sua afinidade de ligagdo (MCDONALD et al., 2003;
LAMBERT, 2008).

Figura 5 - (a) Férmula estrutural e (b) estrutura 3D da naloxona benzoil-hidrazona.

A NBH se liga com maior afinidade de ligacdo ao KOR do que ao MOR, e também
apresenta maior afinidade de ligagdo do que o antagonista naloxona, quando associado a KOR,
MOR, DOR e NOP. No entanto, sua afinidade por DOR e NOP é menor quando comparado ao
MOR (OZAKI et al., 2000).

2.3.5 OLICERIDINA

A oliceridina (OLI) (nimero CAS: 1401028-24-7, Figura 6) € um opioide experimental
intravenoso, considerado um agonista enviesado do MOR de ultima geracdo, atuando
seletivamente na ativacdo da via da proteina G em detrimento da via da B-arrestina, com menor

recrutamento desta via comparado aos opioides tradicionais (CHEN, X. T. et al., 2013). Seus
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efeitos analgesicos sdo semelhantes e em alguns casos superiores aos da MOP. Em ensaios
clinicos, este apresentou um perfil maior de seguranca com relagdo ao efeito de depressao
respiratdria comparado a MOP (SINGLA, N. K. et al., 2019; AYAD et al., 2020).

(b)
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Figura 6 - (a) Férmula estrutural e (b) estrutura 3D da oliceridina.

Em ensaios clinicos, a OLI foi capaz de produzir, de maneira eficaz, rapida analgesia
semelhante a MOP em pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos que sofriam com dor
moderada a intensa, apresentando um perfil aceitavel de seguranca e tolerabilidade, com uma
janela terapéutica maior em comparacdao a MOP (SINGLA, N. et al., 2017). Na fase Ill de
ensaios clinicos com um grupo amostral de 401 pacientes submetidos a abdominoplastia, a OLI
foi também considerada um opidide seguro e eficaz para o alivio da dor aguda de intensidade
moderada a grave (SINGLA, N. K. et al., 2019).

2.3.6 BUPRENORFINA

A buprenorfina (BUP) (nimero CAS: 52485-79-7, Figura 7) € um agonista parcial que
possui alta afinidade de ligacdo ao MOR, age também como antagonista do DOR e do KOR, e
como antagonista de baixa afinidade de ligagdo ao NOP. Sua agdo como agonista parcial do
MOR fornece efeito analgésico com intensidade semelhante & dos seus agonistas totais
(GUDIN; FUDIN, 2020). Com base em suas propriedades farmacocinéticas e
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farmacodinamicas, a BUP mostra ser um analgésico eficaz e seguro para o alivio da dor cronica
em comparagdo aos agonistas opidides plenos do MOR (PERGOLIZZI; RAFFA, 2019).

(@)

(b)

Figura 7 - (a) Férmula estrutural e (b) estrutura 3D da buprenorfina.

Pela sua longa duracgéo de acéo, e devido ao fato de produzir com menor intensidade
efeitos de abstinéncia comparado aos demais opidides, a BUP tem sido prescrita para o
tratamento de pacientes com dependéncia, causada pelo uso abusivo ou por overdose de
opidides, se apresentando como um substituto seguro e eficaz do antagonista naloxona
(ACAMPORA et al., 2020; ZAMANI et al., 2020).

2.3.7 NALOXONA

A naloxona (NLX) (ndmero CAS: 465-65-6, Figura 8), derivado sintético da
oximorfona, é um antagonista competitivo e ndo seletivo dos receptores opiodides. A alta
afinidade de ligagdo ao MOR, permite que a NLX desloque os opidides do sitio de ligag&o,
revertendo temporariamente os seus efeitos colaterais como a depressédo respiratoria, sendo
utilizada nos casos de intoxicacdo e overdose por opioides (MOSS et al., 2020;
YARLAGADDA et al., 2020).
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Figura 8 - (a) Férmula estrutural e (b) estrutura 3D da naloxona.

Apesar dos seus beneficios na reversdo dos sintomas nos casos de overdose por
opioides, a administracdo de uma superdosagem de NLX pode também representar risco a
satde. Em um estudo retrospectivo, onde foram observados os dados clinicos de 1831 pacientes
que fizeram tratamento com NLX, observou-se que a aplicacdo de altas doses deste antagonista

esta associada ao desenvolvimento de complicacdes pulmonares (FARKAS et al., 2020).
2.3.8 NALDEMEDINA

A naldemedina (NDM) € um antagonista do MOR de acdo periférica com administracédo
por via oral. Por ndo atravessar a barreira hematoencefalica, a NDM nao inibe a acdo analgésica
dos agonistas opidides e ndo causa efeitos de abstinéncia. Sua acdo farmacoldgica ocorre no
MOR localizado no TGI, revertendo os efeitos adversos periféricos ocasionados pelo uso de
opidides, em especial, a constipacao intestinal (BLAIR, 2019). E geralmente bem tolerada, até
mesmo, em tratamento mais prologados, sendo eficaz no tratamento da constipagéo intestinal
em pacientes que utilizam constantemente analgésicos opidides para o alivio da dor oncoldgica
ou dor cronica ndo oncoldgica (BLAIR, 2019; INAGAKI et al., 2019).

Quanto a sua estrutura (nimero CAS: 916072-89-4, Figura 9), a NDM é uma amina
derivada da naltrexona, na qual é adicionada uma cadeia lateral (2-(3—fenil-1,2,4-oxadiazol-5-
il)propano-il) acetamida. Esta modificacdo confere maior peso molecular ao farmaco e também
promove o aumento de sua polaridade, dificultando a sua passagem pela barreira
hematoencefélica (COLUZZI et al., 2020).
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Figura 9 - (a) Férmula estrutural e (b) estrutura 3D da naldemedina.

2.4 QUIMICA COMPUTACIONAL PARA O DESENVOLVIMENTO RACIONAL DE
FARMACOS

O desenvolvimento de um novo farmaco € um processo oneroso e complexo que pode
levar de 10 a 15 anos desde as pesquisas iniciais até sua entrada no mercado, com um
investimento da ordem de 2,6 bilhdes de dolares (PICCIRILLO; AMARAL, 2018). A quimica
computacional é uma estratégia que permite ser mais assertivo no direcionamento de pesquisas
para o desenvolvimento de novos farmacos, reduzindo os custos do processo e o tempo de
langamento no mercado. Além do mais, esses métodos favorecem a diminuigdo do nimero de
cobaias utilizadas em testes pré-clinicos (LEELANANDA; LINDERT, 2016).

Os métodos computacionais podem ser classificados em métodos de design de drogas
baseado em estrutura (DDBE) ou baseado em ligantes (DDBL). Os métodos DDBE utilizam os

dados obtidos da estrutura tridimensional do alvo molecular com o intuito de identificar os
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possiveis locais de ligacao e as interagcdes mais favoraveis que levam a ativacéo do receptor,
definindo, portanto, as principais caracteristicas que um ligante deve ter para realizar um
acoplamento ideal (YU; MACKERELL, 2017).

Ja os métodos de DDBL utilizam do conhecimento disponivel sobre as caracteristicas
fundamentais de um farmaco conhecido, as quais proporcionam o seu efeito biologico, para
investigar substancias que apresentam tais propriedades (ACHARYA et al., 2011). Ambas as
estratégias (DDBE e DDBL) sdo utilizadas com o intuito de identificar compostos promissores
que possuem funcgdes terapéuticas relevantes, o que otimiza o desenvolvimento de novos
farmacos (FERREIRA et al., 2018).

2.5 DOCAGEM MOLECULAR

Um dos principais métodos de DDBE, frequentemente usado na previsdo da
conformacao e orientacdo de uma pequena molecular dentro de uma estrutura alvo é a docagem
molecular (KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2011; FERREIRA et al., 2015). Este método
pode ser aplicado em diversas etapas no processo de desenvolvimento de um farmaco, como
para previsdo do modo de ligacdo entre o ligante e o receptor, na identificacdo de potenciais

ligantes, e até no calculo da afinidade de ligacdo (BARTUZI et al., 2017).

Os softwares que realizam a docagem molecular séo fundamentados em um algoritmo
de busca que explora todo o cenario energético de um sistema em busca das melhores
conformac@es que possibilitam uma ligacdo mais estavel (GUEDES et al., 2014). Eles sédo
também baseados em uma funcédo de pontuacao que atribui pontuac@es as conformacdes obtidas
pelo algoritmo de busca e os classifica, orientando qual conformacao é mais favoravel a uma
ligacdo (GRASEL, 2013).

Os algoritmos de busca podem ser classificados em método deterministico (como a
dindmica molecular), em meétodos estocasticos que modificam de forma aleatdria os graus de
liberdade de um sistema (os algoritmos evolucionarios, por exemplo), e em métodos
sistematicos onde todos os graus de liberdade do ligante sdo explorados durante a pesquisa (por

exemplo algoritmos sistematicos exaustivos) (GUEDES et al., 2014).

Ja as funcdes de pontuacdo podem ser baseadas em um campo de forca que sdo
fundamentados na mecanica molecular; no conhecimento, onde as interagdes mais favoraveis
sdo aquelas mais exploradas durante o processo de docagem; ou empirica, que representa a
soma de diversos termos de energia como a ligacdo de hidrogénio, interagcdes de van der Waals,
entropia e outros, de um sistema (SALMASO; MORO, 2018).
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O algoritmo genético lamarckiano (AGL) € um hibrido do algoritmo genético,
classificado como método estocéstico evolucionista, e considera os conceitos evolutivos de
Jean Baptiste de Lamarck (MORRIS et al., 1998). Este acreditava que caracteristicas
fenotipicas que eram adquiridas ao longo da vida poderiam ser transmitidas para as geragoes
seguintes (PAULINO et al., 2020). No processo de busca, as adaptacdes do sistema realizadas
sobre o individuo original serdo herdadas por seus descendentes, que substituirdo as
conformagdes anteriores, e entdo serdo utilizadas como pardmetro para as proximas geracoes
(MORRIS et al., 1998).

O software AutoDock, escolhido para este estudo, é capaz de realizar a previsdo de
forma répida e precisa das conformacdes estruturais e das energias de ligacdo entre os ligantes
e seus alvos macromoleculares (MORRIS et al., 2009). Este utiliza um método baseado em
grades (Figura 10) onde uma macromolécula alvo é incorporada. Em seguida uma sonda é
inserida em cada ponto da grade e entdo é calculada a energia de intera¢do entre 0s &tomos do
alvo e a sonda, sendo entdo armazenada essa informacdo em mapas de energia. O software
utiliza estes valores como referéncia durante as simulacGes de docagem. Ele também associa
uma funcdo de pontuacdo baseada no campo de forca empirico de energia livie com um
algoritmo de busca estocastico, 0 AGL, fornecendo uma previsao rapida e eficaz. Este método
foi calibrado por meio de estudos de validacdo com 188 complexos ligante-receptor com
energias de ligacéo e estruturas conhecidas, e foi observado um erro padrdo entre 2 a 3 kcal/mol

entre os resultados de energia de ligacdo (MORRIS et al., 2009).
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Figura 10 - llustracdo dos pontos de grade utilizados pelo software AutoDock.

Fonte: Manual do wusuario do software AutoDock, MORRIS et al. (2001). Disponivel em:
http://autodock.scripps.edu/fags-help/manual/autodock-3-user-s-guide/AutoDock3.0.5_UserGuide.pdf, manual
do usuério.

Métodos de docagem molecular sdo estratégias de alto desempenho para o
desenvolvimento de estudos que visam investigar, dentro de um conjunto de varios compostos,
um ligante que interaja corretamente com uma macromolécula. Essas simulacdes podem ser
executadas considerando o receptor rigido ou flexivel. Na abordagem rigida a estrutura
macromolecular permanece estatica enquanto as ligacdes rotacionaveis do ligante sdo livres
para girar (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.Figura 11), e buscam se adequar da
melhor forma ao sitio de ligacdo. Ja na abordagem flexivel, os ligantes e as estruturas
pertencentes ao sitio de ligacdo 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 (GODOI et al., 2017).
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Ligagdes rotacionaveis 0

Figura 11 - Ligag®es rotacionaveis da morfina.

A predicdo correta da pose de um ligante leva em consideracdo todos os graus de
liberdade conformacionais de uma forma agil e eficiente. Entdo a dificuldade de previsdo de
uma ligacéo pode aumentar a medida que a flexibilidade do ligante for maior. De forma ampla,
a procura do sitio de ligacdo pode ser feita através de quatro métodos sendo estes: os baseados
em um campo de forca, os que utilizam algoritmos genéticos (evolutivos), os que se baseiam
na construcao incremental e os que buscam uma complementaridade de formas entre o ligante
e o receptor (PICCIRILLO; AMARAL, 2018).



31
3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Este estudo se prop6s avaliar o sitio de ligacdo do MOR em diferentes conformacdes
através da docagem molecular.

3.2 ESPECIFICOS

e Realizar a redocagem dos ligantes cristalizados com os GPCRs previamente
selecionados, a fim de melhor ajustar os parametros para as docagens subsequentes.

e Realizar adocagem molecular entre antagonistas, agonistas totais e parcial selecionados
e 0 MOR em diferentes estados conformacionais.

e Classificar os estados conformacionais do MOR utilizados quanto ao seu nivel de
ativagéo.

e Classificar os ligantes utilizados quanto a sua afinidade de ligacdo pelo MOR.

e Estabelecer uma relacdo de afinidade entre os tipos de ligantes (antagonista, agonista
total e parcial) e os estados conformacionais.
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4 METODOLOGIA

4.1 ESCOLHA DAS ESTRUTURAS DE RECEPTORES E LIGANTES

Para o processo de redocagem foram utilizados varios complexos conhecidos com
caracteristicas semelhantes, os quais foram separados e novamente unidos utilizando o método
de docagem escolhido. Para este processo foram selecionados 9 GPCRs de classe A, utilizando
como critérios de escolha a disponibilidade no PDB, a maior resolucdo disponivel, e que
apresentaram maior integridade em sua sequéncia de aminoacidos. As macromoléculas
selecionadas estdo listadas na Tabela 1, com seus respectivos estados de ativacao, codigos PDB,

ligante co-cristalizado, e resolugao.

Tabela 1 - Estruturas selecionadas para os célculos de redocagem.

Estado de Cadigo Ligantes x
Receptor ativacao PDB co-cristalizado Resolugzo (A)
MOR Ativo 5C1M BU72 2,100
KOR Ativo 6B73 MP1104 3,100
DOR Inativo 4AN6H Naltrindol 1,800
NOP Inativo 5DHH SB-612111 3,004
Adenosina Aza (A2AR) Ativo 2YDV NECA 2,600
Ativo 2Y02 Carmoterol 2,600
p1-adrenérgico (B1AR)
Inativo 2YCW Carazolol 3,000
Ativo 4LDE B1167107 2,790
B2-adrenérgico (2AR)
Inativo 2RH1 Carazolol 2,400

Fonte: Autor.

Para a realizacdo dos calculos de docagem molecular foram selecionadas estruturas
cristalinas do MOR, tanto na forma ativa (cédigo PDB: 5C1M) quanto inativa (cédigo PDB:
4DKL), bem como estruturas representativas, intermediarias, obtidas de trajetorias de dinamica
molecular, tendo em vista que entre os estados ativo e inativo dos receptores existe um conjunto
de conformacdes com diferencas estruturais sutis que levam a alteracGes na afinidade de
ligagdo. Foram utilizadas 13 estruturas representativas de cada cluster encontrado, obtidas de
simulacdes do MOR com os ligantes B72, MOP, NBH e NLX, como listadas na Tabela 2
(SENA et al., 2021).



33

Tabela 2 - Estruturas representativas (obtidas de trajetérias de dinamica molecular) utilizadas nos célculos de
docagem molecular.

Sistemas Estrutura representativa

B72_1
MOR-B72 B72 2
B72_3

MOP_1
MOR-MOP MOP_2
MOP_3

NBH_1
NBH_2
MOR-NBH NBH_3
NBH_4

NBH_5

NLX_1

MOR-NLX NLX_2

Fonte: Autor.

Os ligantes selecionados para os calculos de docagem molecular (Tabela 3) foram 5
agonistas totais do MOR sendo estes: B72 (ligante co-cristalizado com 0 MOR no estado ativo),
MOP (opiodide prototipico), OLI, CBP e P21; os agonistas parciais BUP e NBH; e os
antagonistas NLX, e NDM. Com excec¢do do B72, obtido juntamente a estrutura 5C1M, o0s

demais foram obtidos através do banco de dados PubChem (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabela 3 - Ligantes selecionados para os célculos de docagem molecular.

Ligantes Formula SMILES Formula molecular

B72 CC12CC34C=CC1(C(C35CCN(C4CCH=C5C=C(C=C6)0)C)NC2C CorHoNoO

7=CC=CC=C7)0C 28321202

MOP CN1CCC23C4C1CC5=C2C(=C(C=C5)0)0C3C(C=C4)0 C17H10NO3

oLI COC1=C(SC=C1)CNCCC2(CCOC3(C2)CCCC3)C4=CC=CC=N4 C22H30N202S

CBP CN(C)CL(CCC2(CC1)C3=C(CCO2)C4=C(N3)C=CC(=CA)F)C5=C oo EN,O

C=CC=C5

P21 CC(CC1=CSC=C1)NC(=0)NCC(CC2=CC=C(C=C2)O)N(C)C C1oH27N302S
CC(C)(C)C(C)(C1CC23CCC1(CAC25CCN(C3CCH=C5C(=C(C=C

BUP 6)0)04)CC7CC7)0C)0 CasHaNOx

NLX C=CCN1CCC23C4C(=0)CCC2(C1CC5=C3C(=C(C=C5)0)04)0 C1oH21NO4
C=CCN1CCC23C4C(=NNC(=0)C5=CC=CC=C5)CCC2(C1CC6=

NBH C3C(=C(C=C6)0)04)0 CasHrNOs

NDM CC(C)(C1=NC(=N01)C2=CC=CC=C2)NC(=0)C3=C(C4C56CCN CorHaN:Os

(C(C5(C3)0)CC7=C6C(=C(C=C7)0)04)CC8CC8)O
Fonte: pubchem.ncbi.nim.nih.gov.



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C28H32N2O2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C17H19NO3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H30N2O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C24H27FN2O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H27N3O2S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C29H41NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C19H21NO4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H27N3O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C32H34N4O6
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4.2 PREPARACAO PARA DOCAGEM

Os complexos cristalizados obtidos foram inicialmente preparados no software UCSF
Chimera 1.14 (PETTERSEN et al., 2004). Estes tiveram suas estruturas alinhadas a partir dos
seus residuos conservados de acordo com o sistema de numeracdo de BALLESTEROS e
WEINSTEIN (1995), tendo como estrutura de referéncia 0 MOR em seu estado ativo (cddigo
PDB: 5C1M), o qual foi previamente orientado ao eixo z. Em seguida foram removidas as
moléculas ndo proteicas, e as macromoléculas foram separadas dos seus respectivos ligantes.
Nos receptores foram adicionados os atomos de hidrogénio com a devida protonacdo dos
residuos de histidina quando necessario.

Os arquivos de saida dos receptores obtidos na preparacdo anterior foram submetidos a
dois servidores online, o0 NQ-Flipper V2.7 (WEICHENBERGER; SIPPL, 2006) e o molprobity
4.5 (WILLIAMS et al., 2018), para a validacdo dos estados de protonacdo e dos rotameros
gerados dos residuos de asparagina, glutamina (no NQ-Flipper) e de histidina (no molprobity).

Ja as estruturas representativas foram utilizadas sem modificacGes, tendo em vista que
estas foram preparadas anteriormente aos calculos de dinamica molecular e que ajustes em sua
estrutura desconfiguraria seu estado conformacional. Todas as estruturas representativas foram

alinhadas de acordo com o procedimento anteriormente descrito.

Os ligantes selecionados para os calculos de docagem molecular tiveram suas estruturas
protonadas pelo software Open Babel 2.3.2 (O'BOYLE et al., 2011), e em seguida otimizadas
utilizando o pacote G.A.M.E.S.S. (General Atomic and Molecular Structure System) (BARCA
etal., 2020), com o método Hartree-Fock e a funcdo de base 6-31G (d, p). O software Avogadro
1.2.0 foi utilizado para a geracdo dos arquivos de entrada para o processo de otimizagdo
(HANWELL et al., 2012). J& os ligantes co-cristalizados com as macromoléculas que foram
selecionadas para a redocagem, por sua vez, tiveram o nitrogénio mais basico de cada molécula
protonado utilizando o software Open Babel 2.3.2 (O'BOYLE et al., 2011).

4.3 DOCAGEM MOLECULAR

4.3.1 DETERMINACAO DAS CONDICOES DE DOCAGEM MOLECULAR

A redocagem de estruturas experimentais foi realizada a fim de determinar os

parametros a serem utilizados nos calculos de docagem molecular com as estruturas
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representativas obtidas nas simulacfes de dindmica molecular. Neste processo, as estruturas
dos receptores foram consideradas rigidas e os ligantes foram desalinhados em relagdo ao sitio
de ligagcdo com o intuito de evitar tendéncias no processo de acoplamento. A caixa de interacdo
para cada macromolécula foi dimensionada de forma a abranger todo o sitio de ligacdo. Os
parametros ajustados foram o numero de corridas e de avaliagbes, como indicado na Tabela 4,
com uma populacdo fixa de 300 individuos, e 0s demais parametros mantidos em seu valor

padréo.

Tabela 4 - Pardmetros ajustados no processo de redocagem.

Condicéo

Corridas N° de avaliacBes de energia/108

1
50 10
20

1

100 10
20

1

200 10
20

1

500 10
20

1

700 10
20

1

2000 10
20

Fonte: Autor.

Para cada uma das 9 estruturas selecionadas foram realizados 18 calculos de docagem
em condigdes diferentes, totalizando 162 célculos. Foram entéo extraidas as poses de menor
energia de ligacdo de cada um dos calculos realizados, sendo estas utilizadas nas anélises. Para
a andlise dos dados de redocagem foi calculado o desvio quadratico médio (root-mean-square
deviation, RMSD) entre a pose de menor energia encontrada em cada docagem e o respectivo
ligante co-cristalizado. Estes foram realizados com o software UCSF Chimera 1.14
(PETTERSEN et al., 2004), desconsiderando os atomos de hidrogénio. Os valores de RMSD

menores que 2A foram considerados satisfatorios (WANG et al., 2016).

Também foi realizada a comparagdo entre a energia livre de ligacdo das poses
encontradas com aquelas dos respectivos ligantes co-cristalizados. Para tanto foi estimada a

energia livre de ligacdo da interacdo ligante-receptor dos complexos cristalizados. Foram entéo
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preparados todos os arquivos necessarios para o calculo de docagem molecular com as mesmas
dimensGes de caixa de interacdo aplicados no processo de redocagem, utilizando os complexos
em suas coordenadas originais. No arquivo de parametros de docagem foi adicionado o
parametro epdb e removido os demais parametros de pesquisa, € em seguida calculada uma
estimativa da energia livre de ligacdo. Desta forma, a energia ¢ calculada para a posicao original

do ligante no receptor.

Para a escolha da melhor condicdo foi considerada a média aritmética dos valores de
RMSD entre as mesmas condicOes, e escolhida a condicdo de menor média com relagcdo aos
valores de RMSD em que seus valores de energia de ligacdo estivessem dentro dos limites do
erro padrdo do software AutoDock 4.2.6 (2,5 kcal/mol) (MORRIS et al., 2009).

Utilizando os parametros definidos no processo anterior e o software AutoDock 4.2.6,
as estruturas representativas obtidas por dinamica molecular foram separadas dos seus
respectivos ligantes e acoplados novamente, com o intuito de certificar que o método validado
é também adequado para os demais sistemas do presente estudo. Os célculos de docagem
molecular foram realizados considerando o receptor rigido e os ligantes flexiveis. Os maiores
clusters formados em cada calculo de docagem realizado foram classificados em ordem
decrescente de tamanho. Nos casos onde houveram clusters de mesmo tamanho em um Unico
calculo de docagem, estes também foram classificados em ordem crescente de energia de
ligagédo observada na melhor pose de cada cluster. Em cada docagem realizada foi escolhida a
pose de menor energia de ligacdo de até trés clusters e comparadas, através do célculo de

RMSD, com os respectivos ligantes associados as estruturas representativas.

Todo o processo de determinacédo das condi¢fes de docagem molecular foi descrito de

forma esquematizada e exposto no Fluxograma 1.
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4.3.2 DOCAGEM DOS SISTEMAS DE INTERESSE

As docagens entre os estados conformacionais do MOR e os ligantes selecionados foram
realizadas aplicando os parametros estabelecidos nas etapas anteriores. Baseados em ensaios de
mutagénese sitio dirigida, publicados na literatura, os residuos D147 (LI et al., 1999), Y148
(XU et al., 1999), H297 (MANSOUR et al., 1997; BOT et al., 1998), W318 (XU et al., 1999),
HIS319 (XU et al., 1999) e Y326 (MANSOUR et al., 1997) foram considerados flexiveis.

Definiu-se como sitio de ligagdo do MOR todos os residuos que estavam a 5 A de
distancia do ligante co-cristalizado (LAM et al., 2018). Para cada grupo de estruturas
representativas (ou seja, a partir da trajetéria do mesmo complexo), foi definida uma Unica caixa
de interagdo, de forma a abranger todos os residuos do sitio de ligacdo do MOR.

O software escolhido para a realizacéo dos calculos foi o AutoDock 4.2.6 (MORRIS et
al., 2009), aplicando como método de busca o algoritmo genético Lamarckiano (AGL). Foram
utilizadas ferramentas disponiveis no software MGLTools (MORRIS et al., 2009) para a
preparacdo dos arquivos necessarios aos calculos. Os célculos foram realizados entre cada
conformacdo do MOR e os ligantes selecionados, no total de 135 célculos. O processo de

docagem foi descrito de forma esquematizada e exposto no Fluxograma 2.



39

PROCESSO DE DOCAGEM

' v

Selecdo de
estruturas do MOR

Selecdo dos ligantes

Estruturas Estruturas )
representativas do cristalinas do MOR
v MOR
Open Babel 2.3.2- Protonagdo i
: Adicdo de H R
1.14
Protonacdo
Y HIS
~

Gerar input
Avogadro 1.2.0 - parap

otimizacdo

b}

Validagdo da
protonacao
rotameros

Molprobity 4.5
HIS

G.AMESS. - Otimizacao

NQ-Flipper V2.7
GLN e ASN

i

Para cada estrutura
selecionada

Preparar
ligante

Preparar
receptor

Gerar aquivos de
parametros de
grade, de docagem
e mapas de
energia

Dimensionar
caixa de

Pacote <
AutoDockTools intergdo

Executar o calculo

de Docagem
- Molecular

Fluxograma 2 - Processo de preparacdo e calculo de docagem com ligantes selecionados.



40
4.4 INDICE UNIVERSAL DE ATIVACAO (UAI)

Foi calculado o indice universal de ativagdo das estruturas do MOR utilizadas no
processo de docagem molecular (estruturas cristalinas e representativas), de acordo com a
metodologia descrita por IBRAHIM et al. (2019), através de um script disponibilizado por seu
grupo. Este modelo permite classificar os diferentes estados conformacionais de um receptor,
atribuindo valores menores que 0 (zero) para estruturas no estado inativo, maiores que 55 para
estruturas no estado ativo, e valores entre O (zero) e 55 para estruturas consideradas
intermedidrias. Os valores obtidos foram relacionados aos dados de energia livre de ligacdo das

melhores poses obtidas no processo de docagem molecular.



41
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROCESSO DE REDOCAGEM

O método de docagem utilizado foi capaz de reproduzir satisfatoriamente as poses
iniciais cristalizadas. Todas as médias dos valores de RMSD entre as condi¢fes com 0S mesmos
parametros de docagem apresentaram valores inferiores a 2 A, como apresentado na Tabela 5.
Entre os resultados com o mesmo receptor em condi¢Oes diferentes observou-se uma variagao

pequena nos valores de RMSD, apesar das varia¢des de parametros (Tabela 6).

Tabela 5 - Média dos valores de RMSD entre as poses com a menor energia de ligacdo obtidas no processo de
redocagem das estruturas MOR, KOR, DOR, NOP, A2AR, B1AR e B1AR e a poses dos seus respectivos ligantes
co-cristalizados.

Condicéo
- ¢ _ - Média dos valores de RMSD / A
Corridas N° de avaliages/10°

1 1,195

50 10 1,177
20 1,708

1 0,928

100 10 1,310
20 1,086

1 0,960

200 10 1,115
20 1,172

1 0,973

500 10 1,114
20 1,106

1 1,120

700 10 1,510
20 1,144

1 1,028

2000 10 1,189
20 1,074

Fonte: Autor.

Quando comparados os valores de energia de ligacdo destes complexos formados com
os valores estimados nos complexos cristalizados, estes se apresentaram dentro do desvio
padrdo do software (2,5 kcal-mol™) em todas as condicGes de docagem (Tabela 7). A condicio
de docagem que utilizou 100 corridas e 1 milhdo de avaliacGes de energia, foi a que apresentou

os melhores resultados de docagem, sendo entdo aplicada nas etapas subsequentes.



Tabela 6 - Valores de RMSD obtidos das poses resultantes do processo de redocagem.

RMSD/A por estrutura
Condicdes MOR KOR DOR NOP A2AR B1AR B2AR
Corrida N° de avaliagdes/10°  Ativo Ativo Inativo Inativo Ativo Ativo Inativo Ativo Inativo

1 0,951 0,756 1,133 1,916 0,448 1,926 0,940 1,336 1,349

50 10 1,118 0,776 1,161 0,758 0,414 2,053 1,507 1,460 1,349
20 1,165 0,822 1,143 0,826 5,785 1,215 1,238 1,644 1,538

1 1,002 0,831 1,189 0,701 0,314 1,265 0,839 1,034 1,181

100 10 1,160 0,770 1,140 2,227 0,584 1,836 1,333 1,263 1,474
20 1,173 0,781 1,150 0,795 0,402 2,071 1,012 1,151 1,236

1 1,186 0,750 1,133 0,906 0,406 1,389 0,734 0,714 1,423

200 10 1,168 0,860 1,141 0,800 0,916 1,072 1,610 1,127 1,344
20 1,162 0,789 1,136 0,831 0,408 2,149 1,006 1,759 1,308

1 1,166 0,732 1,403 0,820 0,423 1,049 0,828 1,018 1,320

500 10 1,194 0,766 1,141 0,767 0,422 2,117 1,033 1,316 1,269
20 1,164 0,774 1,144 0,781 0,937 1,932 1,280 0,609 1,329

1 1,051 0,841 1,390 0,774 0,387 1,879 1,205 1,136 1,413

700 10 1,184 0,777 1,381 0,776 0,368 1,943 4,694 1,239 1,229
20 1,188 0,773 1,140 0,786 0,970 2,033 1,164 1,166 1,080

1 1,053 0,854 1,349 0,769 0,404 1,143 1,259 1,239 1,181

2000 10 1,163 0,774 1,142 0,812 0,813 2,034 1,274 1,409 1,278
20 1,159 0,829 1,149 0,754 1,002 1,996 1,132 0,658 0,991

Fonte: Autor.



Tabela 7 - Valores de energias de ligacdo dos complexos cristalizados e dos complexos formados no processo de redocagem.
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Energia de ligag&o (kcal-mol)/por estrutura

CONDICOES MOR KOR DOR NOP A2AR BLAR B2AR
N° de Ativo Ativo Inativo Inativo Ativo Ativo Inativo Ativo Inativo
Corrida | Avaliagdes/
1086 Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock.
1 -10,63 -13,01 -10,92 -10,11 -6,54 -10,20 -9,57 -10,65 -9,50
50 10 -10,62 -13,11 -10,91 -10,32 -6,50 -10,74 -9,84 -11,04 -9,64
20 -10,63 -13,11 -10,91 -10,27 -6,24 -10,80 -9,94 -11,17 -9,65
. 065 1301 1092 ............. : 1016 637 ......... 008 o6 1047 .............. : 909 .......
100 10 -10,63 -13,10 -10,92 -10,32 -6,47 -10,77 -9,90 -11,03 -9,66
20 -10,63 -13,12 -10,92 -10,33 -6,48 -10,87 -9,93 -11,11 -9,67
. 062 1304 1095 ............. : 1025 664 ......... 1034 o 1087 .............. : 964 .......
200 10 -10,63 -13,11 -10,92 -10,31 -6,56 -10,78 -9,95 -11,37 -9,67
20 -10,63 -13,12 -10,92 -10,3 -6,4 -10,80 -10,0 -11,3 -9,69
_10,86 _12’54 .................................... _9,52 ....................................... _9'85 ....................................... _5,94 ....................................... _10'66 _9’13 _10’11 ...................................... _9’48 ....................................
1 -10,63 -13,06 -10,99 -10,3 -6,66 -10,5 -9,81 -11,0 -9,53
500 10 -10,63 -13,11 -10,93 -10,34 -6,51 -10,82 -10,0 -11,18 -9,76
20 -10,64 -13,12 -10,93 -10,34 -6,59 -10,93 -9,99 -11,39 -9,73
. 1064 1311 1105 ............. : 1029 675 ......... 1063 Py 1052 .............. : 955 .......
700 10 -10,63 -13,11 -10,96 -10,36 -6,72 -10,84 -9,99 -11,39 -9,73
20 -10,63 -13,12 -10,93 -10,34 -6,61 -10,92 -10,01 -11,30 -9,75
. 065 1309 1103 ............. : 1034 671 ......... 1056 o5 1098 .............. : 957 .......
2000 10 -10,64 -13,12 -10,94 -10,34 -6,64 -10,93 -9,96 -11,35 -9,74
20 -10,64 -13,12 -10,93 -10,35 -6,60 -10,98 -10,03 -11,37 -9,76

Fonte: Autor

Ref.: Energia de ligacdo do complexo cristalizado.

Dock.: Energia de ligacdo do complexo formado durante o processo de redocagem.



44

Nos resultados do processo de validacdo utilizando as estruturas representativas,
oriundas de célculos de dinamica molecular, e incluindo a pose de menor energia de ligacdo
dos trés primeiros clusters mais populosos, obteve-se um cluster que apresentou uma pose com
RMSD de até 2,05 A, com excecdo da estrutura NBH_2 (Tabela 8). Portanto, 0 método
utilizando o software Autodock 4.2.6, demonstrou eficacia nos modelos de célculos realizados

nesta pesquisa.

Tabela 8 - Melhores valores de RMSD entre os clusters analisados de cada estrutura representativa.

Estruturas representativas RMSD/ A
B72_1 1,320
B72_2 1,481
B72_3 1,631

MOP_1 1,245
MOP_2 2,049
MOP_3 0,649
NBH_1 0,611
NBH_2 3,180
NBH_3 1,249
NBH_4 1,385
NBH_5 1,777
NLX 1 1,775
NLX 2 0,933

Fonte: Autor.

4.2 UAI DAS ESTRUTURAS DO MOR E ASSOCIACAO COM A ENERGIA DE
LIGACAO OBTIDAS NOS CALCULOS DE DOCAGEM

Tanto as estruturas cristalograficas (cédigos PDB: 5C1M e 4DKL) como as estruturas
representativas do MOR obtidas de trajetorias de dindmica molecular foram classificadas em

ordem decrescente de valores do UAL.

Como mostrado na Tabela 9, apenas uma estrutura apresentou UAI maior que 55, a
estrutura cristalizada no estado ativo do MOR. Trés estruturas apresentam valores entre 0 e 55,
classificadas como intermediarias (todas associadas ao agonista total B72); e 11 conformacdes

com valores de UAI menores que 0, consideradas como inativas (a estrutura cristalizada no
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estado inativo do MOR e todas as estruturas associadas aos ligantes MOP, NBH e NLX). Estes

resultados refletem os diferentes estados conformacionais das estruturas em questéo.

Tabela 9 - Valores de indice de ativagao universal de estados conformacionais do MOR.

Estrutura UAI Estado de ativacéo
Cristal (5C1M) 60,19 Ativo
B72 1 40,12 Intermediario
B72 3 36,10 Intermediario
B72 2 25,80 Intermediario
MOP_3 -45,02 Inativo
NBH_4 -45,94 Inativo
MOP_2 -47,05 Inativo
MOP_1 -53,77 Inativo
NBH_3 -53,96 Inativo
Cristal (4DKL) -59,44 Inativo
NLX_2 -60,26 Inativo
NBH_5 -63,04 Inativo
NLX_1 -63,77 Inativo
NBH_1 -66,49 Inativo
NBH_2 -68,84 Inativo

Fonte: Autor.

Os dados sobre a energia de ligacdo entre os ligantes selecionados e as estruturas
utilizadas nos diferentes estados conformacionais do MOR, obtidos no processo de docagem

molecular, foram relacionados com o respectivo valor de UAL.

Em geral, as conformagdes do MOR com alto UAI mostraram um padrdo entre 0s
valores de energia de ligacdo, de maneira que quanto maior o UAI dos estados conformacionais
menor a energia de ligacdo, exceto para BUP (Figura 12), que mostrou oscilacdo entre os
valores energia de ligacao associados aos estados conformacionais estudados. Ja nos estados
conformacionais com baixo UAI néo foi observado um padréo entre os valores de energia de

ligacéo.

Na maioria dos ligantes, os maiores valores de energia de ligacdo foram encontrados ao
serem associados ao estado conformacional NBH_3, com exce¢éo do BUP, OLI e P21. Alguns
ligantes quando associados a um estado conformacional intermediario / inativo do receptor
apresentaram energia de ligacdo menor do que aquela observada quando ligada a conformacéo
ativa (por exemplo, BUP, CBP, MOP, P21 e OLI).
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Figura 12 - Gréficos de correlagdo entre os valores de energia de ligacéo e o UAL.
A: Estrutura cristalizada no estado ativo do MOR, I: Estrutura cristalizada no estado inativo do MOR.

Os ligantes B72 (-12,53 kcal-mol®), NDM e NBH (ambos -12,79 kcal-mol?)
apresentaram os menores valores de energia de ligacdo (Figura 12). O resultado referente ao
B72 esta de acordo com o seu valor de constante de inibicdo obtidos experimentalmente (0,060
nM), quando associado a0 MOR murino e em competicio com o radioligante [*H]Diprenorfina
(NEILAN et al., 2004). O valor de energia de ligagédo correspondente ao NDM corroboram com
os dados do ensaio in vitro de afinidade de ligacdo desenvolvido por KANEMASA et al. (2019),
onde o NDM apresentou alta afinidade pelo MOR com Kj, de 0,340 nM (MOR humano) e de
1,400 nM (MOR de rato), ambos utilizando o radioligante ['HJ[DAMGO. Ja o resultado para o
NBH reflete a alta afinidade experimental pelo MOR humano (1,500 nM), utilizando como
radioligante a diprenorfina (OZAKI et al., 2000). Enquanto o P21 (Figura 12c) apresentou 0S
maiores valores de energia de ligacdo, fato que néo reflete a sua alta afinidade experimental
(MANGLIK etal., 2016).

4.3 ENERGIA DE LIGACAO VERSUS AFINIDADE DE LIGACAO
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Dados de Ki encontrados na literatura, e apresentados na Erro! Fonte de referéncia

ndo encontrada., foram utilizados como base para estabelecer um critério de ordenamento dos

ligantes e facilitar a correlagdo com outras propriedades. Os ensaios de afinidade de ligacéo

publicados para farmacos que agem sobre 0 MOR apresentam, muitas vezes, dados de K;

incompletos e inconsistentes. Isso se deve as diferencas metodoldgicas entre estes estudos,

gerando valores de K; diferentes para um mesmo ligante. Este fato dificulta a realizagéo de uma

classificacdo simples e significativa dos farmacos opidides com base em suas afinidades de
ligacdo ao MOR (VOLPE et al., 2011).

Levando em consideracdo este fato, foram aplicados dois fatores de conversdo com o
intuito de obter valores ajustados de K; equivalentes aos do MOR de ratos obtidos com o
radioligante [*H]diprenorfina. Para o primeiro fator foram considerados os dados dos ensaios
de afinidade de ligacdo que utilizaram o mesmo tipo de radioligante ([*H]diprenorfina ou
[*HIDAMGO) e 0 MOR de diferentes espécies, sendo este a média das razdes entre os valores
de Ki do MOR humano e murino, correspondendo ao valor de 0,289 (Tabela 10). Os ligantes
utilizados foram CBP, NDM e OLLI, tendo em vista que foram encontrados valores de K; para
as duas espécies de MOR (rato e humano). Este fator converséo foi aplicado para obter valores
equivalentes entre os dados de Kj que utilizaram o MOR de diferentes espécies com 0 mesmo

tipo de radioligante.

Tabela 10 - Dados dos ensaios de afinidade de ligacdo utilizados na construcdo do 1° fator de converséao e razdes
entre os valores de Ki do MOR humano e murino.

Valores de Ki (nM)

Espécies

[*H]IDAMGO [*H]Diprenorfina
CBP NDM OLlI
Humano 0,7 0,34 6
Rato 2,4 14 18
Ki humano/ Ki rato 01292 01243 0,333
Fonte: Autor.
0,292+0,243+0,333
12 Fator de conversio = =0,289

3

O segundo fator considerou os valores de K; referentes ao MOR de uma mesma espécie
(rato ou humano) e valores de Kj para os dois tipos de radioligantes (Tabela 11). Neste caso o
fator foi a média das razdes entre os valores de K; do radioligante [*H]diprenorfina com aqueles
do radioligante [*H]JDAMGO, correspondendo ao valor de 5,128. Para os ligantes que
apresentaram dois valores de Ki em diferentes condicdes, foi utilizado a média dos valores
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ajustados obtidos a partir destes resultados. Este segundo fator converséo foi aplicado para obter
valores equivalentes entre dados de Ki que utilizaram o0 MOR de uma mesma espécie, porém
com tipos radioligantes diferentes.

Tabela 11 - Dados dos ensaios de afinidade de ligacdo utilizados na construcéo do 2° fator de conversdo e razdes
entre os valores de Ki do MOR humano e murino.

Valores de K; (nM)

Espécies

P Humano Rato
NLX MOP

[FH]IDAMGO 1,518 1,2

[*H]Diprenorfina 7,6 6,3
Ki Cripiprenorfina/ Ki PHipAmco 5,007 5,250

Fonte: Autor.
5,007 + 5,250
22 Fator de conversio = —=15,128

2



Tabela 12 - Kjexperimental e ajustado de opidides.
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[FHIDAMGO [*H]Diprenorfina
Ligante
Ki Humano Ki Rato Ki Humano Ki rato Ki rato ajustado
nM nM nM nM nM
NLX (VOLPE sl 2011 ' (DEWIRE et 2012) . 26,591
ot ) ; (DEWIR%%?C;I., 2013) (DEWIFi’LIggtO 2I., 2013) 18,000
cPB (LlNz%t?zgl(.), 2014) (L|Nzi’t4a?|(.), 2014) - - 12,359
NDM (KANEMAOéS:(gt al., 2019) (KANEMA}S’fgt al., 2019) - - 7,180
MOP _ (CHEN, Z-l ’Ff-ogt al., 1991) ) (NEILAI?Ii?gl., 2004) 5,400
NEH ) ) (OZAKIlioaC:., 2000) - 5,185
Pt ) ) (MANGLh(l (e)z(t)al., 2016) - 3,802
o ) ) ; (NEILAI(\)IZJ?(;I., 2004) 0,740
B72 ] i ) 0,060 0,060

(NEILAN et al., 2004)

Fonte: Autor.
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Partindo da analise destes dados, os ligantes utilizados neste estudo foram classificados

em ordem decrescente de Ki, como apresentado na Tabela 12. Estes dados foram relacionados
com os resultados de energia de ligagédo entre estes ligantes e as estruturas do MOR utilizadas,

oriundas dos célculos de docagem molecular.

De modo geral os dados apresentados na Figura 13, ndo demonstraram uma tendéncia
clara na relacdo estabelecida entre os dados de energia de ligacdo e Ki. Porém os valores de
energia de ligagdo mostraram um padrdao semelhante de distribuicéo entre as estruturas de cada
grupo de estados conformacionais. Esta divergéncia pode ser explicada pela falta de
homogeneidade dos dados utilizados para calcular os valores Ki ajustados e também pelas
condigdes experimentais empregadas nos ensaios de afinidade de ligacdo para a determinagéo
destes valores (por exemplo, presenca de solvente e o tipo de radioligante usados) que ndo séo

levados em consideracdo pelo software.

Como observado na Figura 13, o P21 apresentou baixa afinidade de ligacdo pelos
estados conformacionais docados, com valores altos de energia de ligacdo. Estes dados vao de
encontro aos dados de afinidade de ligacdo apresentado por MANGLIK et al. (2016), que
obtiveram uma constante de inibicdo de 1,1 nM, utilizando como radioligante [*H]diprenorfina

em MOR humano.

O antagonista NDM (Figura 13) apresentou os menores valores de energia de ligacao
na maioria dos estados conformacionais analisados. Estes dados estdo de acordo com os
resultados experimentais apresentados por KANEMASA et al. (2019), onde a NDM mostrou
alta afinidade de ligacéo pelo MOR com Kjigual a 0,340 nM em MOR humano e 1,400 nM em
MOR murino, ambos utilizando o radioligante [*(H]DAMGO.
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Figura 13 - Energia de ligacéo, por ligante, para as diferentes conformagdes do MOR.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo o procedimento de redocking realizado com GPCRs classe A reproduziu
com sucesso as poses originais do ligante e ajudou a estabelecer parametros de docking

apropriados para uso com o0 MOR.

Também foi possivel, a partir do script disponibilizado por IBRAHIM et al. (2019)
classificar os estados conformacionais utilizados do MOR quanto ao seu nivel de ativa¢do, onde
apenas uma estrutura foi considerada ativa, 3 como intermediarias e as demais foram

consideradas inativas.

Uma maneira intuitiva de obter valores comparaveis para constantes de inibicdo foi
sugerida. Estes fatores de conversdo, juntamente com os valores experimentais da constante de
inibicdo dos ligantes selecionados para o estudo de docagem molecular, obtidos na literatura
cientifica, possibilitaram uma classificacdo quanto a sua afinidade de ligacdo pelo MOR, no
qual a NLX foi o farmaco com menor afinidade pelo MOR e 0 B72 com o0 menor valor de K.
No entanto, esta abordagem necessita de um maior refinamento utilizando um conjunto de
dados maior, a fim de ser estatisticamente significativa e fornecer uma classificacdo mais

precisa.

Os célculos de docagem molecular de ligantes em diferentes conformacfes do MOR
confirmou, com algumas excegdes, uma maior afinidade do MOR no estado ativo. Embora os
estados conformacionais inativos possam ser classificados em ordem de estado de ativacdo, as

interacdes com os ligantes ndo seguiram um padréo claro.

Também ndo foi possivel estabelecer, através do método empregado, uma relacéo entre
os valores de energias de ligagdo calculadas e os dados de K ajustados, calculados a partir dos
dados experimentais de estudos de afinidade de ligacdo, apesar de alguns ligantes apresentarem
valores de energia de ligacdo condizentes com a sua afinidade pelo MOR quando associados a

maioria dos estados conformacionais docados.
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Abstract

The p-opioid receptor (MOR) is a G protein coupled receptor (GPCR) from the rhodopsin family. Several conformational
states that exist in equilibrium between active and inactive conformations tend to be stabilized when small molecules bind
the receptor. These states present subtle differences in the receptor binding site, leading to varying ligand-receptor interaction
profiles. Computational methods are powerful alternatives to study ligand interactions and help understand the mechanisms
involved in MOR activation. In this study, the binding site of MOR in different conformations was assessed using molecular
docking, with parameters that were determined by redocking of ligands to other GPCRs with available structures. 13
representative conformations of MOR were extracted from molecular dynamics simulations of the receptor bound to
morphine, BU72, naloxone and naloxone benzoylhydrazone. In addition to these ligands, buprenorphine, PZM21,
cebranopadol, oliceridine and naldemedine were docked to each receptor structure, including the inactive and active crystal
structures. Results were interpreted considering the Universal Activation Index of each receptor structure and ligand binding
affinity (expressed in terms of their inhibition constants, K;). In general, receptor conformations with higher Universal
Activation Indices showed a pattern among the binding energy values. However, the relation of calculated binding energies
with experimental K; values did not show a clear tendency.
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Introduction

G protein coupled receptors (GPCRs) are key components to
several cellular signaling processes [1]. With approximately
900 human genes, GPCRs comprise the largest family of
transmembrane receptors [1]. These receptors are considered
one of the main pharmacological targets in humans,
accounting for more than one third of all drugs currently
marketed [2,3].

The p-opioid receptor (MOR) is a GPCR involved in
most analgesic properties of opioid drugs [4]. It belongs to
class A (rhodopsin-like) family and is bound to inhibitory G
protein (Gj) [5]. MOR can be found in several parts of the
human body: heart, joints, central nervous system, immune
system and gastrointestinal tract, which facilitates the
analgesic action of opioids [6].

The therapeutic effects of opioids are due to MOR
activation and signaling through the G; protein pathway [7].
However, undesired side effects such as respiratory
depression and constipation, results from signaling through
the B-arrestin pathway [8].

When bound to a small molecule, MOR has its internal
cavity stabilized in conformational equilibria among active,
inactive and intermediary states [9]. The relative population
in each state will determine the signaling levels in each
pathway [9].

Long molecular dynamics simulations can be used to
observe the transitions of conformational states during the
activation process of GPCRs [7]. The level of activation of
these conformational states obtained from molecular
dynamics simulations and also of the crystallization process
of GPCRs structure can be indicated through an activation
index model based on interhelix distances, developed by
Ibrahim et al. [10].

In general, different conformational states present
distinct modifications on the binding site structure [11].This

Table 1 Selected structures for the molecular redocking process
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allows the occurrence of different interaction profiles for the
same ligand. Subtle changes to the binding site will then
trigger specific signaling profiles. Thus, investigation of the
structural dynamics of GPCRs is important to understand
their physiology and help the development of structure-
based drug design more effectively [12].

Structure-based drug design is a powerful method that
reduces the number of potential leads in experimental
studies, reducing research costs and the time necessary to
reach the market [13].

One popular method used to study ligand-receptor
interactions is molecular docking, which is very useful at the
beginning of new drugs development research [12]. In this
study, the binding site of the MOR in different
conformations is assessed by molecular docking in order to
relate binding energy with receptor and ligand properties,
namely the activation state (indicated by the Universal
Activation Index) and the dissociation constant (Kj),
respectively.

Methods

Structures selection

The set of structures used for assessing the docking
parameters was comprised by 9 class A GPCRs (listed in
Table 1), which were chosen based on availability in the
PDB repository, resolution and sequence integrity.

The target structures used for docking include the active
(PDB id: 5C1M) and inactive (PDB id: 4DKL) states of
MOR, as well as representative conformations extracted
from molecular dynamics simulations of MOR bound to
different ligands, in a total of 13 structures, as listed in Table
2 [11].

Receptor Activation status PDB-ID Co-crystal ligand Resolution (A)
p-opioid Active 5CiM BU72 2.1
k-opioid Active 6B73 MP1104 3.1
&-opioid Inactive 4N6H Naltrindol 1.8
nociceptin/orphanin FQ Inactive 5DHH SB-612111 3.0

opioid

Adenosine Aza Active 2YDV NECA 2.6
Ad . Active 2Y02 Carmoterol 2.6
Pr-Adrenergic Inactive 2YCW Carazolol 3.0
Ad . Active 4LDE BI1167107 2.8
Bz-Adrenergic Inactive 2RH1 Carazolol 2.4




Table 2 Representative structures used in molecular docking

Group based on
the

Representative Universal

. . structure Activation Index
associated ligand
B72_1 40.12
B72 B72_2 25.80
B72_3 36.10
MOP_1 -53.77
MOP MOP_2 -47.05
MOP_3 -45.02
NBH_1 -66.49
NBH_2 -68.84
NBH NBH_3 -53.96
NBH_4 -45.94
NBH_5 -63.04
NLX_1 -63.77
NLX NLX_2 -60.26

The following substances were docked to the MOR:
BU72 (B72, the co-crystalized ligand in 5C1M), morphine
(MOP, the prototypical opioid), oliceridine (OLI, a
successful G-protein biased agonist), cebranopadol (CBP),
PzZM21 (P21), buprenorphine (BUP), naloxone (NLX, the
classical opioid antagonist), naloxone benzoylhydrazone
(NBH, a partial agonist) and naldemedine (NDM).

Redocking

The structures of the crystallized complexes were aligned
with the active state MOR structure (PDB id: 5C1M)
previously oriented along the z-axis of coordinates, using the
most conserved residues as reference. UCSF Chimera 1.14
was used to remove non-protein molecules, separate the co-
crystalized ligands coordinates, and add missing hydrogen
atoms to the receptor [14].

The resultant receptor structures were submitted to
online servers NQ-Flipper V2.7 [15] and molprobity 4.5
[16] in order to validate the rotamer states of asparagine and
glutamine, and the protonation state of histidines,
respectively. Structures taken from molecular dynamics
trajectories were used without modification, as they had
been prepared prior to running the simulations.

Ligand structures were protonated using Open Babel
2.3.2 [17], and had their geometries optimized at the
Hartree-Fock level of theory, with 6-31G (d,p) basis set,
using G.A.M.E.S.S. package [18].

Assessment of docking conditions

The docking parameters were assessed by redocking the co-
crystalized ligands back into their receptors under different
conditions, using AutoDock 4.2.6 [19]. A unique simulation
box, where the whole binding site fits in, was defined and
the Lamarckian Genetic Algorithm method was used. The
population was fixed to 300 individuals while number of
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runs (50, 100, 200, 500, 700 and 2000) and energy
evaluations (1, 10 and 20 million) were varied. Additional
parameters were kept with their default values. Receptor
structures were kept rigid, while ligand torsions were
allowed.

The RMSDs between the lowest energy pose obtained
from the redocking process and the original ligand position,
considering heavy atoms only, were calculated using UCSF
Chimera 1.14 [14,20].

The binding energy difference between that of the
original ligand pose and the docked pose was also
calculated. The conditions for which the average RMSD was
lowest and the binding energy was within the experimental
error (i.e., 2.5 kcal/mol) were elected for the subsequent
docking calculations.

Molecular Docking

Using the parameters set in the previous step, all ligands
were docked to MOR structures using AutoDock4.2.6.
Based on site-directed mutagenesis assays, published in the
literature, the residues D147 [21], Y148 [22], H297 [23,24],
W318 [22], HIS319 [22], and Y326 [23] were considered
flexible.

Al residues within a distance of 5A from the ligand in
the crystal structure 5C1M were considered belonging to the
binding site of MOR [25]. For each set of representative
structures (i.e., from the trajectory of the same complex), a
unique grid box containing all residues of the binding site
was defined.

Universal Activation index

Each structure of the MOR had its Universal Activation
Index (UAI) assessed according to the methodology
proposed by Ibrahim et al., using a python script provided
by their group [10]. UAI values greater than 55 are observed
for active structures, while values between 0 and 55 are
attributed to intermediate states, and negative values to
inactive states.

Results and Discussion

Redocking

Redocking of ligands to their receptors successfully
reproduced the original pose from the crystal structure
(Figure S1). The average RMSD values between docked
pose and original pose for each set of conditions were less
than 2 A and are shown in Table 3 (individual values are
shown in Table S1). Additionally, all binding energies are
within the calculated values for the original pose,
considering an error of +2.5 kcal-mol** (Table S2). The
lowest values for the average RMSD corresponds to the
condition of 100 runs and 1 million energy evaluations, thus
these parameters were used for docking to the MOR.
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Table 3 RMSD values between the poses with the lowest binding energy obtained in redocking and the respective co-crystallized ligand

Condition

- Average of RMSD /A

Runs Energy Evaluations /108
1 1.195
50 10 1.177
20 1.708
1 0.928
100 10 1.310
20 1.086
1 0.960
200 10 1.115
20 1.172
1 0.973
500 10 1.114
20 1.106
1 1.120
700 10 1.510
20 1.144
1 1.028
2000 10 1.189
20 1.074

Receptor activation states

The MOR structures considered for docking the selected
ligands span a range of activation states, as determined by
their UAI (Table 2), ranging from -68.84 (inactive state) to
60.19 (active state crystal structure). Conformations
extracted from the MOR-B72 complex trajectories were
classified as in intermediate states of activation.

Docking results

Binding energies obtained from docking calculations are
presented in Table S3. In general, receptor conformations
with higher UAI showed a pattern among the binding energy
values, where the higher the UAI of the conformational
states the lower the binding energy, except for BUP, as
shown in Figure 1.

The P21 showed the highest binding energy values, that
fact does not reflect the experimental high affinity presented
by the ligand [26], while B72, NBH and NDM showed the
lowest values, in accordance with their experimental high
affinities [27] [28] [29].

For some ligands, the calculated binding energy when
bound to an intermediate/inactive conformational state of the
receptor was found to be lower than that observed when
bound to the active conformation (e.g., BUP, CBP, MOP,
P21, and OLI).

Binding affinity vs. binding energy

Another approach used to analyze the docking results was to
relate the calculated binding energies with the experimental
inhibition constants reported for each ligand. However, the
availability of such data is not straightforward to obtain, for
different methods will result in different values for the same
ligand [30]. In order to bring some homogeneity to K; data,
we have compared available values from human and murine
receptors, using [*H]diprenorphine and [*H]DAMGO
radioligands, and established a scale factor to convert all
values to an equivalent rat/[*H]diprenorphine set.

In Table 5 K; values for CBP, NDM and OLI bound to
human and murine receptor, using [*H]DAMGO (CBP,
NDM) and [*H]diprenorphine (OLI) as the radioligand are
presented. From this data, the relationship between Kj tuman)
and K ¢ap) can be established as the average of the ratio K;
umany/ Ki ¢rat). In this way, one can estimate the K; a from
the Kj wman) by dividing the latter by 0.289 (Equation 1).

Likewise, in Table 6 values of K; for NLX bound to the
human receptor and MOP bound to the murine receptor are
shown for essays using both radioligands. From this data, the
ratio K [SH]diprenorphine/ Ki [SH]DAMGO is found to be 5.128, thus,
an estimate of Ki *uygiprenorphine Can be obtained by multiplying
Ki [3H]DAMGO by this factor (Equation 2)

Using the scale factors described above, values of
adjusted K; for all ligands considered in this study are
presented in Table 7.

Ligands were then ordered based on their adjusted Ki;
values and plots of calculated binding energy versus K;,
grouped by conformation clusters, are shown in Figure 2.



Table 4 Elaboration of the 1st conversion factor
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Table 5 Elaboration of the 2nd conversion factor

Ki values (n M)

Ki values (n M)

Species - - Radioligand
[BHIDAMGO [®H]diprenorphine Human Rat
CBP NDM OLlI NLX MOP
Human 0.7 0.34 6 [BH]IDAMGO 1.518 1.2
Rat 2.4 1.4 18 [®H]diprenorphine 7.6 6.3
Ki human/ Kirat 0.292 0.243 0.333 Ki [3H]diprenorphine/ Ki [3H]DAMGO 5.007 5.250
Equation 1 1st conversion factor Equation 2 2st conversion factor
0,292+0,243+0,333 5,007 + 5,250
o T 0289 T =5128
3 2
Table 6 Experimental and adjusted Ki of opioids
) [*HIDAMGO [*H]Diprenorphine
Ligand
Ki human Ref. Ki rat Ref. Ki human Ref. Ki rat Ref. Ki rat adjusted
nM nM nM nM nM
NLX 1.518 [30] - 7.600 [31] - 26.591
OLlI - - 6.000 [31] 18.000 [31] 18.000
CPB 0.700 [32] 2.400 [32] - - 12.359
NDM 0.340 [29] 1.400 [29] - - 7.180
MOP - 1.200 [33] - 6.300 [27] 6.300
NBH - - 1.500 [28] - 5.185
P21 - - 1.100 [26] - 3.802
BUP - - - 0.740 [27] 0.740
B72 - - - 0.060 [27] 0.060

In general, binding energies values showed a similar
pattern among all receptor structures when plotted against
the adjusted K;, but does not correspond to the expected
logarithmic behavior. This divergence can be explained by
the inhomogeneity of data used to calculate the adjusted K
values and to the experimental conditions employed to
determine those values (e.g., presence of solvent and
radioligand used) that are not taken into account by the
software.

Conclusion

The redocking procedure performed with class A GPCRs
could successfully reproduce the original ligand poses and
help establish appropriate docking parameters for using with
the MOR. Docking of ligands to different conformations of
the MOR confirmed, with some exceptions, the higher
affinity of the receptor when in the active state. Even though
inactive states can be classified in order of activation state,
the interactions with ligands did not follow a clear pattern.
An intuitive way to obtain comparable values for
inhibition constants was suggested but needs further

refinement with a larger set of data, in order to be statistically
significant.
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Fig. 1 Correlation graphs between binding energy values and UAI
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PDB Protein data bank

RMSD Root-mean-square deviation

MOR  p-opioid receptor

KOR k-opioid receptor

DOR d-opioid receptor

NOP Nociceptin/ orphanin FQ opioid receptor
A2AR  Aua adenosine receptor

B1AR  Bi-Adrenergic receptor

B2AR  B.-Adrenergic receptor

REF. Binding energy of the crystallized struture
DOCK. Binding energy of the re-docking process
NLX Naloxone

OLlI Oliceridine

CBP Cebranopadol

NDM Naldemedine

MOP Morphine

NBH Naloxone benzoylhydrazone

P21 PZM21

BUP Buprenorphine

B72 BU72
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Fig. S1: Lower energy poses found in the re-docking process (in blue) compared to co-crystallized ligands in the original
position (in red), with the receptors: p-opioid active state (a), k-opioid active state (b), 6-opioid inactive state (c),
nociceptin/orphanin FQ opioid inactive state (d), Adenosine Aza active state (e), Pi-Adrenergic active state (f), Pi-
Adrenergic inactive state (g), B2-Adrenergic active state (h), and B>-Adrenergic inactive state (i).



Table S1: RMSD values of the re-docking process.

RMSD (A)/ by structure

Conditions MOR KOR DOR NOP A2AR B1AR B2AR
. . . . . . . . ) . . Average of RMSD
Running Evaluations/10° Active Active Inactive Inactive Active Active Inactive Active Inactive
1 0,951 0,756 1,133 1,916 0,448 1,926 0,940 1,336 1,349 1,195
50 10 1,118 0,776 1,161 0,758 0,414 2,053 1,507 1,460 1,349 1,177
20 1,165 0,822 1,143 0,826 5,785 1,215 1,238 1,644 1,538 1,708
1 1,002 0,831 1,189 0,701 0,314 1,265 0,839 1,034 1,181 0,928
100 10 1,160 0,770 1,140 2,227 0,584 1,836 1,333 1,263 1,474 1,310
20 1,173 0,781 1,150 0,795 0,402 2,071 1,012 1,151 1,236 1,086
1 1,186 0,750 1,133 0,906 0,406 1,389 0,734 0,714 1,423 0,960
200 10 1,168 0,860 1,141 0,800 0,916 1,072 1,610 1,127 1,344 1,115
20 1,162 0,789 1,136 0,831 0,408 2,149 1,006 1,759 1,308 1,172
1 1,166 0,732 1,403 0,820 0,423 1,049 0,828 1,018 1,320 0,973
500 10 1,194 0,766 1,141 0,767 0,422 2,117 1,033 1,316 1,269 1,114
20 1,164 0,774 1,144 0,781 0,937 1,932 1,280 0,609 1,329 1,106
1 1,051 0,841 1,390 0,774 0,387 1,879 1,205 1,136 1,413 1,120
700 10 1,184 0,777 1,381 0,776 0,368 1,943 4,694 1,239 1,229 1,510
20 1,188 0,773 1,140 0,786 0,970 2,033 1,164 1,166 1,080 1,144
1 1,053 0,854 1,349 0,769 0,404 1,143 1,259 1,239 1,181 1,028
2000 10 1,163 0,774 1,142 0,812 0,813 2,034 1,274 1,409 1,278 1,189

20 1,159 0,829 1,149 0,754 1,002 1,996 1,132 0,658 0,991 1,074




Table S2: Binding energy values of the re-docking process and the of crystallized complexes.
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Binding energy (kcal-mol)/ by structure

Conditions MOR KOR DOR NOP A2AR B1AR B2AR Average of

) Evaluations/ Active Active Inactive Inactive Active Active Inactive Active Inactive binding
Running 10° Ref.  Dock. Ref.  Dock. Ref. Dock. Ref.  Dock. Ref.  Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. Ref. Dock. energy
1 -10,63 -13,01 -10,92 -10,11 -6,54 -10,20 -9,57 -10,65 -9,50 -10,13

50 10 -10,62 -13,11 -10,91 -10,32 -6,50 -10,74 -9,84 -11,04 -9,64 -10,30
20 -10,63 -13,11 -10,91 -10,27 -6,24 -10,80 -9,94 -11,17 -9,65 -10,30

1 -10,65 -13,01 -10,92 -10,16 -6,37 -9,98 -9,46 -10,47 -9,09 -10,01

100 10 -10,63 -13,10 -10,92 -10,32 -6,47 -10,77 -9,90 -11,03 -9,66 -10,31
20 -10,63 -13,12 -10,92 -10,33 -6,48 -10,87 -9,93 -11,11 -9,67 -10,34

1 -10,62 -13,04 -10,95 -10,25 -6,64 -10,34 -9,34 -10,87 -9,64 -10,19

200 10 -10,63 -13,11 -10,92 -10,31 -6,56 -10,78 -9,95 -11,37 -9,67 -10,37
20 -10,63 -13,12 -10,92 -10,33 -6,49 -10,80 -10,0 -11,36 -9,69 -10,37

-10,86 -12,54 -9,52 -9,85 -5,94 -10,66 -9,13 -10,11 -9,48

1 -10,63 -13,06 -10,99 -10,30 -6,66 -10,56 -9,81 -11,01 -9,53 -10,28

500 10 -10,63 -13,11 -10,93 -10,34 -6,51 -10,82 -10,0 -11,18 -9,76 -10,36
20 -10,64 -13,12 -10,93 -10,34 -6,59 -10,93 -9,99 -11,39 -9,73 -10,41

1 -10,64 -13,11 -11,05 -10,29 -6,75 -10,63 -9,59 -10,52 -9,55 -10,24

700 10 -10,63 -13,11 -10,96 -10,36 -6,72 -10,84 -9,99 -11,39 -9,73 -10,41
20 -10,63 -13,12 -10,93 -10,34 -6,61 -10,92 -10,01 -11,30 -9,75 -10,40

1 -10,66 -13,09 -11,03 -10,34 -6,71 -10,56 -9,85 -10,98 -9,57 -10,31

2000 10 -10,64 -13,12 -10,94 -10,34 -6,64 -10,93 -9,96 -11,35 -9,74 -10,41
20 -10,64 -13,12 -10,93 -10,35 -6,60 -10,98 -10,03 -11,37 -9,76 -10,42




Table S3: binding energy values obtained from molecular docking calculation.

Binding energy (kcal-mol?)

Conformational state

Associated ligand

NLX oLl CBP NDM MOP NBH P21 BUP B72
Active -11,46 -9,62 -11,33 -12,79 -9,89 -12,79 -8,66 -10,90 -12,53
Inactive -9,93 -8,72 -11,37 -12,32 -9,36 -10,47 -7,61 -11,65 -10,63
B72 1 -11,41 -9,31 111,14 12,17 -9,70 -11,41 -8,60 -10,36 -12,12
B72 2 -10,68 -9,20 -10,87 -11,79 -9,39 -11,45 -8,14 -11,28 -12,06
B72 3 -11,26 -9,10 -10,62 -12,24 -9,32 -11,59 -8,50 -10,27 -11,81
MOP_1 -9,50 -8,65 -9,37 -11,02 -8,75 -9,79 -7,75 -10,89 -10,43
MOP_2 -9,09 -8,28 -9,63 411,32 -8,76 -10,32 -6,48 -11,25 -10,75
MOP_3 -8,05 -8,32 -9,17 -10,05 -7,88 -9,51 -6,81 -9,66 -9,44
NBH_1 -10,14 -9,55 -10,79 -10,38 -9,57 -10,54 -9,16 -10,04 -11,17
NBH_2 -9,89 -9,04 -10,08 -11,47 -9,28 -10,00 -6,83 -10,87 -10,60
NBH_3 -9,63 -9,30 -9,84 -11,61 -9,59 -11,64 -8,71 -10,27 -11,41
NBH_4 -10,60 -8,68 -9,91 -12,51 -9,48 -10,39 -7,32 -11,54 -11,87
NBH_5 11,21 -8,78 -10,22 -12,37 -8,79 -10,25 -6,93 -9,21 -11,79
NLX_1 -10,79 -9,69 -11,92 -10,58 -9,01 -11,03 -7,51 -10,10 -11,43
NLX_2 -11,25 -10,51 -9,37 -11,02 -10,29 -10,71 -7,68 -10,55 -11,42
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