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"For whatever reason you refuse to feel this space we're in,

To know its insanity, really know it

Whatever your particular anaesthetic is, that you hold onto so desperately,

The thing | mean that makes you think you know who you are,

Whatever that thing is that you allow to keep you sane,

Your ace in your hole,

The psyche that keeps you from trying to guess what your pimp has in store for you,

Whatever keeps you from screaming out at this very moment in absolute and sheer

horror,

Whatever you f**k your brain with, whatever that is,
Whatever that is,

It's a lie,

It's a lie."

The Watts Prophets/Alabama 3
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RESUMO

FERRAZ, W.R. Analise Conformacional do Receptor Metabotrépico de
Glutamato 5 (mGIuR5) na Busca de Candidatos para o Tratamento do
Transtorno por Uso de Substancia (TUS). 2021. n° 1153-21. Trabalho de
Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas - Universidade de Sdo Paulo, Sio Paulo, novembro de 2021

Palavras-chave: Analise estrutural, Modelagem Molecular, mGIuRS5, Moduladores

Alostéricos, Transtorno por Uso de Substancias

INTRODUGAO: O estigma e a discriminag&o contra pessoas com transtorno por uso
de substancias (TUS) permaneceu constante nas ultimas décadas. Além disso, tal
problematica tem sido crescente em centros urbanos e rurais brasileiros e esta
ligada, principalmente, ao abuso dos produtos derivados da Erythroxylum coca,
como a cocaina e o crack. Neste contexto, o Receptor Metabotropico de Glutamato
5 (mGIuR5) é um importante alvo molecular para o combate deste transtorno e a
compreensao do mecanismo de ativagao e inibicao alostérica de seu dominio
transmembranar (7TM) é essencial para o design racional de farmacos mais
seletivos e seguros para o tratamento da TUS. OBJETIVO: Avaliar as mudangas de
conformacdo do mGIuR5 complexado com um modulador alostérico negativo (NAM)
e um positivo (PAM ) por meio de simulagdes de dindmica molecular (DM),
verificando mudancas significativas em residuos e motivos proteicos com objetivo de
gerar insights estruturais que auxiliardo no desenvolvimento de candidatos a
farmacos para o tratamento do TUS em humanos. MATERIAL E METODOS:
partindo de uma estrutura obtida por Cryo-EM (PDB:6N52) dos 7TM, construir um
modelo por homologia no servidor I-TASSER, desenhar, otimizar e fazer a dockagem
das moléculas no modelo obtido e colocar as melhores poses do PAM e NAM em
uma simulagdo por DM para avaliar as mudangas conformacionais obtidas.
RESULTADOS: Apds a obtengdo de um modelo satisfatério e a dockagem, a DM
nos mostrou mudancgas distintas na estrutura de 7TM, tanto em simulagées com o
PAM, quanto com o NAM. CONCLUSAO: As mudancas conformacionais aqui
observadas confirmam resultados obtidos em outros trabalhos experimentais e
tedricos e aumentam a robustez da hipotese do desenvolvimento de NAM’s para o
tratamento da TUS.



1. INTRODUGAO
1.1 Adigao, Problema Social e Sanitario

Apesar dos avancgos significativos no tratamento, o estigma e a discriminagao
contra pessoas com transtorno por uso de substancias (TUS) permaneceu constante
nas ultimas décadas, (MCGINTY et al., 2015). Além disso, tal problematica tem sido
crescente em centros urbanos e rurais brasileiros (BONADIMAN et al.,, 2017;
CHALUB; TELLES, 2006) e esta relacionada, principalmente, ao abuso dos produtos
derivados da planta Erythroxylum coca, como a cocaina e o crack, (DUAILIBI,
RIBEIRO; LARANJEIRA, 2008). Dentro deste contexto, nosso pais € apontado como
um dos territérios onde mais cresceu o0 consumo destas drogas, sendo considerado
o segundo maior mercado dessas substancias de abuso (SA), realidade que tem
gerado grandes impactos sociais e levado dependentes quimicos a situagdes de

vulnerabilidade moral, social e material, (ABREU, 2017).

Segundo um estudo de 2010, no territério nacional existia a ocorréncia de um
pensamento hegemdnico sobre o fendmeno do TUS e de suas medidas de
intervencao. Tal pensamento se focava num modelo moralista e psicopatologizante,
que colocava o adicto em confronto direto com metas de abstinéncia e controle do
seu uso de SA, (SCHNEIDER, 2010). Dentro deste nefasto panorama, o Brasil
encontrou uma saida mais secular para o TUS com a implementagao dos Centros
de Atencdo Psicossocial de Alcool e Drogas (CAPS AD) por meio da portaria N°
3.088, de 23 de dezembro de 2011, que instituiu: “uma rede de atencio psicossocial
para pessoas com sofrimento ou transtorno mental e com necessidades decorrentes
do uso de crack, alcool e outras drogas, no ambito do Sistema Unico de Saude
(SUS)”, (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Apesar desta importante conquista, ainda
nao foram disseminadas a¢des especificas no tratamento de TUS de produtos da E.
coca na maioria dos CAPS AD (XAVIER; MONTEIRO, 2013).

Sabe-se que uma parcela dos individuos adictos tém desejo de sair dessa
situagdo, mas existem grandes dificuldades devido a fissura (ou craving) que se da
ao tentar descontinuar o uso destas SA, o que usualmente leva o usuario a recaidas
e subsequente retorno ao vicio, (GULLAPALLI et al., 2019). A fissura seria um fator
de risco modesto e dependente do tempo, sendo que a frequéncia de episddios de

desejo esta ligada intrinsecamente ao tipo de SA e o seu tempo de uso



(CAVICCHIOLI et al., 2020). Tal problema se estende ainda mais para o uso do
crack, que tem um alto poder dependdgeno, além de ser responsavel por até 70%
das internagdes por uso de SA provenientes da E. coca na década passada,
(PULCHERIO et al., 2010).

Dentro deste contexto, faz-se necessario, além do suporte psicoterapéutico,
por parte dos CAPS AD, e redes de retaguarda, uma opgédo farmacoldgica que
possa ser aplicada junto a um esquema de terapia ocupacional (FARIA, 2021) que
leve em conta os papéis mediadores e moderadores dos mecanismos de
autorregulagao do craving e do TUS (CAVICCHIOLI et al., 2020), possibilitando aos
dependentes quimicos que escolherem este tipo de terapia uma nova ferramenta

para recuperarem sua dignidade.
1.2 O Receptor Metabotréopico de Glutamato 5 (mGIuR5) e a TUS

A neurotransmissdo glutamatérgica esta envolvida na maioria dos aspectos
excitatérios da funcado cerebral normal e pode ser perturbada em muitas condigdes
neuropatolégicas, incluindo a TUS (CHIAMULERA et al., 2001). Foi comprovado o
papel fundamental dos Receptores Metabotrépicos de Glutamato (mGIuR’s) na
mediagdo de comportamentos adictos, bem como na neuroplasticidade de longo
prazo associada ao uso crénico de diversas SA (CLEVA; OLIVE, 2012; WANG et al.,
2013), sob diversos mecanismos de autorregulagdo. Os mGIuRs pertencem a classe
de receptores acoplados a proteina G (GPCR) da familia C (KOEHL et al., 2019) e
foram divididos em 3 grupos com base em sua homologia de sequéncia,
mecanismos putativos de transducéo de sinal e propriedades farmacoldgicas. Para o
tratamento da TUS o grupo [, que inclui os mGIuRs 1 e 5 (mGIuR5), € o de maior
foco (NISWENDER; CONN, 2010). Existe um interesse particular no mGIluR5, que é
um receptor excitatorio do tipo Gq que ativa a fosfolipase C (CHU; HABLITZ, 2000) e
€ predominantemente expresso em pdés-sinapses de neurdnios (SHIGEMOTO et al.,
1997).

Uma extensa pesquisa sobre o papel do mGIuR5 no TUS foi realizada
(BROWN et al., 2012; CLEVA; OLIVE, 2012; WANG et al., 2013) e alguns trabalhos
apontam fortemente que o receptor desempenha um papel direto na patogénese da
adicdo, mostrando um envolvimento intimo no desenvolvimento da sensibilizagao
comportamental, (NISWENDER; CONN, 2010). Por exemplo, camundongos



knockout para mGIuRS demonstraram falta de auto administragdo de cocaina,
independentemente da dose. Isso sugeriu que o receptor pudesse estar intimamente
envolvido na integracédo das propriedades de recompensa da droga (CHIAMULERA
et al., 2001).

Posteriormente, outros trabalhos foram realizados, destacando-se o estudo
de mGIuRS5’s dos nucleos dorsolateral estriado (dSTR) e accumbens (NA) na
regulagdo da busca por cocaina apos abstinéncia e extingdo de uso da droga. Neste
trabalho, os animais foram submetidos a 2 semanas de autoadministragcdo de
cocaina seguida por 3 semanas de abstinéncia. Os animais foram entao,
reintroduzidos a autoadministragdo num teste de recaida induzido pelo contexto
(disponibilidade de cocaina), seguido por 7 a 10 dias de extingdo do uso do
alcaléide. Uma vez que a extingdo do uso foi plenamente alcangada, ambos os
testes de busca de drogas foram realizados na presenca de um antagonista
alostérico negativo do mGIuRS, a 3-((2-Metil-1,3-tiazol-4-il) etinil) piridina (MTEP), ou
veiculo infundidos no NA e dSTR. Foi descoberto que a MTEP infundida no NA
atenuou a recaida induzida pelo contexto apds a abstinéncia, ja o bloqueio de
MGIuRS5’s no dSTR néo teve efeito sobre a busca de cocaina induzida por contexto.
Tomados em conjunto, estes dados indicariam que os mGIuR5 do NA
desempenharam um papel essencial na aprendizagem da extingdo de uso de
cocaina enquanto modulariam negativamente a procura de SA apds a extingdo do
uso e a abstinéncia (KNACKSTEDT,; TRANTHAM-DAVIDSON; SCHWENDT, 2014).
Estas evidéncias, consideradas junto com as demais descobertas, mostram que
MGIURS pode ser crucial para a aprendizagem de autoadministragdo e recaidas no
TUS.

Além da evidéncia citada acima, diversos trabalhos mostram que os
antagonistas alostéricos do mGIuRS inibem a auto administragdo de SA e o
restabelecimento do comportamento de busca (GASS et al.,, 2009; KECK et al.,
2014; KOTLINSKA; BOCHENSKI, 2011). Fora isso, ainda existem evidéncias de que
0 mecanismo pré-sinaptico glutamatérgico/canabindide poderia estar por tras dessa
acado. Essa afirmagdo se da, visto que,, a 2-metil-6 (feniletinil) piridina (MPEP)
sozinha, quando administrada sistemicamente ou localmente no NA, elevou o
glutamato extracelular, mas ndo a dopamina extracelular intensificada pelo uso de

cocaina (DA). Ja era sabidoque a indugdao no consumo e na busca do alcaléide foi



associada a uma reducéo no glutamato extracelular intensificado pela SA, mas nao
de DA no NA. Da mesma forma, um antagonista do receptor canabindide 1 (CB1),
rimonabanto, elevou o glutamato no NA, ndo a DA, e o glutamato extracelular
intensificado por MPEP foi bloqueado pelo rimonabanto sugerindo que um
mecanismo de sinalizagdo endocanabindide retrogrado estaria relacionado ao
acumulo de glutamato induzido por MPEP (LI et al., 2018). Juntos, esses resultados
indicam que os efeitos terapéuticos anti cocaina dos antagonistas alostéricos do
mGIuR5 sao mediados pela elevagao do glutamato extracelular no NA, por meio de
um mecanismo de desinibicao do receptor endocanabinoide CB1.

1.3 Insights Estruturais do mGIuR5
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Figura 1: Estrutura do mGIuR5 na forma apo (PDB: 6N52) com os dominios

protéicos de interesse rotulados. Imagem elaborada pelo autor.

O mGIluR5 é formado, obrigatoriamente, por dimeros (com monémeros de
871 aminoacidos) e quatro pontos estruturais de interesse, dois extracelulares, um
transmembranar e um intracelular. O primeiro dos extracelulares € o dominio Venus
Fly Trap (VFT), que contém o sitio ortostérico do receptor, e o segundo é o
Cysteine-Rich Domain (CRD), um dominio de alta flexibilidade e rico em residuos de
cisteinas que liga VFT aos Sete Dominios Transmembranares (7TM), onde se
encontram a maioria dos sitios alostéricos de interesse do alvo. Além disso, uma
pequena porgao dos 7TM ¢é intracelular (GPCRBD, onde ocorre o acoplamento da

proteina G ao mGIluR5 quando o mesmo esta ativado), (KOEHL et al., 2019).

O processo de sinalizacdo do mGIuRS é dinadmico e envolve mudancas
conformacionais em larga escala que sao transmitidas de VFT aos 7TM.
Fisiologicamente, o processo ocorre com a ligagdo do agonista enddégeno
(glutamato) a VFT. Apés isso, ocorre o fechamento do Iébulo do dominio, que é
essencial para a ativagdo fisiolégica por seu ligante enddgeno. E necessario
comentar que o fechamento do I6bulo de apenas um mondmero ja é o suficiente
para a ativagdo parcial do receptor, porém, o fechamento dos dois VFT's é
necessario para a ativagao total do mesmo. A segunda mudanga conformacional
importante envolve a reorientagdo dos CRD’s que se aproximam, pois, a ligagédo de
um agonista a VFT permite a compactagao da interface do dimero, fazendo com que
os CRD’s formem uma rede de ligagdes dissulfeto nessa nova interface. Estas
interagdes entre os CRD’s permitem que o mesmos também interajam com o
segundo /loop extracelular (2LE) de cada mondmero, permitindo o reposicionamento
do “corpo rigido” dos 7TM’s, que entram em contato entre si e iniciam a sinalizagao.
Estudos com o mGIuR5 em neurdnios vivos demonstraram que a ativacao fisiolégica
do receptor provavelmente depende de mudangas conformacionais sequenciais intra
e inter subunidades, (KOEHL et al., 2019).
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Figura 2: Estrutura do mGIuR5 na forma holo, ativado com glutamato (PDB: 6N51),

com os dominios protéicos de interesse rotulados. Imagem elaborada pelo autor.

) =

Figura 3: Comparacdo entre a forma inativa (PDB:6N52) e ativa (PDB 6N51) do

mGIuRS. imagem elaborada pelo autor.
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Um ligante ortostérico induz proteina Gq a acoplar em 7TM, o que em ultima
instancia leva a liberagdo de calcio intracelular (KOEHL et al., 2019). Além disso,
sabe-se que os 7TM sao o dominio de ligacao de varios ligantes ndo enddgenos que
sdo moduladores alostéricos (AM), sejam eles positivos ou negativos. Tais bolsos de
ligacdo se sobrepdem a diversos sitios ortostéricos de receptores da familia A das
GPCRs (GOUDET et al., 2004). Por exemplo, os 7TM do mGIuR5, isoladamente,
funcionam de maneira similar as rodopsinas do tipo GPCR, com certos AM positivos
(PAM) agindo como agonistas ortostéricos, (GOUDET et al., 2004; KOEHL et al.,
2019). O que é mais importante desta situagédo é que PAM’s que agem nos 7TM que
nao apresentam respostas no mGIuR5 inteiro agem como agonistas totais, o que
sugere que as conformagdes dos dominios extracelulares séo fatores criticos para
regular a ativagdo e a sinalizagdo, mas nao sao ligados intrinsecamente a ativacao
propriamente dita do receptor (CONG et al., 2019; GOUDET et al., 2004).

Individualmente, em modelos do mGIuRS disponiveis que mostram toda sua
estrutura, os 7TM’s da forma apo e holo apresentam alinhamentos quase idénticos,
ou seja, ligantes ortostéricos ndo sdo capazes de estabilizar a conformagao ativa
dos 7TM. Tal informacgédo nao é inesperada, pois GPCRs da familia A nao adotam
uma conformagao ativa sem um estabilizador, como a prépria proteina G (KOEHL et
al., 2019). Ou seja, ligantes ortostéricos e alostéricos n&o sao capazes de estabilizar
sozinhos a conformacéao ativa dos 7TM em estruturas cristalograficas ou obtidas por
Cryo-EM (KOEHL et al., 2019). Pelo fato dos sitios alostéricos serem menos
conservados que os ortostéricos na familia dos mGluRs, AM’s possuem melhor
seletividade e ajuste funcional que ligantes ortostéricos (CONG et al., 2019). Por
conta destas informacdes, este trabalho se focou apenas no estudo dos 7TM, pois
considerou-se que eles eram a chave para um projeto racional de modulagao
alostérica do mGIuR5 via 7TM, emergindo como um campo promissor para o design
e desenvolvimento racional de farmacos para o tratamento da TUS (CONG et al.,
2019). Outro fator importante para o estudo dos AM’s nos 7TM isolados foi que o
estudo de VFT+CRD+7TM requer a observacado de dimeros para visualizarmos sua
cooperatividade e os monémeros do mGIuR5 ndo sdo ativados por agonistas
ortostéricos (MOUSTAINE et al., 2012), ou seja, seria impossivel termos
observagbes robustas entre as diferengas conformacionais de sua ativagcdo ou

inibicdo, além do altissimo custo computacional que estas simulagdes de dinamica
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molecular (DM) acarretariam. No entanto, mGluR5 monoméricos também podem ser
encontrados em amostras do cérebro humano sob certas condigdes patoldgicas,
(FATEMI; FOLSOM, 2014) e estes mondmeros podem ser ativados diretamente por
PAM’s agindo nos 7TM (MOUSTAINE et al., 2012). Sendo assim, a modulagao
alostérica dos 7TM do mGIuR5 n&o requer VFT ou CRD para ser concretizada,
porque, mediante a ligacdo de PAM’s, os 7TM de mondmeros ativam o receptor.
Além disso, de forma analoga, os AM’s negativos (NAM) também exibem atividades
constitutivas nos 7TM promovendo seu efeito farmacolégico em mondémeros sem a
participacdo do dominio extracelular do mGLuRS (GOUDET et al., 2004;
MOUSTAINE et al., 2012). Portanto, os 7TM do mGIuR5 truncados comportam-se
como GPCRs de classe A, como as rodopsinas, e podem servir como modelos
excelentes para a investigacdo do mecanismo de modulagédo alostérica da porgao
transmembranar do mGIuR5 (CONG et al., 2019; GOUDET et al., 2004).

Estruturas obtidas por cristalografia de raios-X estao disponiveis para os 7TM
do mGIuR5 com NAM’s complexados (CHRISTOPHER et al., 2015, 2019; DORE et
al., 2014) e mostraram que existem dois sitios de ligagao de NAM'’s, o primeiro € um
sub-bolso raso que corresponde ao bolso ortostérico em GPCRs classe A e o
segundo é um sub-bolso mais profundo que se sobrepde ao sitio alostérico do cation
Na® presente nas GPCR’s classe A (CONG et al.,, 2019; GOUDET et al., 2004).
Abaixo dos sitios de NAM existem trés residuos (Tyr 659, Thr 781 e Ser 809) (PIN;
GALVEZ; PREZEAU, 2003) que coordenam uma molécula de &gua por meio de
ligacdes de hidrogénio, esta triade é conservada na familia dos mGluRs e pode
desempenhar fungdes semelhantes ao chamado "interruptor de transmissao" nos
GPCRs classe A, que conecta o bolso do ligante a metade intracelular do receptor
(CONG; TOPIN; GOLEBIOWSKI, 2017).
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Figura 4: Triade conservada (Tyr 659, Thr 781 e Ser 809, em ordem anti-horaria de
baixo para cima), com molécula de agua coordenada a esquerda, no modelo gerado
pelo I-TASSER. Imagem elaborada pelo autor.

Na porgéao intracelular dos 7TM do MGIuR5 sao encontrados dois bloqueios
ibnicos entre residuos Lys 665, Glu 770 e Lys 821, que s&o conservados tanto em
mGIuRs, quanto em receptores do acido gama amino butirico do tipo b (GABAB)
homodlogos a GPCRs classe C (BINET et al., 2007). O bloqueio iénico Lys 665 — Glu
770, em particular, foi sugerido como estabilizador dos 7TM em seu estado inativo,
como o bloqueio da porgao transmembranar (TM)3 - TM6 conservada em muitos
GPCRs classe A (BINET et al., 2007; MUHLEMANN et al., 2006).
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Figura 5: Bloqueio iénico (Lys 665, Glu 770 e Lys 821, em sentido horario a partir de

baixo) no modelo gerado pelo I-TASSER. Imagem gerada pelo autor.

O modo como os PAM’'s se ligam aos 7TM e promovem a ativagao de
mGIuRS5 ainda é desconhecido, porém dados de mutagénese dirigida ao local
sugerem dois possiveis modos de ligagao para PAM’s de mGluR4, correspondendo
aos dois sub-bolsdes sobrepostos ocupados pelos NAM’s (ROVIRA et al., 2015).
Teorizou-se para o mGIuR5 que o bolso mais raso é provavelmente responsavel
pelo agonismo alostérico, enquanto o mais profundo, possivelmente, esta envolvido
na cooperatividade com o VFT+CRD (CONG et al., 2019; CONG; TOPIN;
GOLEBIOWSKI, 2017).

Como citado anteriormente, evidéncias robustas garantem que o agonismo
alostérico dos 7TM né&o requer a participagao de ligantes ortostéricos ou do dominio
extracelular do receptor, podendo inclusive ativa-la na forma monomérica (CONG et
al., 2019; KOEHL et al., 2019). Além disso, estruturas do mGLUR5 com NAM’s tanto
completas (NASRALLAH et al., 2021), quanto apenas com o 7TM (CHRISTOPHER
et al., 2015, 2019; DORE et al., 2014; NASRALLAH et al., 2021), demonstraram que

o grupo de ligantes mantém a conformagdo do receptor na forma apo, ou seja,
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inativada. Portanto, o 7TM truncado pode ser usado, até este ponto, como um bom
modelo para investigagdes dos mecanismos alostéricos de PAM’s e NAM’s, podendo

auxiliar no design racional de moléculas para o tratamento da TUS.

M-term

Transmembrane

/ a-helices

Extracellular

Intracellular

C-term

IL1 IL2 IL3

Figura 6: Estrutura geral dos 7TM de GPCRs mostrada em uma visao bidimensional

para maior clareza. Fonte: https://basicmedicalkey.com/pharmacodynamics-2/

1.4 A Simulagao de Dinamica Molecular (DM)

Segundo a Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), a “DM é
um procedimento de simulagdo que consiste no calculo do movimento dos atomos
em uma molécula ou de atomos individuais ou moléculas em sélidos, liquidos e
gases, de acordo com as leis do movimento de Newton. As forgas que agem sobre
os atomos, necessarias para simular seus movimentos, sao geralmente calculadas
usando campos de forga da mecéanica molecular” (CHEMISTRY (IUPAC)).
Simplificando, a DM descreve a variagdo do comportamento de uma molécula como
funcdo do tempo, baseando-se na Segunda Lei de Newton. Por ser baseada na
mecanica molecular, a DM nos auxilia a obter modelos de moléculas proximos da
realidade biolégica que incluam diretamente caracteristicas como a flexibilidade
molecular e temperatura. Porém, como nao se trata de um método quantico, nao
podemos inferir propriedades eletrbnicas como orbitais moleculares ou prever
reagdes (VERLI, 2014).
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Figura 7: Representacdo da Segunda Lei de Newton adaptada para a DM. onde F,;
€ a forga aplicada ao atomo i na posigao x, t € o tempo, v a velocidade e a; a

aceleracao do atomo i. Fonte: (VERLI, 2014)

O impacto das simulagcbes de DM na descoberta de medicamentos se
expandiu drasticamente nas ultimas décadas, pois possibilita o estudo do
comportamento de proteinas e outras biomoléculas em detalhes atdmicos completos
e em diversas resolucdes temporais. Grandes melhorias na velocidade, precisao e
acessibilidade das simulagdes de DM, juntamente com a proliferacdo de dados
estruturais experimentais de alta resolugcdo como a crio-microscopia eletrénica
(Cryo-EM), aumentaram o apelo da simulagc&o biomolecular para os cientistas, uma
tendéncia particularmente perceptivel, embora certamente ndo limitada a
neurociéncia e suas diversas vertentes. Talvez a aplicagdo da DM mais basica e
intuitiva seja avaliar a mobilidade ou flexibilidade de varias regides de uma
biomolécula, por isso, essas simula¢gdes tém se mostrado valiosas na decifracdo de
mecanismos funcionais de proteinas e outras biomoléculas, bem como no projeto e
otimizagao de pequenas moléculas (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018).

Os cristais e estruturas disponiveis do mGIuR5 apresentam apenas ligantes
ortostéricos e alostéricos ligados a VFT e NAM’s ligados aos 7TM (CHRISTOPHER
et al., 2015, 2019; DORE et al., 2014; KOEHL et al., 2019; NASRALLAH et al.,
2021), porém como citado por Koehl e colaboradores, néo foi possivel estabilizar a
estrutura dos 7TM com agonistas ortostéricos e nem com PAM’'s. Por isso, é
essencial estudarmos as mudangas conformacionais dentro do dominio
transmembranar do mGIuR5 sob influéncia de AM'’s, principalmente usando
simulagées de DM em que todos seus atomos sejam expressos, para obtermos
insights estruturais sobre a conformacgao ativa dos 7TM. Pois, compreender o
mecanismo de ativagao e inibicado alostérica é essencial para o design racional de

AM’s do mGIuRS mais seletivos e seguros para o tratamento do TUS.
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2. OBJETIVOS

Avaliar as mudangas de conformagdo do mGIUR5 com um modulador
alostérico negativo (NAM) e um modulador alostérico positivo (PAM) ja bem
documentados (CHRISTOPHER et al., 2015, 2019), a 2-metil-6-(3-metoxifenil)etinil
piridina (m-MPEP) e a 3,3'-difluorobenzaldazina (DFB), respectivamente, por meio
de simulagbes de DM, verificando mudangas significativas em residuos e motivos
proteicos com objetivo de gerar insights estruturais que auxiliardo no

desenvolvimento de candidatos a farmacos para o tratamento do TUS em humanos.

DFBE

\

m-MPEP

Figura 8: Estruturas 2D do PAM (DFB) e do NAM (m-MPEP) utilizados neste

trabalho. Imagem elaborada pelo autor.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Modelagem por Homologia

A priori, a estrutura dos 7TM do mGIuRS5 utilizada foi extraida do Protein Data
Bank (PDB) (BURLEY et al., 2021) sob o cédigo PDB 6N52 (BURLEY et al., 2021;
KOEHL et al., 2019), que é a representagao da forma apo do mGIluR5 completo, ou
seja, sem nenhum ligante. Por conta de uma lacuna pertencente a um /oop
intracelular dos 7TM, construiu-se um modelo deste dominio, que foi obtido por
modelagem por homologia (VERLI, 2014) utilizando a plataforma |I-TASSER (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; YANG et al., 2015; ZHANG, 2008). Como molde para
este modelo de 7TM, foram utilizadas a sequéncia FASTA e a estrutura da porcao
transmembranar e intracelular do receptor provenientes de 6N52. Posteriormente, a
estrutura obtida teve sua qualidade estrutural e energética avaliada via os servidores
Procheck (COLOVOS; YEATES, 1993), Molprobity (CHEN et al., 2010; DAVIS et al.,
2007), ProSA (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) e QMEAN (BENKERT; BIASINI;
SCHWEDE, 2011) e pelo grafico de Ramachandran (ANDERSON et al., 2005). Apos
estas avaliagbes o modelo foi otimizado usando o GROMACS 2021.3 (ABRAHAM et
al., 2015; CHRISTOPHER et al.,, 2019; CONG et al., 2019; VIJAYA PRABHU;
SINGH, 2018), conforme o protocolo presente na subsecgédo 3.3, e reavaliado nos

mesmos servidores.
3.2 Docking Molecular

Ap6s a otimizagdo do modelo, realizaram-se estudos de docking na
plataforma DockThor (DE MAGALHAES et al., 2014; FERRAZ et al., 2020). Tal
procedimento foi necessario para posicionar m-MPEP e DFB em locais condizentes
com o sitio alostérico estudado (FERRAZ et al., 2020) antes da simulagao por DM. A
validacdo do docking foi feita pelo método de cross docking (LIU; KOKUBO, 2017;
SUTHERLAND et al., 2007), onde o ligante (m-MPEP) e as coordenadas de seu
ancoramento foram retiradas da estrutura de codigo PDB 6FFI (CHRISTOPHER et
al., 2019). Tanto o m-MPEP extraido de 6FFI, sob o formato de um arquivo .pdb,
quanto DFB e m-MPEP usados no docking, desenhados no ChemDraw V. 12.1.1
(MILLS, 2006) e salvos na extensao .mol, foram transformados no software Spartan
14.1.1.2 (VASCONCELOS et al., 2019; “Wavefunction, Inc.”) em suas versdes 3D.
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Ainda no Spartan, elas foram minimizadas ao seu conférmero equilibrio, otimizadas
para sua geometria de equilibrio e, por fim, tiveram suas cargas eletrostaticas
calculadas (FERRAZ et al.,, 2020) por meio do método de mecanica molecular
usando o Merck Molecular Force Field (MMFF), (HALGREN, 1996; HALGREN;
NACHBAR, 1996). Apos a validagdo do ancoramento molecular via cross docking,
DFB e m-MPEP foram docadas, segundo as metodologias validadas, em seus
respectivos sitios alostéricos (CHRISTOPHER et al., 2019; CONG et al., 2019), com
as melhores poses, posteriormente, sendo selecionadas por seu Root Mean Square
Deviation (RMSD), score e analise visual (FERRAZ et al., 2020).

3.3 Simulagoes por DM e Analise Conformacional.

As melhores poses tanto de DFB, quanto de m-MPEP foram entdo
selecionadas para que passassem por uma simulagdo de DM (CONG et al., 2019;
NASRALLAH et al., 2021) no software GROMACS 2021.3 (ABRAHAM et al., 2015;
CONG et al., 2019; “GROMACS Reference Manual”, [s.d.]; LINDAHL et al., 2021;
MODESTIA et al., 2019; VIJAYA PRABHU; SINGH, 2018), utilizando o campo de
forca GROMOS 11 sob os parametros 45A3 (SCHULER; DAURA; VAN
GUNSTEREN, 2001), que possibilitam a aplicagdo do campo de for¢ca a agregados
lipidicos como membranas e micelas, e sistemas mistos com moléculas alifaticas
com ou sem agua, para que sistemas apolares que possam interagir com diferentes
biomoléculas. Dois modelos do 7TM, um com m-MPEP e outro com DFB, passaram
por simulagcdes distintas e em triplicata incorporados em uma bicamada de
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), uma fosfatidilcolina. O sistema
foi solvatado em uma caixa periddica cubica de 94 x 96 x 110 A (ANDERSEN, 1980;
CONG et al., 2019) com agua explicita (modelo SPC/E) (RAMI REDDY;
BERKOWITZ, 1989) e neutralizado com ions CI. Dois ciclos de minimizacédo de
energia (5.000 degraus de steepest descent e 5.000 degraus de gradiente
conjugado) foram realizados, com restricdes posicionais de 200 kcal - mol-1 - A-2
aplicadas a proteina e ao ligante de cada simulagdo durante o primeiro ciclo. O
sistema foi entdo, gradualmente aquecido a 310 K durante 1 ns, com restricdes de
200 kcal - mol-1 - A-1 para os atomos do alvo e do ligante (VIJAYA PRABHU;
SINGH, 2018). Ligagdes envolvendo atomos de hidrogénio foram restringidas

usando o algoritmo LINCS (HESS, 2008) e as forgas de Van der Waals e interagdes
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eletrostaticas de curto alcance tiveram cut-off de 8 A (CONG et al., 2019). As
interagbes eletrostaticas de longo alcance foram calculadas usando a somatdéria de
Particula de Mesh Ewald (PME) e duas fases de equilibrio de 5 ns foram realizadas
em um esquema NPT (Pressao = 1 bar, Temperatura = 310 K), condicdo na qual o
numero de particulas, a presséo e a temperatura do sistema se mantém as mesmas,
agora sem restricbes de 15 kcal - mol-1 - A-1 na proteina (CONG et al., 2019;
VIJAYA PRABHU; SINGH, 2018). O acoplamento de pressao semi-isotropica foi
aplicado usando o barostato de Andersen-Parrinello-Rahman (ANDERSEN, 1980;
M. PARRINELLO, 1980), permitindo que a caixa de simulagcdo no eixo z
(perpendicular a bicamada lipidica) variasse independentemente do plano x-y € o
acoplamento de temperatura foi realizado usando o termostato Nose-Hoover (NOSE;
KLEIN, 1983). No total, as simulagbes foram feitas em triplicatas de 170 ns para

cada sistema com suas trajetérias salvas a cada 20 ps.

Apés analise da trajetoria, avaliamos se as conformacdes obtidas foram
semelhantes ao cristal na forma apo realizando um alinhamento das estruturas,
simuladas e os 7TM da estrutura 6N52, calculando o RMSD atdomico e demais
analises que foram consideradas relevantes (CONG et al., 2019; MODESTIA et al.,
2019; NASRALLAH et al., 2021; VIJAYA PRABHU; SINGH, 2018), utilizando o
software PyMOL 2.5 (MOOERS, 2020; “PyMOL | pymol.org”; YUI; UTO, 2021) para
alinhamentos moleculares e geragdo de imagens. Os scripts para o GROMACS
2021.3 foram desenvolvidos, implementados e paralelizados para otimizar o
desempenho das simulagdes e analises em unidades de processamento grafico
(GPU) GeForce RTX™ 2060 da NVIDIA (ABRAHAM et al.,, 2015; KOHNKE;
KUTZNER; GRUBMULLER, 2020)
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4. RESULTADOS
4.1 Modelagem por Homologia

A estrutura de cédigo PDB 6N52 (KOEHL et al., 2019) foi selecionada para
realizar os estudos, visto que, apresenta uma boa resolu¢cdo para uma estrutura
protéica de mais de 1000 aminoacidos (4.00 A), um 6timo numero de outliers
segundo o grafico de Ramachandram (0%) e uma boa porcentagem de outliers de
cadeias laterais (0,6%). Porém, a estrutura 6N52 apresentava uma lacuna, regiao
ndo identificada no modelo, entre lle 670 e Ala 690, totalizando um gap de 20
aminoacidos que estruturalmente compdéem uma alga intracelular dos 7TM de
mGIuRS5. Como o objetivo final deste trabalho sdo simulagdes por DM, foi necessario
qgue um modelo por homologia fosse construido a fim de garantir toda a integridade
dos 7TM, mantendo maxima verossimilhangca com o dominio transmembranar do
mGIuR5. Desta maneira, a estrutura dos 7TM e a sequéncia FASTA de 6N52 foram
usadas como moldes para a produgao de um modelo por homologia na plataforma
I-TASSER. A plataforma retornou os 5 melhores modelos previstos e com a ajuda de
um alinhamento estrutural com 6N52 pelo PyMOL e os dados gerados pelo proprio
servidor, foi selecionado o modelo n°1, que apresentava C-Score de -0.38, TM-Score
de 0.66+-0.13, RMSD atébmico de 6.9+-4.1 e densidade de cluster 0.1455. Ao
analisarmos o modelo dos 7TM obtido nas plataformas Procheck, Molprobity,
QMEAN, ProSA e pelo grafico de Ramachandram, foram encontrados, além de 6
residuos como outliers de Ramachandram, 9.8% dos residuos com erros de
planaridade, 5 contatos moleculares ruins, QUEANDisCo Global de 0,59 e Z-score
de -3.34. Tais dados demonstram que o modelo tem qualidade mediana, porém, os
residuos outliers, 2,7% do total, e os erros de planaridade, estavam
demasiadamente altos, o que nos obrigou a fazer uma otimizagdo do modelo via
DM.

Para a otimizagdo do modelo, usamos o GROMACS 2021.3, segundo o
protocolo citado na subseg¢dao 3.3. O sistema de simulagdo final consistiu em
aproximadamente 63.000 atomos, incluindo cerca de 12.800 moléculas de agua, 154
POPC e 15 anions cloro. O sistema estabilizou-se entre 90 e 120 ns e a estrutura
correspondente a 105 ns foi a escolhida para ser usada como o modelo dos 7TM

para os proximos experimentos. Ela apresentou, pelo grafico de Ramachandram, O
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residuos como outliers, 0% dos residuos com erros de planaridade, 0 contatos
moleculares ruins, QMEANDIisCo Global de 0,68 e Z-score de -1.25. Desta maneira,

o0 modelo estava pronto para ser usado nas pfoximas etapas.

Figura 9: Modelo dos 7TM gerado pelo I-TASSER e otimizado por DM com o
GROMACS 2021.3. Imagem elaborada pelo autor.

4.2 Docking Molecular

As estruturas dos 7TM de 6N52 e 6FFI foram alinhadas ao modelo de 7TM
refinado. Apds isso, verificou-se que o ligante m-MPEP de 6FF| estava exatamente
alinhado com o bolso do modelo e a molécula foi extraida no formato .pdb de seu
cristal de origem. Apods, os atomos foram identificados no PyMOL e o .pdb do
m-MPEP de 6FFI foi aberto num editor de texto para visualizarmos as coordenadas
X,Y e Z de seu atomo mais “central”’, o carbono 8, e as usarmos como o centro da
caixa de docking (FERRAZ et al., 2020). As coordenadas escolhidas para o centro
da caixa foram x = 115.604, y = 128.203 e z = 90.682; e apds serem anotadas, o
m-MPEP proveniente de 6FFI foi otimizado no software Spartan (VASCONCELOS et
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al., 2019; “Wavefunction, Inc.”) pelo método de mecéanica molecular com o campo de
forca MMFF (HALGREN, 1996; HALGREN; NACHBAR, 1996).

m-MPEP

Figura 10: Conformacdes de equilibrio de DFB e m-MPEP apds calculo no Spartan.

Imagem elaborada pelo autor.

Os estudos/calculos de docking foram efetuados na plataforma DockThor
(DE MAGALHAES et al., 2014; FERRAZ et al., 2020) e a validagdo por cross
docking foi performada para a robustez da anadlise. Como o m-MPEP possui no
méaximo 9,7 A de “largura” e 4.3 A de “altura”, o tamanho minimo da caixa de
docking para a validag&o foi de 13 A por aresta para permitir uma maior labilidade do
ligante. Como o método pede uma triplicata (FERRAZ et al., 2020), a caixa mediana
foi de 15 A por aresta e a maior de 17 A por aresta. Todas as trés caixas geraram 20
poses. O método de docking foi validado para a caixa de 15 A com 20 poses e 0s
ligantes DFB e m-MPEP em 2D passaram pelo mesmo processo de otimizagcdo que
o ligante de 6FFI. As melhores poses de DFB e m-MPEP obtidas por docking foram
muito semelhantes a do m-MPEP na estrutura 6FFI. Tais modos de ligagdo foram
selecionadas segundo um critério triplo, que envolvia a analise conjunta do score da
plataforma + RMSD baseado na pose cristalizada do m-MPEP de 6FFI + analise
visual e foram encaminhadas para a analise conformacional via DM, complexadas a

estrutura do modelo de 7TM.

A melhor pose de DFB teve RMSD de 0,69, um score de 91,7 e uma analise
visual étima, enquanto que a de m-MPEP teve RMSD de 0,93, um score de 87,4 e

uma analise visual 6tima.

4.3 Simulagao de DM e Analise Conformacional
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Para os estudos de DM, o GROMACS 2021.3 foi utilizado segundo o
protocolo da subsecido 3.3, porém desta vez dois modelos do 7TM, um com
m-MPEP e outro com DFB, passaram por simulagdes distintas e em triplicatas. Os
sistemas de simulagao final consistiam em aproximadamente 63.000 atomos,
incluindo cerca de 12.800 moléculas de agua, 154 POPC, 15 anions cloreto e os
atomos dos ligantes (30 atomos do m-MPEP e 28 de DFB). O sistema estabilizou-se
entre 100 e 120 ns com a estrutura complexada com m-MPEP e entre 90 e 110 ns

para o alvo em conjunto com DFB.

O 7TM ligado a DFB exibiu mudangas conformacionais que se assemelhavam
a caracteristicas tipicas de ativagcdo de GPCR’s classe A (TEHAN et al., 2014),
nomeadamente, o bloqueio idbnico TM3-TM6 foi desestabilizado e o TM6 moveu-se
para fora do feixe dos 7TM, enquanto o sistema em que o NAM estava presente
permaneceu em estado inativo durante o mesmo curso de simulagdo. Durante as
simulagdes, DFB exibiu dois modos de ligagdo, cada um associado a um cluster
distinto do bolso de ligagao alostérica ja confirmado por estruturas cristalograficas
com NAM’'s (CHRISTOPHER et al., 2015, 2019; DORE et al., 2014), o sub-bolso
alostérico raso (mais proximo a porcao extracelular de mGIuR5) e o sub-bolso
alostérico profundo (mais proximo a porg¢ao intracelular do receptor). Em
contrapartida, a simulacdo de DM com o m-MPEP demonstrou apenas um modo de
ligacao, restringindo a conformagéo do bolso alostérico de 7TM a uma proxima da
estrutura do inicio da simulagdo. Em contraste, a estrutura na forma apo exibiu
mudangas notaveis do formato de bolso durante 0 mesmo curso de simulagao, com

as mudancas se devendo principalmente a movimentos combinados de TM6 e TM7.

O modo de ligagdo de DFB no sub-bolso alostérico mais profundo do PAM
assemelhou-se ao de m-MPEP, onde o anel superior dos ligantes formou uma
interacéo do tipo 1 — T stacking e interagdes do tipo edge-to-face (MUEHLDOREF et
al., 1988) com Trp 785 e Phe 788, respectivamente. No entanto, DFB posicionou-se
mais proximo de TM5 do que o m-MPEP, o que alterou notavelmente a conformacéo
do bolso, pois TM6 inclinou-se para fora e TM7 moveu-se para dentro. Além disso, a
ligacdo de hidrogénio mediada pela agua presente na triade conservada foi

enfraquecida com o anel inferior de DFB, se inserindo entre Tyr 659 e Ser 809.
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Ja o modo de ligagdo de DFB no sub-bolso alostérico mais raso, 3 A acima do
mais profundo, foi o mais “populado” durante a simulacdo com o PAM. Este
posicionamento de DFB demonstrou varias caracteristicas distintas, como a Phe 788
se inserida entre DFB e TM7, formando uma ligagdo do tipo ™ - w stacking
(MUEHLDOREF et al., 1988) com o primeiro, enquanto o ultimo se moveu para fora;
Trp 785 adotou um estado rotamérico "oscilante", permitindo a entrada de moléculas
de agua que formaram ligagdes de hidrogénio com o préprio aminoacido e DFB; e a
rede de ligagbes de hidrogénio da triade foi alterada conforme Thr 781 se movia
para longe de Ser 809 para formar novas ligagdes de hidrogénio com Tyr 659 por

meio de seu backbone.

Os loops extra e intracelulares (ECL1, ECL2 e ECL3; e ICL1, ICL2, e ICL3
respectivamente) também apresentaram movimentagbes diferenciadas nos dois
sistemas simulados. Por exemplo, na simulagcdo com DFB, os loops eram altamente
flexiveis; enquanto que com MPEP, eles exibiram mais interacdo com os 7TM,

provavelmente devido a estabilidade do receptor.
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5. DISCUSSAO

A repeticdo de algumas informacbdes presentes nos resultados sera
necessaria para a melhor discussdo a luz da literatura apropriada para os

fendbmenos descritos.

Como ja dito, os 7TM ligados DFB exibiram mudangas conformacionais
semelhantes as da ativacdo de GPCRs classe A (TEHAN et al.,, 2014), como a
desestabilizagcdo do bloqueio ibnico TM3-TM6 e a movimentagdo de TM6 para fora
do feixe dos 7TM. Isso, claramente, diferenciou o receptor ligado ao PAM do sistema
em que o NAM estava presente, o qual permaneceu em estado inativo durante o
mesmo curso de simulagdo. A desestabilizagao do bloqueio iénico de TM3 - TM6
também foi observada por estudos anteriores sobre a ligagdo de PAM’s ao mGIuR4
e mGIuR5 (CONG et al., 2019, 2019; DALTON; PIN; GIRALDO, 2017; VIJAYA
PRABHU; SINGH, 2018). Nos GPCRs classe A, a ligagao do agonista é conhecida
por gerar um estado ativo movimentando TM6 para o lado intracelular, isso levaria
ao acoplamento de proteinas G que induziriam e estabilizariam mais drasticamente
o TM6 na citada posicdo, (CONG et al., 2019; SUSAC et al., 2018; TEHAN et al.,
2014). Tais dados colaboram com as informagdes de que nao foi possivel obter a
estrutura completa do mGIuR5 com um agonista ortostérico sem o acoplamento da
proteina G (KOEHL et al., 2019), além da eficacia intrinseca de PAM’s para ativarem
o mGIuRS5, independentemente da presenca de ligantes ortostéricos ou do receptor
estar em sua forma dimérica e monomérica (CHRISTOPHER et al., 2019; CONG et
al., 2019; CONG; TOPIN; GOLEBIOWSKI, 2017; KOEHL et al., 2019; VIJAYA
PRABHU; SINGH, 2018).
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Figura 12: DFB (em roxo) ocupando o sub-bolso profundo apds simulagéo por DM
do modelo dos 7TM do mGIuRS com os residuos da triade conservada em magenta.

Imagem elaborada pelo autor

O modo de ligagdo de DFB obtido por docking foi muito semelhante ao do
m-MPEP na estrutura cristalina, porém, durante o simulagdes, DFB exibiu dois
modos de ligagdo, cada um associado a um cluster distinto dos bolsos de ligacédo ja
confirmados por estruturas cristalograficas com NAM’s. Em contrapartida, a
simulagdo de DM com o m-MPEP demonstrou apenas um modo de ligagao,
restringindo a conformacgao do bolsao préoxima a da estrutura do inicio da simulacgéao.
Em contraste, a estrutura na forma apo exibiu mudangas notaveis do formato de
bolso durante o mesmo curso de simulagdo. Essas mudangas se devem
principalmente a movimentos combinados de TM6 e TM7. Comparando as
conformagdes do bolsdo em questdo nas estruturas dos 7TM em sua forma apo,
com DFB e com m-MPEP, sugere-se que a presencga dos ligantes envolva uma certa
selecdo conformacional e ajuste induzido. Isso ocorreu, pois as conformagdes na
presenga dos ligantes sobrepdem-se significativamente as conformacgoes
preexistentes no receptor sem ligantes, o que ja foi sugerido para outros GPCRs,

onde a ligagdo do ligante e a ativagdo do receptor poderiam exigir um equilibrio
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dindmico da selecdo conformacional e do ajuste induzido (GIRALDO, 2004;
HUNYADY; VAUQUELIN; VANDERHEYDEN, 2003).

Figura 13: Modelo dos 7TM do mGIuR5 durante simulagédo por DM no momento em
que DFB ocupava o sub-bolso raso. Os residuos da triade conservados estao

marcados em magenta. Imagem elaborada pelo autor
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Figura 14: Sobreposicdo da forma inativa dos 7TM (roxo) com a ativada
alostericamente por DFB no sub-bolso profundo. Note a hélice de TM6 mais a direita

posicionada para fora do feixe dos 7TM e o nao alinhamento das estruturas.

O modo de ligagdo de DFB no sub-bolso alostérico mais profundo do PAM
assemelhou-se ao de m-MPEP, na qual o anel superior dos ligantes formou uma
interagao do tipo 1T — 1 stacking e interagdes do tipo edge-to-face (MUEHLDORF et
al., 1988) com o Trp 785 e a Phe 788, respectivamente. No entanto, DFB
posicionou-se mais préximo do TM5 do que o m-MPEP, o que alterou notavelmente
a conformacgao do bolso, pois TM6 inclinou-se para fora e TM7 moveu-se para
dentro. Além disso, a ligacdo de hidrogénio mediada pela agua presente na triade
conservada foi enfraquecida com o anel inferior de DFB, se inserindo entre a Tyr 659
e a Ser 809.

Figura 15: m-MPEP (em roxo) ocupando o sub-bolso alostérico profundo (Residuos

em magenta) apds simulagao por DM. Imagem elaborada pelo autor.
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O modo de ligacdo de DFB no sub-bolso alostérico mais raso foi observado
com mais frequéncia durante a simulacio. Este posicionamento de DFB demonstrou
varias caracteristicas distintas, como a Phe 788 que foi inserida entre DFB e TM7,
formando uma ligagéo do tipo m - 1 stacking (MUEHLDORF et al., 1988) com o
PAM, enquanto o TM7 se moveu para fora; o Trp 785 adotou um estado rotamérico
"oscilante", permitindo a entrada de moléculas de agua, sugerem ligagcdes de
hidrogénio com o proprio aminoacido e DFB; e a rede de ligagdes de hidrogénio da
triade foi alterada conforme a Thr 781 se movia para longe da Ser 809 para formar
novas ligacdes de hidrogénio com a Tyr 659 por meio de seu backbone. A
alternéncia do modo de ligagdo DFB foi consistente com a nogéo de que PAM’s de
MGIuRs podem se ligar em dois modos distintos dentro do 7TM: o mais profundo
estaria possivelmente envolvido na cooperagdo com o VFT+ECD e o mais raso seria
o provavel responsavel pela eficacia intrinseca do PAM (CONG et al., 2019; CONG;
TOPIN; GOLEBIOWSKI, 2017; ROVIRA et al., 2015).

Os resultados acima vao ao encontro do que foi observado anteriormente
(CHRISTOPHER et al., 2015, 2019; CONG; TOPIN; GOLEBIOWSKI, 2017; VIJAYA
PRABHU; SINGH, 2018) e fortalecem a ideia dos papéis centrais dos residuos
conservados no agonismo/antagonismo alostérico do mGIuRS. Além disso, os loops
extra e intracelulares (ECL1, ECL2 e ECL3; e ICL1, ICL2, e ICL3, respectivamente)
também apresentaram movimentacdes diferenciadas nos dois sistemas simulados.
Por exemplo, na simulacédo com DFB, os loops eram altamente flexiveis; enquanto
que com MPEP, eles exibiram maior acoplamento com os 7TM, provavelmente
devido a estabilidade do receptor. No entanto, n&do conseguiu-se identificar
quaisquer contribuicdes dos loops na ativagao dos 7TM com as simulacbes de DM

realizadas.

Por fim, a molécula de agua presente na triade conservada foi novamente
demonstrada como importante por mediar interacbes de NAMs no 7TM do mGIuRS5,
tanto em estruturas cristalograficas (CHRISTOPHER et al., 2015, 2019; DORE et al.,
2014) como em simulagdes por DM do 7TM (CONG et al., 2019; VIJAYA PRABHU;
SINGH, 2018).
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6.CONCLUSAO

Este trabalho avaliou mudangas conformacionais provocadas por AM’s no
MGIURS, um alvo promissor para o tratamento do TUS, se trabalhado junto a um
esquema de terapia ocupacional. Sendo o mGIuR5 um alvo complexo cuja ativagao
requer uma série de mudangas conformacionais unicas entre os mGIuRs, optou-se
por estudar apenas seus 7TM, onde encontram-se dois sub-bolsos alostéricos que
se mostraram extremamente importantes para o estudo de farmacos no receptor,
pois promovem 0O agonismo e o antagonismo do alvo mesmo em sua forma

monomeérica.

Este estudo colaborou com os resultados obtidos por trabalhos anteriores,
tedricos e praticos, quanto aos modos de ligacdo dupla de DFB ao mGIuR5 e do
modo de ligagdo unico de m-MPEP ao alvo. No seu modo de ligagdo mais
superficial, o DFB poderia ativar o mGIuR5 através de um mecanismo semelhante
aos dos GPCRs de classe A, com tal mecanismo sendo conservado em GPCRs de
classe C, visto que envolve varios residuos de aminoacidos altamente conservados.
J& o modo de ligagdo mais profundo do DFB poderia estar envolvido na
cooperatividade com as conformagdes assumidas por VFT+ECD por conta de

ligantes ortostéricos.

Além disso, nossos resultados fortalecem as inferéncias sobre as diferentes
conformacgdes assumidas pelo 7TM do mGIuRS5 sob influéncia de PAM’'s e NAM'’s ja
reportadas, podendo orientar com maior robustez o design racional de AM'’s
seletivos para o mGIuRS5, podendo ser referéncia para futuros estudos que desejem
fazer uso da DM na observagao de protétipos de AM’s e sua agdo em mudancgas
conformacionais aqui indicadas. Como o foco desse trabalho é o tratamento do TUS,
os dados que mais merecem foco sdo os detalhes e mudangas provocados pelos
NAM’s na estrutura dos 7TM.

Para pesquisas futuras, sugerimos o uso do benchmark presente neste
trabalho para aumentar a robustez de pesquisas como as de relagdo quantitativa
entre estrutura e atividade (QSAR) de PAM’s e NAM’s que tém como alvo o 7TM do
mGIuR5 ou de triagens virtuais focadas nos sub-bolsos do receptor estudado neste

trabalho. Além disso, reforcamos a necessidade de estruturas dos 7TM ou do
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MGIuURS integrais com a porgao transmembranar na forma ativa e com a proteina Gq

acoplada ao alvo.
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