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RESUMO

O consumo de alcool foi amplamente difundido globalmente, estando associado a
elevadas taxas de morbidade e mortalidade, além de impactos socioecondmicos
significativos. Classificado como carcinogénico do grupo 1, seu uso cronico esta
relacionado ao desenvolvimento de diversas condi¢des clinicas, incluindo doencas
cardiovasculares, neoplasias e transtornos psiquiatricos. Apesar da elevada
prevaléncia dos transtornos por uso de alcool (TUA) (Alcohol Use Disorders — AUD),
um numero reduzido de farmacos € aprovado para seu tratamento, em parte devido a
heterogeneidade dos perfis clinicos dos pacientes. Neste trabalho, foram identificados
requisitos estruturais chave para a identificagdo de substdncias com potencial
atividade bioldgica frente aos receptores opioides, alvos relevantes no tratamento de
AUD, por meio de abordagens in silico. A docagem molecular foi empregada para
caracterizar os requisitos estruturais e padroes de interacdo necessarios ao
reconhecimento dos ligantes pelos receptores. A partir desses dados, foram gerados
modelos computacionais utilizando descritores de interagdo baseados em fingerprints,
implementados no método dbCICA. Os resultados evidenciaram que os receptores
opioides apresentaram perfis de interacado especificos e consistentes com a literatura,
permitindo a identificacdo de padrdes moleculares relevantes para a modulagao
desses alvos. A utilizagdo dos fingerprints, calculados nesse projeto a partir da
ferramenta LUNA, mostrou-se eficaz na captura dessas interacbes, promovendo
melhora significativa na capacidade preditiva dos modelos construidos via dbCICA.
Essa abordagem possibilitou a otimizagao da selecédo de descritores e o refinamento
dos modelos, resultando em maior discriminagéo entre compostos ativos e inativos.
Dessa forma, o uso integrado de docagem molecular, fingerprints do LUNA e sua
aplicacdo em modelos de interacdo pelo dbCICA demonstrou ser uma estratégia
robusta para a identificacdo e priorizacdo de candidatos com potencial terapéutico
para o tratamento de AUD.

Palavras-chave: alcoolismo, receptores opioides, docagem molecular, fingerprints,

dbCICA, mapa farmacoforico.



ABSTRACT

Alcohol consumption was widely prevalent worldwide and was associated with high
rates of morbidity and mortality, as well as significant socioeconomic impacts.
Classified as a Group 1 carcinogen, its chronic use was related to the development of
various clinical conditions, including cardiovascular diseases, neoplasms, and
psychiatric disorders. Despite the high prevalence of Alcohol Use Disorders (AUD),
only a limited number of drugs were approved for their treatment, partly due to the
heterogeneity of patients’ clinical profiles. In this study, key structural requirements for
the identification of substances with potential biological activity toward opioid
receptors, relevant targets in the treatment of AUD, were identified using in silico
approaches. Molecular docking was employed to characterize the structural
requirements and interaction patterns necessary for ligand recognition by these
receptors. Based on these data, computational models were generated using
interaction descriptors derived from fingerprints, implemented through the dbCICA
method. The results showed that opioid receptors exhibited specific interaction profiles
consistent with the literature, enabling the identification of molecular patterns relevant
for target modulation. The use of fingerprints, calculated in this study using the LUNA
tool, proved effective in capturing these interactions, leading to a significant
improvement in the predictive performance of the models built via dbCICA. This
approach enabled the optimization of descriptor selection and refinement of the
models, resulting in better discrimination between active and inactive compounds.
Thus, the integrated use of molecular docking, LUNA-derived fingerprints, and their
application in interaction models via dbCICA proved to be a robust strategy for the
identification and prioritization of candidates with therapeutic potential for the treatment
of AUD.

Keywords: alcoholism, opioid receptors, molecular docking, fingerprints, dbCICA,

pharmacophoric map.
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1 INTRODUGAO

Em 2016, cerca de 2,4 bilhdes de pessoas consumiram bebidas alcodlicas com
frequéncia, o que representa 32,5% da populagcdo mundial (1). Em 2017, a industria
de alcool arrecadou mais de $1,5 trilhdes em vendas mundialmente (Euromonitor
International, 2018). A disseminac&o do uso de alcool, facil acesso a populagéo e sua
comercializagao formaram um “ambiente alcodlico” fortemente associado a impactos
a saude (2). O consumo de alcool por adolescentes, uso durante a gravidez, binge
drinking’ e outras formas de consumo abusivo sdo classificados neste projeto como
Alcohol Use Disorders (AUD), no Brasil traduzido como Transtornos por Uso de Alcool
(TUA), caracterizadas pela falta de controle sobre o consumo de alcool e um padrao
cronico e crescente de uso, apesar dos danos significativos a saude (3). A AUD é o
transtorno de abuso de substancia mais comum, com cerca de 400 milhdes de
pessoas acima de 15 anos acometidas em 2019 (4) e sua complexidade esta
associada a interagdo entre fatores genéticos, neurobiolégicos, psicolégicos e
ambientais, o que dificulta o desenvolvimento de estratégias terapéuticas plenamente
eficazes. Apesar da existéncia de opgbes farmacologicas aprovadas, como
dissulfiram, acamprosato e naltrexona, as taxas de resposta clinica permanecem
limitadas, reforcando a necessidade de identificagao de novos alvos moleculares e de
candidatos a farmacos mais seletivos e eficazes.

No contexto neurobiolégico do alcoolismo, o0s receptores opioides
desempenham papel central na modulagao dos circuitos de recompensa, motivacao
e reforco associados ao consumo de alcool (3). A ativagdo do sistema opioide
endogeno pelo alcool contribui para os efeitos prazerosos da substancia, enquanto a
modulagao farmacologica desses receptores pode reduzir o consumo. Nesse sentido,
antagonistas ou moduladores parciais de receptores opioides, como a naltrexona,
demonstram eficacia clinica parcial, o que justifica o interesse continuo no estudo
estrutural e funcional desses alvos visando ao planejamento de novos candidatos a
farmacos para o tratamento do alcoolismo e outras desordens associadas ao consumo
de alcool (5,6).

A partir da analise detalhada das interagbes intermoleculares entre ligantes e

seus alvos bioldgicos, torna-se possivel propor modificagdes estruturais que

1 Consumo de 4 doses de bebida alcodlica para mulheres e 5 doses para homens, em um intervalo de 2h



16

maximizem afinidade, seletividade e propriedades farmacocinéticas desejaveis. No
cenario atual, abordagens computacionais tém assumido papel estratégico na quimica
medicinal, permitindo a triagem virtual de grandes bibliotecas de compostos, a
reducao de custos experimentais e a priorizacao racional de candidatos promissores
para estudos in vitro e i.

Entre essas abordagens, a docagem molecular destaca-se como ferramenta
amplamente empregada para prever modos de ligagédo, orientagbes espaciais e
afinidades relativas de ligantes em sitios ativos ou alostéricos de proteinas. O
programa GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) utiliza algoritmos
genéticos para explorar de forma eficiente o espago conformacional do ligante,
considerando a flexibilidade rotacional e diferentes fungcbes de pontuagado. Essa
metodologia permite avaliar multiplas poses de ligacdo e identificar interagdes
relevantes, como ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofdbicas, contatos aromaticos
e forcas eletrostaticas, fornecendo subsidios importantes para a compreensao do
reconhecimento molecular entre ligantes e receptores opioides (7).

Contudo, a simples analise visual de poses geradas pela docagem nem sempre
€ suficiente para caracterizar, de maneira quantitativa e reprodutivel, os padrdes de
interagdo responsaveis pela atividade biolégica. Nesse contexto, metodologias
baseadas em interacdes tornam-se particularmente relevantes. A abordagem dbCICA
(docking based Comparative Intermolecular Contacts Analysis) fundamenta-se na
comparacgao sistematica de padrdes de interagdes intermoleculares entre conjuntos
de ligantes ativos e inativos, permitindo a identificacdo de interagdes criticas para a
atividade. Essa metodologia considera n&o apenas a presenga ou auséncia de
contatos especificos, mas também sua frequéncia e relevancia estatistica ao longo de
um conjunto de complexos proteina-ligante (8).

A partir dos contatos, torna-se possivel calcular diferentes tipos de fingerprints
de interagdo, que codificam de forma padronizada as interacbes observadas nos
complexos moleculares. Neste trabalho foram aplicadas trés formas distintas de
fingerprints, desenvolvidos a partir do ECFP (do inglés “Extended Connectivity
Fingerprint”) por Fassio et. al por meio da aplicagdo do toolkit LUNA: os EIFP
(Extended Interaction Fingerprints) representam um conjunto expandido de
descritores que incluem diferentes classes de interagdes, como ligagbes de
hidrogénio, interagdes hidrofébicas, aromaticas e eletrostaticas, levando em conta
informacdes geométricas e quimicas detalhadas; ja os HIFP (Hybrid Interaction
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Fingerprints) combinam caracteristicas estruturais do ligante com informagdes de
interacdo, permitindo uma representacdo mais rica e discriminativa do
reconhecimento molecular; finalmente, os FIFP (Filtered Interaction Fingerprints)
resultam da aplicagao de critérios de filtragem estatistica ou quimica, retendo apenas
as interacdes mais relevantes para a diferenciacdo entre compostos ativos e inativos
(9).

Esses fingerprints constituem a base para a construcdo de modelos
farmacoféricos derivados de interacdes, os quais descrevem, em termos espaciais e
quimicos, os requisitos minimos necessarios para o reconhecimento molecular pelo
alvo. Diferentemente dos farmacéforos classicos baseados apenas em ligantes, os
mapas farmacoféricos derivados de complexos proteina-ligante incorporam
explicitamente informagdes do sitio de ligacdo, aumentando o poder preditivo do
modelo. Esses mapas podem ser utilizados como ferramentas de triagem virtual,
permitindo a selecdo de compostos que satisfacam simultaneamente os requisitos
geomeétricos e quimicos essenciais para a interagdo com receptores opioides.

Dessa forma, a integracdo entre docagem molecular por GOLD, analise de
interagdes via dbCICA, calculo de EIFP, HIFP e FIFP e a geracdo de mapas
farmacoféricos constitui uma estratégia robusta de planejamento racional de
farmacos. Essa abordagem possibilita ndo apenas a compreenséo aprofundada dos
determinantes moleculares envolvidos na modulagdo de receptores opioides
associados ao alcoolismo, mas também a identificacdo e priorizagcdo de novos
candidatos a farmacos com potencial terapéutico. No contexto desta dissertacao, tais
metodologias s&o aplicadas de maneira sistematica com o objetivo de contribuir para
o desenvolvimento de novas estratégias farmacolégicas no tratamento do transtorno

por uso de alcool.

2 OBJETIVOS

Este trabalho visa a identificacdo de substancias com interacdo com os
receptores opioides delta, mu e kappa, com potencial atividade bioldgica para
tratamentos do alcoolismo e AUD. Para isso, busca-se, especificamente: (i) validar um
modelo computacional para cada receptor; (ii) avaliar, para cada receptor, as
interacdes de ligantes bioativos da literatura visando validacdo complementar; (iii)

propor, por meio do modelo associado as interacdes dos ligantes mais ativos, um
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mapa farmacoférico que considere as principais interacdes associadas a atividade em

cada receptor.

3 REVISAO DA LITERATURA

O consumo do alcool teve inicio na Pré-Historia, por meio do dominio sobre a
agricultura e a invengao da ceramica no periodo Neolitico. O armazenamento de graos
e frutas em jarros promoveu a fermentagcdo dos agucares e sua conversao em
pequenas quantidades de etanol, com o primeiro registro encontrado em vasos de
ceramica na vila chinesa Jiahu, ha mais de 9.000 anos (10), mesmo periodo de
surgimento da cerveja e do vinho no mediterraneo. A produgao e consumo de bebidas
fermentadas tornou-se amplamente difundido devido a pouca disponibilidade de agua
potavel, as propriedades relaxantes do alcool e ao seu uso como suplemento
alimentar, por se tratar de carboidratos de alto indice calérico (11). O consumo das
bebidas fermentadas rapidamente se popularizou devido ao seu uso social, uma vez
que o baixo teor alcéolico permitia o equilibrio entre os efeitos socialmente positivos,
como relaxamento e sociabilidade, e os negativos, como a agressividade e perda de
bom senso(11). Porém, com o aprimoramento de técnicas de destilagao e purificagéao,
a popularizagdo de bebidas destiladas no século XVIII mudou drasticamente sua
forma de consumo, evidenciando seus efeitos negativos (12).

O consumo excessivo de bebidas alcoolicas ao longo dos préximos dois
séculos despertou preocupagao das organizagées governamentais, tendo como
marco a implementagao da Lei Seca nos Estados Unidos em 1920, que durou 12 anos
e teve resultados controversos (13). Em meio a necessidade de regulamentacao do
consumo de alcool, é publicada em 1952 a primeira edicdo do DSM-I (do inglés
“Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders”), definindo o alcoolismo como
doenga, cujo conceito € posteriormente incorporado a Classificagédo Internacional das
Doengas (CID) pela Organizagdo Mundial da Saude. A classificagao mais atual de
desordens associadas ao consumo de alcool é definida pela publicagédo do CID-11,
organizadas sob o cddigo 6C40 (14,15).

Alcohol Use Disorder (AUD), também conhecida como Sindrome de Abuso do
Alcool, é uma condigdo crénica caracterizada pela ingestdo constante e abusiva de
alcool, apesar dos prejuizos corporais e psicolégicos acarretados. De forma

generalizada, a AUD comega com o uso recreativo do alcool, que evolui ao consumo
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regular e culmina no consumo diario em grandes quantidades, muitas vezes para
evitar os sintomas de abstinéncia (16). Esse consumo é conhecido como consumo
episodico excessivo de alcool (em inglés “binge drinking”), estado atingido quando o
organismo registra concentragbes de alcool no sangue acima de 0,08 mg/L. Para
atingir esses valores, deve-se consumir, em um intervalo de 2 h, quatro ou cinco doses
de bebida alcodlica por mulheres ou homens, respectivamente (17).

A AUD é considerada uma sindrome de abuso de substancia por enquadrar
trés fatores de diagndstico: compulsdo pelo consumo, sintomas de abstinéncia em
situagdes de ingestao reduzida ou nula e reagdes emocionais negativas em momentos
de privagao (do inglés “hyperkatifeia”) (16).

Ao ser ingerido, o alcool é rapidamente absorvido pelo estbmago e intestino,
sendo distribuido facilmente pela corrente sanguinea devida a sua natureza hidrofilica.
O principal 6rgao envolvido na digestdo do alcool € o figado, responsavel pela
metabolizagcdo do etanol. Primeiramente € promovida a oxidagao pela enzima alcool
desidrogenase (ADH) para a obtencdo do acetaldeido (AcH), componente
extremamente toxico mesmo em pequenas quantidades; a aldeido desidrogenase
(ALDH) converte o acetaldeido em acetato, que é facilmente quebrado em moléculas
de agua e dioxido de carbono (18). Em casos mais incomuns, a conversiao em
acetaldeido pode ser realizada pela enzima P450 2E1 (CYP2E1), porém € necessaria
a ingestao de grandes quantidades de etanol. O processo de metabolizagdo pode ser

visualizado de forma esquematica pela Figura 1:

O
/\OH ADH } /\o ALDH )J\
OH

Etanol Acetaldeido Acetato

Figura 1 - Esquema simplificado da metabolizagado do etanol a acetato.
Fonte: elaborado pela prépria autora.
Nota: ADH — alcool desidrogenase; ALDH — aldeido desidrogenase.

O Instituto Nacional de Abuso de Alcool e Alcoolismo (do inglés National
Institute on Alcohol Abuse and Alcooholism, NIAAA), nos Estados Unidos, afirma que
apesar da rapida conversao do acetaldeido em acetato, sua toxicidade € evidente ao
analisar os tecidos do figado, que sofrem danos pelo contato (17). A metabolizacao

do alcool também é realizada, mesmo que em menor escala, no pancreas, cérebro e
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trato gastrointestinal, cujos tecidos também apresentam danos. Algumas pesquisas
indicam que efeitos psicolégicos e comportamentais atribuidos ao etanol podem estar
relacionados ao acetaldeido, como falta de coordenacéo, perda de memoria e
sonoléncia (19).

No contexto mundial, o consumo de etanol per capita em adultos acima de 15
anos em 2023 foi de 8,5 L, o que representa um aumento de 54,5% em relacéo ao
ano de 2019 (20,21). O abuso de alcool foi responsavel por 2,6 milhdes de mortes em
2019, com maior incidéncia entre homens. E a principal causa de ébitos em pessoas
entre 15-49 anos (10%); a sétima maior causa de mortes e deficiéncias; esta
diretamente relacionado ao desenvolvimento de mais de 200 doencgas e lesdes; e é
um carcinogénico sem nivel de consumo seguro (1,4).

As principais causas de 6bitos associados a AUD em 2019 foram doencas
relacionadas ao trato digestivo (22,0%), lesbes nado intencionais (19,8%) e doencgas
cardiovasculares (17,8%); as outras causas podem ser analisadas na Figura 2. A AUD
pode estar associada a disturbios psicolégicos (como o uso de drogas ilicitas,
depressao, transtorno bipolar, fobias, transtornos de personalidade antissocial e
borderline), bem como a problemas psicossomaticos e fisicos (como doencgas
hepaticas, pancreatite, canceres de cabecga e pescoco, rins, colon e reto, além de

comportamentos auto lesivos, agressividade, violéncia e suicidio) (22).
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Figura 2 — Relagédo da porcentagem de ébitos causados pela ingestdo de alcool em

2019
Fonte: Adaptado de KRANZLER, 2018 (22).

Segundo o Global Burden of Disease Study (1), para ambos 0s sexos o
consumo de alcool tem efeito direto no aparecimento de doencas e deficiéncias, com
distintas proporgdes ao longo dos anos. Apés os 50 anos, o cancer € a principal causa
de mortes, responsavel por 27,1% dos 6bitos femininos e 18,9% dos masculinos, e é
interessante destacar que infarto, derrame e cancer de figado, listados como
principais doengas em mulheres acima de 80 anos, ja sdo comuns em homens acima
dos 50. Os estudos apontam que o abuso de alcool influencia a saude de homens de
maneira mais intensa que em mulheres, sendo esses trés vezes mais acometidos por
doencgas e deficiéncias provenientes do consumo. O resultado é esperado, uma vez
que o consumo abusivo de bebidas alcodlicas é muito maior entre a populacéo
masculina. A revisdo levou em conta homens e mulheres de condi¢cbes geograficas,
sociais, econbmicas e etarias variadas, e o resultado em todos os casos leva a
conclusao de que n&o ha valor de consumo capaz de minimizar os riscos a saude.

Dessa maneira, pode-se afirmar que ndo ha dose minima segura de alcool (1,23).
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3.1 Farmacoterapia do Alcoolismo

Apesar do importante risco a saude publica, é estimado que apenas 7% dos
adultos com AUD nos Estados Unidos recebem tratamento farmacoterapéutico
associado, ou nao, ao tratamento psicoterapéutico; na Europa sdo menos de 10%. O
uso de farmacos no tratamento € limitado por diversas questdes, como a falta de
treinamento e conhecimento dos farmacos por parte dos profissionais de saude,
percepgao da baixa eficacia de algumas medicagdes e a relutdncia em prescrever e
administrar medicamentos gerada pelo estigma envolvendo o disturbio (24). O
tratamento para AUD possui muitas variaveis, diferindo consideravelmente entre
pacientes e escolha de medicamentos. A privacao total do consumo de alcool (forgada
ou autoinduzida), comumente chamada abstinéncia, embora desejavel, é raramente
alcancada (16%) e evidéncias n&o a apoiam como unica abordagem. Nem todos os
individuos com AUD possuem a abstinéncia como objetivo em sua recuperagao;
apenas 2-6% das metas estabelecidas em centros de tratamento sdo alcangar a
abstinéncia do alcool. Dessa forma, cada vez mais é buscada a recuperagdo nao
abstinente, com objetivo de reduzir o consumo de alcool e o abuso em situagdes
extremas, com tratamento focado na reducao e controle de danos.

A seguir, sao descritas algumas farmacoterapias para o tratamento de AUD
aprovadas ou em desenvolvimento, com breve explicagado de sua agao e mecanismo,

estudos pré-clinicos e clinicos e expectativas para sua administracio.

3.11 Farmacoterapias aprovadas para o tratamento do alcoolismo

Atualmente, a US Food and Drug Administration (FDA) possui apenas trés
medicacdes aprovadas para tratamento de AUD: dissulfiram (1), acamprosato (2) e
naltrexona (3). A Agéncia Europeia de Medicina (EMA) reconhece os mesmos trés
compostos com acréscimo do nalmefeno (4). O uso das medicagdes possui efeitos
modestos e sdo subutilizadas no tratamento, ndo sendo o foco principal — apenas
1,6% dos adultos com AUD receberam tratamento acompanhado de farmacoterapias
comprovadas (25). O baclofeno (5) e oxibato de sédio (6), apesar de ndo aprovados
pela FDA e EMA, séao utilizados para tratamento por algumas instituicbes em paises
europeus. Apesar da emergente recuperacido nao abstinente, a medicacdo mais
usada no tratamento do AUD permanece sendo o dissulfiram, composto administrado

estritamente para tratamento dos efeitos da abstinéncia.
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Quadro 1 - Farmacoterapias atualmente administradas e suas propriedades
Fonte: adaptada de Burnette, 2022 (24) e Mackillop, 2022 (26).

3.1.2 Farmacoterapias em desenvolvimento para tratamento do

alcoolismo

Os farmacos contidos no Quadro 2 sdo aprovados pela FDA para outras
aplicacoes e se mostraram eficazes ou promissores para o tratamento de AUD, de
forma que estao sendo estudados e em fase de desenvolvimento para sua reproposta,

por exemplo uso off-label.
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Quadro 2 - Farmacoterapias promissoras em fase de testes ou desenvolvimento e

suas propriedades
Fonte: adaptada de BURNETTE, 2022 (24) e MACKILLOP, 2022 (26).

A heterogeneidade do AUD indica ser improvavel a prescricdo de um unico

composto que seja eficaz para tratamento de todos os pacientes. Portanto, surge a

necessidade do desenvolvimento de novas op¢des de tratamento, que sejam diversas

e eficazes nos mais variados quadros clinicos. Assim, € esperado que o uso de

tratamento com farmacos tenha maior aderéncia e eficacia, suprindo a necessidade

das demandas.
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3.2 Alvos terapéuticos relacionados ao tratamento do Alcoolismo

O alcool promove acédo depressora no Sistema Nervoso Central (SNC),
causando interferéncia na transmissdo dos impulsos nervosos. Os efeitos
neurolégicos podem ser observados a partir das interagdes que envolvem os
receptores gabaérgicos (GABA), glutamatérgicos (N-metil-D-Aspartato (NMDA)),
sistema serotoninérgico (5-HT), opidides e dopaminérgicos (27).

Os receptores GABA sao divididos pela nomenclatura A, B e C e sao ativados
pelo acido gama-aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor no SNC adulto.
Sao estruturas heterogéneas formadas por cinco subunidades, que cercam um cloreto
central. Receptores GABAA e GABAc sao ionotropicos, ativados por ligantes; e
receptores GABAs sdo metabotropicos, acoplados a proteina G. Um dos alvos
provaveis do alcool no SNC é o GABAAa, cuja ativacdo promove a entrada de ions
cloreto e causa efeitos anestésicos, sedativos e ansioliticos (28). Estudos conduzidos
por Martz et al. em 1983 comprovam a relagao direta entre os efeitos do alcool no
organismo e a funcdo GABAérgica, onde o aumento da fungéo potencializa o efeito
do alcool e sua reducao promove a diminuigdo. Outro importante estudo, conduzido
por Tatebayashi et al. (1998), comprova que o etanol aumenta a frequéncia de
abertura dos canais mediados pelo GABA, interferindo também na frequéncia de
aberturas e sua duragdo. Estudos pré-clinicos relacionam os receptores GABA a
respostas comportamentais, como a compulsdo pelo alcool, hiperalgesia induzida pela
abstinéncia, aumento na ansiedade e alteragao de fungdes cognitivas (29).

Estudos em ratos demonstraram que o etanol interage com os receptores de
acetilcolina, o que eleva os niveis de acetilcolina na area tegmental ventral (VTA),
facilitando o fluxo de dopamina no nucleus accumbens (NAc). Tal estimulo é visto
como reforgo positivo, apesar de ser apontado que a modulacdo dos receptores
nicotinicos localizados no hipocampo e amigdala induz efeitos negativos (30). Os
estimulos a esse grupo de receptores também estédo ligados ao consumo de nicotina,
0 que pode explicar o alto indice de consumo de alcool e tabaco (29). A satisfagcéo
advinda do consumo do alcool deve-se a liberacdo de dopamina e serotonina,
diretamente atrelados ao sistema de recompensa no cérebro. A dopamina é
indiretamente liberada pelo estimulo aos receptores nicotinicos e pela ativacdo dos

receptores GABA centrais, responsaveis pela neurotransmissdo dopaminérgica
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mesolimbica. Estudos conduzidos por Lovinger (31) correlacionam o consumo agudo
de alcool com maior ativagao dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 e o consumo

prolongado com aumento na expresséo de outros subtipos, como o 5-HT2.

3.21 Receptores Opioides

Os receptores opidides (OR) pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina G (GPCRs), e estdo amplamente distribuidos no Sistema Nervoso Central e
Periférico. Além de sua relagdo com o controle de dor e analgesia, estao relacionados
a diversas atividades biolégicas, como o Sistema de Recompensa, controle do humor,
estresse, apetite e resposta imune. Sao classificados em quatro subtipos: delta (SOR),
mu (MOR), kappa (KOR) e por ultimo nociceptin (NOPR), que apesar de participar de
diversas modulagdes, nao sera abordado neste trabalho por ndo participar do Sistema
de Recompensa e analgesia (32,5).

Os OR apresentam a estrutura esperada de GPCRs, com sete hélices
transmembranas (TM), conectadas a membrana plasmatica por trés algcas
extracelulares e trés alcas intracelulares (33). A sequéncia e arranjo das hélices
determina o subtipo a qual pertencem, e a unido de dois subtipos forma o dimero que
constitui o receptor, conforme ilustrado pela Figura 3. Estudos realizados por Wang
demonstram a semelhanca entre as estruturas dos receptores, cuja parcela
intracelular, quando acoplada a uma proteina Gi, pode ser sobreposta de maneira
satisfatéria. As interacbes se mostraram similares e a sobreposicdo de residuos
mostrou estruturas quase idénticas nas TM3, TMS, TM6 e seus residuos. As distingdes
de estrutura sdo mais evidentes no receptor yOR, o que pode explicar sua maior
interacao e sensibilidade a morfinaceos e analgésicos, enquanto os receptores 6OR

e KOR apresentam atividade quando expostos a maiores concentragdes (6).
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Figura 3 - a) Representacdo de uma subunidade do receptor b) Representacdo do
receptor, um dimero composto de duas subunidades c) Vista do interior da estrutura

de sete hélices.
Nota: imagem obtida por meio do software pyMOL, com estruturas obtidas no Protein Data Bank, PDB

ID: 4DKL.

3.3 Modelagem Molecular no planejamento de farmacos

Com o avanco tecnolégico, a industria farmacéutica tem empregado cada vez
mais ferramentas de triagem in silico, por se tratar de uma técnica mais barata e rapida
de obtencdo de bons compostos hits e leads, etapa inicial no desenvolvimento de
novos farmacos. Técnicas de caracterizagao estrutural, como a cristalografia por raios
X e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), fornecem informagdes mais precisas
sobre as interagdes receptor-ligante, que sdo fundamentais para o planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, em inglés “Structure-Based Drug
Design”) (34). Dentre as técnicas empregadas, a ancoragem molecular (AM), ou
docagem molecular, permite simular diferentes conformagdes e orientagdes na
interagdo ligante-receptor para obtengcdo de poses, que S&0 expressas
numericamente em fungdes de pontuacao para permitir o ranqueamento de afinidade
da interagao do ligante com o sitio ativo do alvo (35,36). A ancoragem molecular pode
ser simplificada em algumas etapas fundamentais, ilustradas na Figura 4: a escolha
do alvo e obtengao de sua estrutura tridimensional, triagem dos ligantes e otimizagao
de sua estrutura, docagem do ligante no sitio de ligagao do alvo e obtencao das poses
e suas respectivas fungdes de pontuagdo, ranqueamento das poses baseado nos
valores obtidos pelas fungbes e selecdo de um pequeno grupo de candidatos que

alcangaram as posi¢cdes mais altas.
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Estrutura
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receptor
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afinidade
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Ligantes
otimizados

Figura 4 - Fluxograma de processo simplificado da docagem molecular

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.1 Ancoragem Molecular

A primeira etapa da AM é baseada na obtencdo das estruturas tridimensionais
(3D) do receptor e dos ligantes em bancos de dados, onde estdo muitas vezes
disponiveis de forma gratuita. Tais bancos contém de centenas a milhares de
macromoléculas, portanto € necessario refinar a busca e adicionar filtros que
direcionam a pesquisa a obtencdo de ligantes promissores. Comumente sao
selecionados ligantes que obedecem a Regra dos 5 de Lipinski, com bioatividade ja
conhecida e cujas estruturas ja estao integralmente elucidadas (34).

Para a obtencao do receptor, pode-se usar os bancos de dados disponiveis e
é preferivel a escolha de uma estrutura onde o receptor esteja complexado com um
ligante com interacdes no sitio ativo de interesse da pesquisa. E importante ressaltar
que a resolugao da estrutura interfere diretamente com a qualidade da pesquisa,

sendo recomendada a escolha de estruturas com resolugdes abaixo de 2,0 A. A fim
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de reproduzir as interagcdes com maior precisao e obter maiores valores de afinidade,
€ necessario empregar ferramentas para modelar a estrutura dos ligantes e receptor
em prol de promover melhor atracamento no sitio de ligacdo, como adicionar
hidrogénios ao ligante, remover aguas que nao participam das interagcdes, adequar os
estados de protonagédo e ajustar a tautomeria e estereoisomeria do sitio de ligagéo e
dos ligantes (37).

Para estimar a conformacédo e orientagdo espacial na interagdo ligante-
receptor, os programas de AM utilizam algoritmos de busca conformacional, que
variam parametros estruturais do ligante relacionados aos graus de liberdade
rotacional, torsional e translacional do ligante. A busca conformacional pode ser
empregada pelo método sistematico ou estocastico (38).

A busca pelo método sistematico varia gradualmente a conformacgédo dos
ligantes, o que gera variagdo nos parametros estruturais. O algoritmo indica a pose
de ligagcao mais provavel a partir da interacdo de minima energia, que é obtida apos a
exploracdo das possibilidades de interagdo no espaco energético conformacional.
Uma problematica atribuida ao método € o aumento exponencial de combinacdes
possiveis a medida que é atribuido maior grau de liberdade ao ligante, mas que é
superada pela fragmentacgao da estrutura do ligante e ancoragem desses fragmentos
de forma individual. Ademais, o resultado obtido por ser referente ao minimo de
energia local e ndo ao global da estrutura, de forma que é necessario iniciar a
varredura a partir de diferentes pontos na superficie do receptor. Para maximizar as
possibilidades de obten¢gdo do minimo de energia global, 0 método estocastico parte
de um conjunto de diferentes conformagdes do ligante, cujos paradmetros estruturais
sdo modificados aleatoriamente para explorar ao maximo o espago energético
conformacional. Essa exploracdo mais ampla aumenta o custo computacional
associado, sendo um fator importante de limitagdo no emprego da técnica (38).

Apos as simulagdes da AM, as poses obtidas sdo ranqueadas a partir de
fungdes de pontuagédo, valores numéricos atribuidos pela avaliagao de fatores fisico-
quimicos envolvidos na interagao receptor-ligante, como interagdes intermoleculares,
dessolvatagao e efeitos entropicos. Quanto mais fatores avaliados, mais precisa é a
funcao de pontuacgao, contudo a demanda computacional aumenta proporcionalmente
a quantidade de variaveis do calculo, reduzindo sua produtividade. Assim, o ideal é
fornecer um equilibrio entre precisédo e velocidade de processamento, principalmente

quando a técnica é empregada na varredura de um grande grupo de ligantes. No inicio
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de 1990, quando as primeiras fungdes surgiram, sua classificagcdo seguiu trés
categorias: empiricas, baseadas em conhecimento e baseadas no campo de forga,
porém pesquisas conduzidas por Liu e Wang (39) propdem a necessidade de uma

quarta categoria, baseada em descritores.

3.3.1.1 Funcdes de pontuacéao

As fungbes de pontuagao baseadas no campo de forga, ou baseadas na Fisica,
consideram parametros fisicos relacionados a interagdo atdbmica, uma vez que o
campo de forga foi reconhecido como ferramenta importante na modelagem de
macromoléculas (40). A andlise baseava-se na energia nao covalente, como as
interacdes de Van der Waals e energia eletrostatica, devido a natureza das interagdes
receptor-ligante e contabilizava aos calculos também as intera¢gdes de Hidrogénio. A
principio, as fun¢gdées eram aplicadas apenas a calculos da energia potencial na fase
gasosa, 0 que nao representa a totalidade da energia livre na interagao receptor-
ligante, porém foram posteriormente ampliadas e aplicadas em termos da energia de
solvatacao. Os parametros podem ser obtidos a partir de dados experimentais ou por
calculos ab initio, porém o método é desafiador por depender da previsdo correta da
natureza da energia livre de ligacao, considerar os efeitos do solvente na ligagao e
depender dos calculos ab initio (38,39).

As fungdes de pontuagcdo empiricas, ou baseadas na regresséo, calculam a
aptiddo da ligagdo receptor-ligante ao contabilizar a contribuicdo individual de
variaveis que interferem energeticamente na ligagdo, como as interagdes de Van der
Waals, ligagdes de hidrogénio, interagbes idnicas e apolares, entropia e etc. Os
calculos sao realizados através de um modelo estatistico baseado em regressao linear
multipla alimentado com dados conhecidos de afinidade de um conjunto de
complexos. As maiores vantagens do método sdo o controle de variaveis no
calculo,que permite a customizagcdo do modelo para contemplar as necessidades do
estudo e a velocidade do processamento, que entrega resultados mais rapidos. No
entanto, é preciso ressaltar que tais fungcdes dependem da reprodutibilidade das
afinidades ja conhecidas e que sua aplicagao so6 € possivel em modelos de padréao de
interagao receptor-ligante mais comuns (38,39).

As funcdes de pontuagao baseadas em conhecimento, ou no potencial de forga

meédia, somam potenciais estatisticos relacionados a interacéo receptor-ligante, que
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sédo dependentes da distancia em que os atomos estao separados. Nessa abordagem
sdo analisados pares de atomos e a frequéncia em que ocorre contato entre eles é
tomada como medida de sua distribuicdo energética. E considerada uma interacéo
energeticamente favoravel quando a frequéncia de contato de um par € maior que no
estado de referéncia; e desfavoravel quando é menor. Para obter os valores de
referéncia € comumente utilizado um banco de dados de interagdes ja conhecidas
para a formacdo de uma base de conhecimento. Por n&do dependerem de
reprodutibilidade ou calculos ab initio, oferecem bom equilibrio entre precisdo e
velocidade, porém sao mais eficientes para reproduzir as poses de interagao receptor-
ligante do que as energias de ligacao (38,39).

As fungbes de pontuacdo baseadas em descritores, ou em aprendizado de
maquina (machine learning), aplicam analises baseadas na Relacdo Quantitativa
entre Estruturas e Atividade (QSAR, do inglés Quantitative Structure-activity
Relationship), que estima as propriedades do ligante a partir da sua estrutura
molecular. Caso o receptor e o ligante possam ser codificados em determinados
descritores, entdo a QSAR pode ser aplicada para derivar modelos estatisticos
capazes de calcular a afinidade da interagdo. Algumas pesquisas indicam que a
previsdo das interagcbes calculadas por esse método € mais precisa quando
comparada a outras fungdes (39). Sdo apresentados alguns exemplos de fungcdes no

Quadro 3, com énfase nas utilizadas na presente pesquisa:

Campo de forga Empiricas Conhecimento Descritores
ChemPLP (41) | PLP (42) | DrugScore (43) | NNScore (44)
GoldScore (45) ChemScore (46) IT-Score (47) RF-Score (48)

MedusaScore (49) GlideScore (50) ASP (39) ID-Score (51)

Quadro 3 - Exemplos de receptores segundo sua classificacdo. Em negrito, as
funcdes obtidas a partir do GOLD

3.3.2 Validagao de modelos de Docagem Molecular

A docagem molecular, apesar da praticidade de aplicagdo, requer atengao

quanto aos parametros escolhidos, que devem ser validados. A validagdo de um



33

protocolo de ancoragem molecular pode ser realizada de trés formas distintas: a
redocagem, a curva de caracteristicas de operacéo do receptor (ROC) e a Relagao
Quantitativa entre Estruturas Tridimensionais e Atividade (3D-QSAR).

A validagao é essencial para garantir sua aplicabilidade, e os trés protocolos
nao sao excludentes, podendo ser aplicados para aumentar a confiabilidade da
metodologia. Nesse trabalho foram aplicados a redocagem e a uma metolodiga 3D-
QSAR de analise comparativa de contatos intermoleculares baseada em ancoragem
(dbCICA), conforme descrito na proxima sec¢ao. A curva ROC néo foi aplicada devido
a limitagao do conjunto de ligantes de atividade conhecida frente aos receptores, cuja

pouca quantidade nao é suficiente para garantir sensibilidade do método.

3.33 Analise comparativa de contatos intermoleculares baseada em
Ancoragem Molecular (dbCICA)

A analise comparativa de contatos intermoleculares baseada em ancoragem
molecular € uma metodologia de pos processamento dos dados de ancoragem que
se baseia na quantidade e qualidade dos contatos entre uma série de ligantes
ancorados e os residuos de aminoacido do sitio de ligagdo. Isso se da através da
implementacdo de um algoritmo genético que avalia se o conjunto de parametros
escolhido € capaz de alinhar os ligantes de maneira que os mais ativos estejam
préximos de atomos distintos dos observados para ligantes de menor atividade e vice-
versa. Assim, é possivel afirmar que uma condi¢do de ancoragem é valida caso o
conjunto de contatos para uma série de ligantes ativos seja corretamente indicado. A
analise se baseia na constatacdo de que, em geral, fungdes de pontuacado tem boa
capacidade preditiva quanto a reproducdo dos modos de ligacdo observados
experimentalmente, o que indica que é possivel correlacionar poses ancoradas com
a bioatividade. Um ligante com alta afinidade frente a uma macromolécula deve
satisfazer certas interacbes criticas dentro do sitio de ligacdo, de modo que a
identificacdo de tais contatos criticos ndo sé auxilia na validacdo do protocolo de
ancoragem molecular como traz a tona quais atomos e, consequentemente, quais
contatos sdo essenciais para o reconhecimento molecular. Os contatos criticos
obtidos podem ser utilizados na constru¢cdo de mapas farmacoféricos que codifiquem

as caracteristicas quimicas e estéricas necessarias para o reconhecimento molecular,
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e tais mapas podem ser utilizados na triagem virtual de compostos potencialmente
ativos ainda néo identificados (8).

No dbCICA, um contato intermolecular € definido com base na disténcia entre
os atomos do ligante e do sitio de ligagdo contanto que ele esteja dentro de uma
distancia limite predefinida, considerando todos os atomos envolvidos explicitamente.
Entende-se que tais distancias interatdmicas sejam representagdes adequadas da
interagdo que causa a proximidade entre tais atomos. O algoritmo busca por uma
combinagao de contatos criticos que seja diretamente proporcional a afinidade dos
ligantes e permite a atribuicdo de pesos aos contatos, o que representa maior
relevancia dos mesmos para o reconhecimento molecular. Além disso, também sao
identificados contatos de correlagdo negativa com a bioatividade, caracterizando

choques estéricos (8).

4 MATERIAIS E METODOS

Ap0ss pesquisa bibliografica, a primeira etapa dos estudos computacionais foi a
utilizacao de estruturas dos receptores co-cristalizadas com ligantes da literatura.

O tratamento das estruturas e analise das interacbes foi realizado pelo
programa Discovery Studio Visualizer (DSV). Para as aplicagdes das técnicas de
docagem molecular, foi utilizado o software GOLD (Genetic Optimization for Ligand
Docking), por fornecer fungdes de pontuacao eficientes e resultados de docagem
consistentes (52,35,7) e estar disponivel gratuitamente por meio de parceria com
Fundacao Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
O GOLD emprega o método estocastico através do algoritmo genético (GA), que
supera a problematica dos altos custos associados aplicando conceitos de selegao

natural e teoria da evolugdo, mimetizando a evolugao (38).

4.1 Hardware utilizado

Todos os calculos realizados durante este trabalho foram realizados em uma
estacéo de trabalho com sistema operacional Windows 11, processador Intel® Core™
i7-12700H, CPU de 2,30 GHz, base 64 bits (x64) e 16 GB de memédria RAM da marca
DELL.
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4.2 Obtencgao e preparagao das estruturas tridimensionais dos receptores e

dos ligantes utilizados

Primeiramente, foram obtidas as estruturas dos receptores opioides através da
plataforma Protein Data Bank, elucidadas a partir da técnica de difratometria de raios-
X, de subtipos delta (PDB ID: 4N6H, resolucéo 1,80 A), mu (PDB ID: 4DKL, resolugéo
2,80 A) e kappa (PDB ID: 4DJH, resolugdo 2,90 A)(53,54,55). As estruturas dos
receptores mu e kappa foram escolhidos apesar da resolugao nao ser muito alta, pois
para o primeiro receptor, o ligante complexado € analogo a um dos compostos
aprovados para tratamento, o naltrexano, e para o segundo receptor, a estrutura era
a melhor opgao de resolugcéo de origem humana. O ligante de referéncia complexado
no subtipo delta € o naltrindole, um antagonista extremamente seletivo a esse subtipo,
no subtipo mu é a B-funaltrexamina (B-FNA) e no subtipo kappa é o JDTIC.

Para validar os modelos computacionais, € necessaria sua aplicacdo a
moléculas com atividade conhecida frente aos receptores alvo. O critério de selegao
das moléculas foi embasado nos valores de afinidade (Ki), buscando ensaios que
utilizaram protocolos semelhantes para a obtencao do seu valor, sendo selecionadas
as que tinham sua estereoquimica absoluta bem definida. Ao comparar o conjunto de
moléculas com atividade em cada receptor, a maioria das moléculas se repete em
pelo menos dois dos trés grupos. A semelhanga entre as estruturas das subunidades
torna possivel a afinidade de uma mesma molécula aos trés sitios, com as diferencas
justificando os diferentes valores de Ki. Para o receptor delta foram selecionadas 78
moléculas com Kientre 0,23 nM e 52,20 uM, para o receptor mu foram selecionadas
92 moléculas com K entre 0,024 nM e 26,60 uM e para o receptor kappa foram
selecionadas 87 moléculas com Kientre 0,02 nM e 25,41 uM. Os valores de Kiforam
convertidos para pKi para correlacionar linearmente a bioatividade dos ligantes com a
variagao de energia livre. As estruturas das moléculas e seus valores de Ki podem ser
consultados no Apéndice A. As estruturas tridimensionais dos ligantes foram obtidas
por meio do banco de dados do ChEMBL, com posterior determinacdo dos estados
de protonagéao para pH 7,4 através do software OpenBabel (v. 3.1.0) e realizagao dos
céalculos de minimizagado de energia pelo MOPAC2016. Todas as moléculas foram
salvas em formato .mol2 utilizando cddigo “LIG_[1-99]", conforme determinado pelo
Anexo A.
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4.3 Ancoragem molecular

Uma vez que as estruturas estdo co-cristalizadas com um ligante conhecido,
para validar o modelo computacional foi realizada uma etapa de redocagem. Nesse
meétodo é realizada a ancoragem molecular do receptor e o ligante, de forma a avaliar
se a capacidade preditiva do modelo é satisfatéria. A avaliacdo é feita tomando os
dados obtidos pelo Root Mean Square Deviation (RMSD), que prevé a orientagcéao
espacial do ligante em comparagao a um ligante de referéncia; e pelas interagcbes com
0s aminoacidos citados na segao anterior.

O arquivo .pdb foi submetido a ancoragem molecular no soffware GOLD para
analise de todas as suas fungdes de pontuagao, de modo a selecionar a que melhor
prediz a pose e as interagdes determinadas experimentalmente. As coordenadas de
referéncia sdo unicas para cada receptor e foram obtidas a partir da analise do sitio
ativo em que cada ligante de referéncia interage, conforme a Tabela 1 abaixo. O raio
de docagem foi fixado em 10 A para os trés receptores, valor obtido apds a andlise
dos raios das interagdes do ligante e analise do grupo de moléculas de ligantes, que
foram medidas e constatou-se que nenhuma é grande o suficiente para se posicionar
fora do volume da esfera definida para o sitio ativo, e para aumentar as possibilidades

de conformacdes foram realizadas 100 poses.

Tabela 1 - Coordenadas do centro de referéncia para a ancoragem molecular

PDB ID Eixo x Eixoy Eixo z
| 4DKL | -27,996879 | -13,204273 | -11,084121 |
4N6H -5,910935 -69,366581 70,805839
4DJH 60,378030 -24,647364 -4,998424

Fonte: elaborado pela prépria autora.

Os arquivos dos complexos baixados do PDB foram abertos em um
programa de visualizagdo para analise do modo de interacao dos ligantes, visando a
identificacdo dos residuos de aminoacidos que realizam interagdes no sitio ativo do
receptor, conforme descrito a seguir. As interagdes de interesse foram selecionadas

baseadas na literatura, de forma a demarcar quais sao os residuos de interesse para
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a atividade biologica e qual interacdo é fundamental nesses residuos. Essas sao as
referéncias para a validagdo do modelo computacional, que visa garantir a
reprodutibilidade das interagcbes apods a docagem.

No software GOLD, foram adicionados os hidrogénios necessarios e removidas
as moléculas de agua que nao participam das interagdes, conforme observado pelo
DVS e descrito na segdao acima. Os ligantes também foram removidos, para
otimizacao do tempo de estudos computacionais. Para as etapas de redocagem, foi

definida a seguinte rotina no programa:

I. Carregamento do arquivo em formato .pdb;
II. Adi¢ao de hidrogénios conforme os parametros GOLD;
Ill. Remocéao de moléculas de agua que ndo participam das interagdes, mantendo
uma molécula de agua para o receptor kappa;
V. Remocéao dos ligantes;
V. Adicao do ligante e configuracao de sua liberdade conformacional;
VI. Selegao de sua estrutura como referéncia;
VIl. Determinacgéo do raio de 10 A;
VIIl. Definicdo de 100 poses;
IX. Determinacao da funcédo de pontuacéo;
X. Desabilitar a fungao de terminacéo;

XI. Rodagem dos calculos.

A rotina foi aplicada a todos os receptores para as quatro funcbes de
pontuagao, obtendo assim uma lista de 100 poses por funcdo, elencadas pelo seu
RMSD. A préxima etapa foi a escolha da funcao de pontuacao que melhor representa
a interagao para cada receptor, usada como referéncia na docagem por ligantes da
literatura e posterior analise dos resultados. Apos a escolha da fungao de pontuacao,
foi realizada outra etapa de validacdo do modelo frente a ligantes da literatura que ja
possuem atividade comprovada nos receptores.

A ancoragem dos ligantes otimizados foi realizada conforme a rotina descrita na
secao anterior, mantendo a configuracao de 100 poses e utilizando para cada receptor
a funcéo de pontuagédo com melhor desempenho na etapa de redocagem. Para cada
ligante foi escolhida a pose com maior pontuagao, e entende-se que o melhor ranking

define a pose que representa as melhores interacdes.
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Dessa forma, para cada conjunto de moléculas foi extraido o complexo ligante-
receptor com maior pontuagdo. Os arquivos foram salvos em formato .mol2 e

agrupados para posterior uso no calculo de contatos intermoleculares.

4.4 Obtencao dos contatos intermoleculares

Na modelagem molecular aplicada ao desenvolvimento de farmacos, a obtengao
dos complexos por meio do GOLD nao equivale ao calculo de interagdes
intermoleculares considerando todos os parametros de reconhecimento molecular.
Conforme descrito anteriormente, as funcdes de pontuacdo sdo aproximacdes da
energia livre de ligagao e cada uma é calculada levando em consideragao diferentes
parametros fisicos, transformando-os em um valor numérico, o que impde limitacdes
aos calculos de estimativas das interagdes no complexo. De maneira semelhante,
quando o arquivo de um complexo gerado na docagem € aberto em um visualizador,
como o DSV, as interacbes exibidas sdao uma interpretacado grafica aproximada,
baseada na distadncia dos atomos e seus angulos. Para superar a limitagcado dos
calculos de interagdes intermoleculares, foi aplicado a este projeto o LUNA Toolkit (9),
uma ferramenta desenvolvida especificamente para calcular de forma sistematica as
interacdes intermoleculares de complexos biomoleculares.

Por ndo possuir uma interface grafica, o LUNA requer o carregamento dos
arquivos do complexo ja docado, etapa realizada conforme as rotinas de docagem
anteriormente descritas. Para que o toolkit realize os calculos, € necessario o
carregamento separado do arquivo da macromolécula e da micromolécula, de forma
que os complexos obtidos pelo GOLD foram fragmentados nessas duas partes.
Devido a docagem dos receptores de maneira rigida, o arquivo usado pelo LUNA foi
o mesmo frente a todos os calculos, enquanto a estrutura dos ligantes foi selecionada
baseada no complexo cuja pose obteve o maior valor bruto da fungdo de pontuagao.

Os calculos de interacado retornam uma tabela que correlaciona o atomo do
ligante e o atomo do receptor, bem como o tipo de interacdo que é formada, tratado
como contato nesta pesquisa. Os contatos recebem atribuicdo 1 em uma matriz com
os atomos do ligante e os residuos de aminoacido do receptor, enquanto os espagos
vazios sado preenchidos com 0, formando uma matriz de contatos conforme

exemplificado na Figura 5.
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entry interaction AFAIB  A/N/B3 A/N/BE  A/DY1S2  A/D/B3 A/C/1B3 AJCY1S3AS A/C/76AICANQI60 AJE/16S  A/GMLS A/HAZBY

LIG 04 Amide-aromatic stacking 0 0 4] 0 o] 4] 0 o] 4] 4] o] 4]
LIG_04 Anion-electrophile 0 0 0 0 1 0 0 o] 0 Q 1 0
LIG_04 Antiparallel multipolar 0 Q 0 0 Q 0 0 Q 0 0 Q 0
LIG_04 Cation-nucleophile 0 4] 0 0 o] 0 0 o] 0 0 o] 0
LIG_04  Cation-pi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
LIG_04  Chalcogen bond 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIG_04  Chalcogen-pi 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
LIG_04 Displaced face-to-edge pi-stacking 0 4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIG_04 Displaced face-to-face pi-stacking 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIG_04 Displaced face-to-slope pi-stacking 0 4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIG_04 Edge-to-edge pi-stacking 0 4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIG_04 Edge-to-face pi-stacking 0 Q 0 0 Q 0 0 Q 0 0 Q 0
LIG_04 Edge-to-slope pi-stacking 0 Q 0 0 Q 0 0 Q 0 0 Q 0
LIG_C4 Face-to-edge pi-stacking 0 Q 0 0 o] 0 0 o] 0 0 o] 1
LIG_C4 Face-to-face pi-stacking 0 Q 0 0 o] 0 0 o] 0 0 o] 0
LIG_C4 Face-to-slope pi-stacking 0 Q 0 0 o] 0 0 o] 0 0 o] 0
LIG_04  Halogenbend 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIG 04  Halogen-pi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIG 04  Hydrogenbond 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIG 64  Hydrophebic 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0

Figura 5 - Exemplo das matrizes binarias. As linhas representam as interacdes,
agrupadas pelo ligante, e as colunas representam os atomos do sitio ativo.

A matriz de contatos € entdo rearranjada de maneira que as linhas representem
um ligante e as colunas representam a interagdo e o residuo de aminoacido do
receptor, de forma a reunir todas as interagdes do grupo de ligantes em um unico
arquivo. Foi adicionado o valor de pKina coluna a direita do ligante e os dados foram

ordenados em raz&o da ordem decrescente desse valor, conforme a Figura 6.

molecules pKi_value A/TYR/416/Edge-to-face pi-stacking A/ILE/386/Unfavorable nuclecphile-nucleophile  A/TYR/11/Hydrophobic A/TYR/416/Unfavorable anion-nuclecphile

LIG_1 7.62 0 0 0 0
LIG_17 7.62 0 0 0 0
LIG_38 7.284 0 0 0 0
LIG_42 6.959 0 0 0 0
LIG_30 6.91 0 0 0 0
LIG_8 6.8 0 0 0 0
LIG_37 6.699 0 0 0 0
LIG_51 6.678 0 0 0 0
LIG_13 6.658 0 0 0 0
LIG_38 6.585 0 0 0 0
LIG_48 6.553 0 0 0 0
LIG_25 6.553 0 0 0 0
LIG_04 6.495 0 0 0 0
LIG_65 6.444 0 0 0 0
LIG_53 6.232 0 0 0 0
LIG_62 6.155 0 0 0 0
LIG_18 6.155 0 0 0 0
LIG_64 6.041 0 0 0 0
LIG_48 6.018 0 0 0 0

Figura 6 - Exemplo da matriz binaria. As linhas representam os ligantes, a segunda
coluna representa os valores de pKi e as demais colunas representam o conjunto
interagdo-aminoacido do sitio ativo.

A fim de eliminar ruido estatistico, foram retiradas as colunas com valores de
variancia menor ou igual a zero (< 0), colunas vazias e as fortemente correlacionadas

(Ir] 2 0,85), de forma a garantir maior capacidade de generalizacdo do modelo.
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4.5 Validagao por dbCICA

O algoritmo genético foi entao aplicado por meio da interface do software MatLab
(v. 2007b). Primeiramente, os contatos sao regredidos frente aos seus valores de Ki,
de forma a determinar se a interacdo dos atomos com o sitio ativo afeta a atividade
biolégica positiva ou negativamente. Os contatos positivos sdo separados para
primeira analise, enquanto os negativos tiveram seu formato invertido, 0 trocados por
1 e 1 trocados por 0, e foram retirados apara analise posterior. O algoritmo executou
os calculos baseado nos comandos preenchidos conforme o Quadro 4 abaixo, cujos

valores representam os parametros que foram alterados em relagéo as configuragoes

padroes.
Parametro Valor definido
Ordem de calculo Positivos depois negativos
Caracteristicas positivas De 4a10
Caracteristicas negativas 10
Algoritmo genético Sim
Populagao 200
Fragao de cruzamento 0,8
Geragdes 2000
Coeficiente de correlagao 5-fold r?
Peso para caracteristicas Sim
Tratar cada niumero de maneira independente Sim
Paréametro Valor definido
Ordem de calculo Positivos depois negativos

Quadro 4 - Parametros de calculo do algoritmo genético.

A execugao dos calculos € composta por 4 etapas: criagdo, cruzamento,
mutacgdo e ajuste. Os calculos s&o iniciados pelos contatos positivos, submetendo-os
ao algoritmo genético em busca do conjunto ideal que explique a variagdo da

bioatividade.
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A primeira etapa € a criacdo de uma populacéo inicial de 200 cromossomos que
representam quantos contatos sdo somados, de maneira a cada um representar uma
combinagao possivel. O processo de criagdo é completamente randomizado e atribui
pesos a soma dos contatos também de maneira aleatdria, constituindo a primeira
geragéao do algoritmo. A etapa de cruzamento gera proles da préxima geragao a partir
da populagao ja existente, criando pares de cromossomos a partir do material genético
de pares de cromossomos da geragcdo anterior. Simultaneamente a fungdo de
mutagcdo causa alteragbes aleatérias no material genético de um cromossomo. Aos
cromossomos gerados é atribuido um coeficiente de correlagdo 5-fold r?2 como fungéo
de ajuste, classificando-os de acordo com esse valor. O cromossomo com maior valor
de correlacao é classificado como “elite” e € automaticamente inserido na préxima
geragao.

A fungéo de ajuste selecionada, 5-fold r?, ranqueia os cromossomos a partir da
divisdo randomizada do grupo total de treinamento em 5 grupos, onde 4 deles formam
o conjunto de treinamento e 1 grupo forme o conjunto de teste. O conjunto de ajuste
€ entédo utilizado para construir um submodelo, que é aplicado ao grupo de teste para
prever seu pKi. Essa operagéao € realizada 5 vezes, de maneira a garantir que o grupo
de teste seja composto por moléculas que foram inclusas nos grupos de treinamento
em outras operagdes, conforme esquematizado na Figura 7. Os valores de predigcéao
dos cinco submodelos sdo comparados com os valores reais e utilizados para

determinar o 5-fold r? de cada cromossomo.
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Figura 7 - Divisdo de grupos para mutagdes no método dbCICA.

De acordo com os parametros inseridos, as geragées seguem o mesmo padrao
de distribuicdo de proles: 1 elite e 199 cromossomos adicionais, cuja fragcao de
cruzamento de 0,8 representa 159 cromossomos e os 40 remanescentes sofrem
mutagdes. O algoritmo opera de maneira a manter sempre a populagao fixa em 200
cromossomos durante as 2000 geragbes. Ao final de todas as iteragdes, o
cromossomo com maior valor de 5-fold r? representa o melhor modelo. Dentro do
modelo, além de estarem descritas como contatos positivos e negativos, séo
atribuidos pesos de 1 a 3 as interagdes, de maneira que interacbes com maiores
pesos representam maior interferéncia na bioatividade. Para esta pesquisa, foram

salvos os 10 melhores modelos para cada receptor.

4.6 Obtencdo dos FINGERPRINTS

As interacdes obtidas a partir do LUNA foram aplicadas de duas maneiras
distintas: transformadas em codigo binario, conforme descrito na secao 4.5, para
aplicacao no dbCICA e transformadas em Fingerprints, para aplicacao dos EIFP, FIFP

e HIFP no dbCICA. A segunda aplicagao foi planejada baseada na extrapolagdo do
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meétodo tradicional do dbCICA, assumindo que a maior robustez dos descritores a

partir de Fingerprints deve gerar um modelo de 3D-QSAR mais preciso.

4.7 Construcdo do mapa farmacoférico

Os resultados obtidos através do dbCICA foram utilizados para construir o
mapa farmacoférico de cada receptor. Para a construgdo foram obtidos os clusters
dos FP apontados pelo melhor modelo do dbCICA, tanto os positivos quanto os
negativos. Em seguida, foi aberto cada FP em todos os ligantes, formando uma
sobreposigao de ligantes a fim de compreender as interagdes contidas no shell. Essas
informagdes foram utilizadas para compor o mapa farmacoférico, com os contatos

negativos compondo as esferas de exclusao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os receptores opioides possuem estrutura muito semelhante, com muitos
residuos conservados entre as trés estruturas, especialmente o sitio ativo. Ao longo
deste estudo, as estruturas tridimensionais dos trés subtipos foram alinhadas e
comparadas, a fim de refinar sua compreensado. A sobreposicdo pode ser vista na
Figura 8, onde estdo destacadas as sobreposi¢cées mais relevantes para a atividade
deste projeto. Conforme pode ser observado, a sobreposicao do volume do sitio ativo
entre os subtipos 4, em laranja, e §, em verde, € muito alinhada e indica um sitio muito
conservado, enquanto o subtipo k possui seu sitio voltado ao lado oposto, com a
abertura para a entrada de ligantes virada a residuos n&do conservados. Em linhas
pontilhadas pretas sdo destacados espacos que ndo representam uma sobreposi¢cao
completa, mas espacos que permitem interacbes de mesma espeécie, apesar dos

residuos diferentes.
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Figura 8 - Sobreposig¢ao do sitio ativo dos receptores opioides. Carbonos e volume
do sitio em azul claro para a subunidade k, em laranja para a subunidade p e em verde
para a subunidade 6, respectivamente. Atomos de nitrogénio em azul escuro, de
oxigénio em vermelho e de enxofre em amarelo. Atomos de hidrogénio omitidos para
maior clareza.

Com a semelhanca estrutural tanto dos receptores quanto dos ligantes, abaixo

sao discutidos os resultados mais relevantes desta pesquisa, separados por subtipo.

5.1 Receptores opioides do subtipo p

A Figura 9 representa o PDB ID 4DKL, estrutura do receptor p-opioide co-
cristalizado com o ligante B-funaltrexamina. Conforme descrito em literatura, ha
interagdes-chave relevantes para a atividade bioldgica de moléculas nos receptores
opioides, dentre as quais € possivel observar no complexo 4DKL: a interacdo Tr-1m
entre os anéis do ciclopropano e do residuo W148 (4,01 A), o grupo amina protonado
interage ionicamente com o residuo D147 (2,63 A), o ligante forma uma ligacéo de
hidrogénio com o residuo Y148 (3,18 A).
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a)

Figura 9 - a) Interagao receptor-ligante na estrutura 4DKL. b) Férmula estrutural do
ligante BFO, de Ki: <10 nM.
Fonte: a) Gerada pelo autor com DSV e b) PBD.

A partir dos complexos obtidos pela etapa de validagdo preliminar da rotina
computacional, o melhor resultado foi obtido por meio da fungdo GoldScore, que gerou
uma pose de RMSD 1,1181 A, conforme pode ser observado na Figura 10. Além do
valor bruto de RMSD, para definir a funcédo de pontuacgao foi analisada a sobreposi¢cao
entre o ligante obtido pela redocagem e o ligante original, de maneira a observar se
as interacdes chave foram reproduzidas e se o calculo por meio da fungao de
pontuagdo € capaz de deduzir corretamente a posigdo do ligante no sitio. Dessa
maneira, a fungdo GoldScore foi selecionada para ser utilizada na etapa de docagem

dos ligantes da literatura, previamente otimizados.
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Figura 10 - Sobreposigdo entre o ligante original da estrutura 4DKL e o melhor

resultado da redocagem calculado pela fungao GoldScore.
Atomos de carbono da pose original do ligante em magenta e da pose obtida na redocagem em ciano.
Atomos de nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e hidrogénios omitidos para melhor clareza.

O complexo de melhor pontuacdo foi selecionado para cada ligante, e suas
estruturas foram usadas no LUNA para calcular as interagdes intermoleculares frente
ao sitio ativo do receptor. E valido destacar que a metologia foi capaz de detectar
interagdes ja descritas na literatura, como as interag¢des idnicas com o residuo D147,
renomeado pelo software como A/D/83, entre os ligantes de maior atividade, como
demonstrado na Figura 11. Foram gerados graficos semelhantes para cada interacao,

totalizando 31, disponiveis no Apéndice B.
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Figura 11 - Interag¢des ibnicas nos residuos do sitio ativo. Interagdo com o residuo
D147 (ASP/83) prevalente entre os ligantes mais ativos.

As interacdes, transformadas previamente em codigo binario, foram também
utilizadas para o calculo dos Fingerprints. O dbCICA retornou os 10 melhores modelos
para cada conjunto de dados, totalizando 40 modelos, cujos melhores 5 modelos estéo
expostos no quadro 5. A eficiéncia do uso de Fingerprints como descritores pode ser
evidenciada pela diferenca nos valores de 5-fold r?, onde o melhor modelo gerado a
partir dos contatos intermoleculares tem pontuacao muito abaixo de todos os modelos
gerados a partir dos trés descritores baseados em Fingerprint. E importante ressaltar
que dentro da metodologia dbCICA, os valores de 5-fold r?2 sdo usados para ranquear

os modelos, e ndo como uma propriedade a ser avaliada individualmente. Para melhor
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compreensao de valores de 5-fold r2, os modelos estdo disponiveis do Apéndice B. A

seqguir, é discutido o melhor modelo obtido a partir das duas aplicagdes.

Modelo EIFP FIFP HIFP EIFP FIFP .. Contatos
5-foldr? 0,79695 0,78648 0,77157 0,75695 0,72296 .. 0,55221
Quadro 5 - Melhores modelos gerados pelo dbCICA para o receptor opioide .

O melhor modelo obtido a partir dos contatos retornou um valor de 5-fold r? de
0,55221, o que indica que o modelo € capaz de explicar cerca de 55% dos valores de
Ki. E esperado que o modelo ndo tenha resultado muito elevado, visto que
correlaciona um descritor simples, de contatos positivos e negativos, com a
bioatividade, uma propriedade complexa. O Quadro 6 sumariza os contatos relevantes

no modelo, apresentando-os conforme o seu residuo de aminoacido e o peso

atribuido.
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Quadro 6 - Modelo de melhor pontuagao do dbCICA para o receptor opioide y, obtido
a partir dos contatos.

Conforme analisado, todos os modelos obtidos a partir de descritores baseados
em Fingterprints tiveram melhor desempenho do que os baseados em contatos.
Dentre eles, o destaque € dado aos EIFP, cujos modelos receberam valores maiores
de 5-fold r?. A Tabela 2 destaca os Fingerprints relevantes no modelo de melhor

pontuacao e os pesos a eles atribuidos.
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Tabela 2 - Modelo de melhor pontuagéo do dbCICA para o receptor opioide u, obtido
a partir dos EIFP.

POSITIVOS NEGATIVOS
o
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Cadigo do EIFP e seu respectivo peso, atribuido pelo modelo.

A analise feita puramente a partir do valor de 5-fold r?é que o modelo gerado a
partir do EIFP é o que melhor descreve a correlagao entre as interagdes dentro do
sitio e a bioatividade do ligante frente ao receptor. Porém, para que possa ser afirmado
que a metodologia baseada em Fingerprints € mais eficiente na correlagdo, é
necessario comparar os dois modelos e identificar quais interacbes os EIFP
representa. As interagdes indicadas pelos shells do melhor modelo englobam n&o
apenas os contatos do modelo gerado a partir das interagdes, mas outros contatos
valiosos para a constru¢do de um mapa farmacoférico mais robusto. A seguir sdo
comparados os contatos obtidos pelo modelo do Quadro 6 e os Fingerprints obtidos

pelo modelo da Tabela 2.
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Figura 12 - Fingerprints positivos do modelo dbCICA para o receptor opioide y. a)
EIFP3878; b) EIFP3053; ¢) EIFP2145; d) EIFP3338. Atomos de carbono do receptor
em cinza e dos ligantes em verde. Atomos de nitrogénio em azul, oxigénio em
vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor clareza.

A Figura 12 apresenta a sobreposi¢cao dos ligantes mais ativos no sitio do
receptor y, evidenciando a tendéncia a se alinharem aos residuos especificos,
estabilizando-se por meio de interacbes chave. O alinhamento comprova as
interacbes contidas nos Fingerprints do modelo, visto que estdo presentes na
ancoragem dos ligantes com atividade comprovada. A sobreposi¢cédo dos ligantes na
Figura 13, os Fingerprints na Figura 12 e o modelo gerado pelo dbCICA na Tabela 2
foram utilizados para formular um mapa famacoférico capaz de reunir as condi¢des

espaciais e estruturais necessarias para a atividade no receptor.
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Figura 13 - Sobreposicdo dos ligantes mais ativos no sitio ativo do receptor . Atomos
de carbono do receptor em cinza e dos ligantes em verde. Atomos de nitrogénio em
azul, oxigénio em vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor
clareza.

Ao observar os Fingerprints positivos, pode-se notar a recorréncia do contato
com o residuo Y84 na estabilizag&do do ligante no sitio ativo. O modelo evidencia duas
esferas e interagdo com o residuo, sendo que todos os ligantes com atividade no
receptor realizam interagdo aromatica com o anel do residuo em uma das duas
esferas, acima ou abaixo. Observa-se a necessidade de um nitrogénio préoximo ou
dentro do anel do liganyte, para que seja formada uma interagao idbnica com o residuo
vizinho D83. A interagao do ligante com os dois residuos vizinhos é responsavel por
grande parte da estabilizacdo do ligante no sitio ativo. Além da necessidade de um
anel aromatico na estrutura do ligante, também é necessario que sua estrutura tenha
volume adequado para se acomodar no sitio ativo, de maneira que seja largo o
suficiente para se acomodar entre os residuos W838 e 1412 por meio de interagdes
hidrofébias, e uma interagéo de hidrogénio com o residuo H387. A ultima esfera de
interacao ocorre em circustancias especificas, quando o ligante é longo e se projeta
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para fora do sitio, sendo a interacdo anion—1 como residuo Q60 capaz de estabilizar
a sua orientagao para que a regiao de atividade esteja voltada ao sitio.

As esferas de exclusdo, em sua grande maioria, representam interacoes
negativas envolvendo o anel aromatico do ligante deslocando em diregcdes distintas
ao residuo Y84 e interagdes hidrofébicas que deslocam o ligante para fora do espago
de interagdo com os residuos D83 e Y84. Também sao restritas as interacbes 1-1r
com o residuo W838. Os 10 Fingerprints de interacbes negativas para o modelo
repetiam muitas dessas interagdes, de maneira que a sobreposi¢cao de duas ou mais

esferas foi convertida em apenas uma, a fim de evitar a polui¢éo visual do mapa.

Figura 14 - Mapa farmacofdrico do modelo dbCICA para o receptor opioide y, obtido
a partir dos EIFP. Atomos de carbono em cinza, nitrogénio em azul, oxigénio em

vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor clareza.
Esferas cinza sdo esferas de exclusdo, esferas laranjas representam caracteristicas de anéis

aromaticos, esferas vermelhas representam interagdes hidrofébicas e esferas azuis representam

interacdes idnicas.
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5.2 Receptores opioides do subtipo &

A Figura 15 representa o PDB ID 4N6H, estrutura do receptor &-opidide co-
cristalizado com o ligante Naltrindole (PDB ID EJ4). De interagdes relevantes, vale
ressaltar: o ciclopropano forma uma ligagéo 1r-1r com o residuo Y308 (4,03 A), o grupo
amina protonado interage ionicamente com o residuo D128 (2,87 A), o anel inddlico
forma uma ligagéo T1-1T com o residuo W284 (5,35 A) e V281 (4,40 A). A interagéo de
hidrogénio com a HOH1312 (2,88 A) também é importante.

o '”

) &

Figura 15 - a) InteragGes receptor-ligante no 4N6H. b) Férmula estrutural do ligante
EJ4, de Ki: 0,510 nM. Atomos de carbono, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho

e hidrogénios omitidos para melhor clareza.
Fonte: a) Gerada pelo autor com DSV e b) PBD.

A partir dos complexos obtidos pela etapa de validagao preliminar da rotina
computacional, o melhor resultado foi obtido por meio da fungdo ChemPLP, que gerou
uma pose de RMSD 0,1308 A, com sobreposicdo quase exata, conforme pode ser
observado na Figura 16. Além do valor bruto de RMSD, para definir a fungao de
pontuagao foi analisada a sobreposi¢cao entre o ligante obtido pela redocagem e o
ligante original, de maneira a observar se as interagdes chave foram reproduzidas e
se o calculo por meio da funcdo de pontuacdo é capaz de deduzir corretamente a
posi¢ao do ligante no sitio. Dessa maneira, a fungdo ChemPLP foi selecionada para

ser utilizada na etapa de docagem dos ligantes da literatura, previamente otimizados.
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Figura 16 - Sobreposicdo entre o ligante original da estrutura 4N6H e o melhor
resultado da redocagem calculado pela funcdo ChemPLP. Atomos de carbono da
pose original do ligante em magenta e da pose obtida pela redocagem em laranja.
Atomos de nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e hidrogénios omitidos para
melhor clareza.

O complexo de melhor pontuacao foi selecionado para cada ligante, e suas
estruturas foram usadas no LUNA para calcular as interagdes intermoleculares frente
ao sitio ativo do receptor. E valido destacar que a metologia foi capaz de detectar
interacdes ja descritas na literatura, como as interagdes idnicas com o residuo D128,
renomeado pelo software como A/ASP/128, entre os ligantes de maior atividade, como
demonstrado na Figura 17. Foram gerados graficos semelhantes para cada interagéo,

totalizando 31, disponiveis no Apéndice B.
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Figura 17 - Interacbes idnicas nos residuos do sitio ativo. Interagdo com o residuo
D128 prevalente entre os ligantes mais ativos.

As interacbes, transformadas previamente em codigo binario, foram também
utilizadas para o calculo dos Fingerprints. O dbCICA retornou os 10 melhores modelos
para cada conjunto de dados, totalizando 40 modelos. No Quadro 7 sdo expostos os
5 melhores modelos, cuja distribuicdo entre os 3 tipos de Fingerprints € bem
homogénea. A eficiéncia do uso de Fingerprints como descritores pode ser
evidenciada pela diferenca nos valores de 5-fold r?, onde o melhor modelo gerado a
partir das interacdes intermoleculares tem pontuagcdo muito abaixo de todos os
modelos gerados a partir dos trés descritores baseados em Fingerprint. E importante

ressaltar que dentro da metodologia dbCICA, os valores de 5-fold r? sdo usados para
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ranquear os modelos, e nhdo como uma propriedade a ser avaliada individualmente.
Para melhor compreenséao de valores de 5-fold r?, os modelos estdo disponiveis do

Apéndice B. A seguir, é discutido o melhor modelo obtido a partir das duas aplicagdes.

Modelo HIFP EIFP FIFP HIFP EIFP .. Contatos
5-fold > 0,85057 0,82506 0,81739 0,74431 0,74081 .. 0,62944
Quadro 7 - Melhores modelos gerados pelo dbCICA para o receptor opioide 5.

O melhor modelo obtido a partir dos contatos retornou um valor de 5-fold r? de
0,62944, o que indica que o modelo é capaz de explicar cerca de 63% dos valores de
Ki. E esperado que o modelo ndo tenha resultado muito elevado, visto que
correlaciona um descritor simples, de contatos positivos e negativos, com a
bioatividade, uma propriedade complexa. O Quadro 8 sumariza os contatos relevantes

no modelo, apresentando-os conforme o seu residuo de aminoacido e o peso

atribuido.
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Quadro 8 - Modelo de melhor pontuacédo do dbCICA para o receptor opioide d, obtido
a partir dos contatos.

Conforme analisado, todos os modelos obtidos a partir de descritores baseados
em Fingterprints tiveram melhor desempenho do que os baseados em contatos.

Dentre eles, o destaque € dado aos HIFP, cujo modelo recebeu maior valor de 5-fold
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r2. A Tabela 3 destaca os Fingerprints relevantes no modelo de melhor pontuagao e

0s pesos a eles atribuidos.

Tabela 3 - Modelo de melhor pontuagao do dbCICA para o receptor opioide 6, obtido
a partir do HIFP.

POSITIVOS NEGATIVOS
o
oo o o o) o) e © < o) o o) o - ) ©
sw| N~ 0 0 © N - ~ I 3 oe) I o) ] 3
T=| o 0 q =) N < = N N © N N < &
8 I ~— N ~— < [3p] N [9p] N ~ ~ N

Peso
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Cadigo do EIFP e seu respectivo peso, atribuido pelo modelo.

A analise feita puramente a partir do valor de 5-fold r?é que o modelo gerado a
partir do HIFP é o que melhor descreve a correlagao entre as interacdes dentro do
sitio e a bioatividade do ligante frente ao receptor, sendo capaz de descrever cerca
de 85% da interagédo. Porém, para que possa ser afirmado que a metodologia baseada
em Fingerprints é mais eficiente na correlagdo, € necessario comparar os dois
modelos e identificar quais interacbes os HIFP representa. As interagdes indicadas
pelos shells do melhor modelo englobam n&o apenas os contatos do modelo gerado
a partir das interagdes, mas outros contatos valiosos para a constru¢gao de um mapa
farmacoférico mais robusto. A seguir sdo comparados os contatos obtidos pelo

modelo do Quadro 8 e os Fingerprints obtido pelo modelo da Tabela 3
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Figura 18 - Fingerprints positivos do modelo dbCICA para o receptor opioide 8. a)
HIFP1379; b) HIFP2559; ¢) HIFP1255; d) HIFP4068. Atomos de carbono do receptor
em cinza e dos ligantes em verde. Atomos de nitrogénio em azul, oxigénio em
vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor clareza.

A Figura 18 apresenta a sobreposi¢gdo dos ligantes mais ativos no sitio do
receptor 9, evidenciando a tendéncia a se alinharem aos residuos especificos,
estabilizando-se por meio de interacbes chave. O alinhamento comprova as
interacbes contidas nos Fingerprints do modelo, visto que estdo presentes na
ancoragem dos ligantes com atividade comprovada. A sobreposigao dos ligantes na
Figura 18, os Fingerprints na Figura 17 e o modelo gerado pelo dbCICA na Tabela 3
foram utilizados para formular um mapa famacoférico capaz de reunir as condi¢des

espaciais e estruturais necessarias para a atividade no receptor.
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Figura 19 - Sobreposicéo dos ligantes no sitio ativo do receptor opioide 5. Atomos de
carbono do receptor em cinza e dos ligantes em verde. Atomos de nitrogénio em azul,
oxigénio em vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor
clareza.

Ao observar os Fingerprints positivos, pode-se notar a recorréncia do contato
com o residuo Y129 na estabilizagdo do ligante no sitio ativo. O modelo evidencia
interacdo aromatica com o residuo, com a necessidade de um nitrogénio préximo ou
dentro do anel do ligante, para que seja formada uma interagao ibnica com o residuo
vizinho D128. A interac&o do ligante com os dois residuos vizinhos é responsavel por
grande parte da estabilizagdo do ligante no sitio ativo. Ao contrario do receptor 1T, 0
sitio tivo do receptor & contém um espago menor, com interagdes mais aproximadas.
A estabilizagcdo na interacdo com o residuo W274 por meio da presenga de um anel
aromatico ou grupo positivamente ionizado. Para o alinhamento do ligante no sitio
ativo, interagdes hidrofébicas estabilizam o ligante entre os residuos L300 e 1282,
permitindo maior interagao com os residuos de interesse D128 e Y129.

As esferas de exclusdo, em sua grande maioria, representam interacoes

negativas envolvendo o anel aromatico do ligante deslocando em dire¢des distintas
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ao residuo Y129 e interagdes hidrofobicas que deslocam o ligante para fora do espaco
de interagdo com os residuos D128 e Y129. Também sao restritas as interacdes -1
com o residuo W274. Os 10 Fingerprints de interacbes negativas para o modelo
repetiam muitas dessas interagcdes, de maneira que a sobreposi¢cao de duas ou mais

esferas foi convertida em apenas uma, a fim de evitar a polui¢do visual do mapa.

W274

L300

Figura 20 - Mapa farmacoférico do modelo dbCICA para o receptor opioide 8, obtido
a partir dos HIFP. Atomos de carbono do receptor em cinza, nitrogénio em azul,
oxigénio em vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor
clareza.

Esferas cinzas representam esferas de exclusao, esferas azuis interagdes hidrofobicas, esferas verdes

interagdes de anéis aromaticos e esferas vermelhas doador de hidrogénio.
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5.3 Receptores opioides do subtipo k

A Figura 21 representa o PDB ID 4DJH, estrutura do receptor d-opidide co-
cristalizado com o ligante Maraviroc (PDB ID JDC). De interagbes relevantes, vale
ressaltar: os grupos amino interagem ionicamente com o residuo D138 (2,65 A; 2,34
A; 2,31 A), o anel aromatico forma interagdes de hidrogénio com o residuo Y139 (3,87
A) e H291 (5,81 A). A interagdo de hidrogénio com a HOH1314 (2,83 A) também é

importante.

Figura 21 - a) Interagao receptor-ligante na estrutura 4DJH. b) Férmula estrutural do
ligante JDC, de Ki: 0,500 nM.

Fonte: a) Gerada pelo autor com DSV e b) PBD.

A partir dos complexos obtidos pela etapa de validagao preliminar da rotina
computacional, o melhor resultado foi obtido por meio da fungdo ChemPLP, que gerou
uma pose de RMSD 0,3907 A, conforme pode ser observado na Figura 22. Além do
valor bruto de RMSD, para definir a funcédo de pontuagao foi analisada a sobreposicao
entre o ligante obtido pela redocagem e o ligante original, de maneira a observar se
as interacoes chave foram reproduzidas e se o calculo por meio da funcao de
pontuagdo € capaz de deduzir corretamente a posigdo do ligante no sitio. Dessa
maneira, a funcdo ChemPLP foi selecionada para ser utilizada na etapa de docagem

dos ligantes da literatura, previamente otimizados.
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Figura 22 - Sobreposigdo entre o ligante original da estrutura 4DJH e o melhor
resultado da redocagem calculado pela funcdo ChemPLP. Atomos de carbono da
pose original do ligante em magenta e da pose obtida pela redocagem em amarelo.
Atomos de nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e hidrogénios omitidos para
melhor clareza.

O complexo de melhor pontuacao foi selecionado para cada ligante, e suas
estruturas foram usadas no LUNA para calcular as interagdes intermoleculares frente
ao sitio ativo do receptor. E valido destacar que a metologia foi capaz de detectar
interacbes ja descritas na literatura, e a interagcdo com o residuo D138, muito
importante para a atividade nos outros subtipos, ndo esta diretamente relacionada a
atividade no subtipo kappa, sendo menos recorrente entre os ligantes mais ativos.
Foram gerados graficos semelhantes para cada interagao, totalizando 31, disponiveis

no Apéndice B.
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Figura 23 - Interagdes ibnicas nos residuos do sitio ativo. Interagdo com o residuo
D138 nao é prevalente entre os ligantes mais ativos.

As interagbes, transformadas previamente em cdodigo binario, foram também
utilizadas para o calculo dos Fingerprints. O dbCICA retornou os 10 melhores modelos
para cada conjunto de dados, totalizando 40 modelos. No Quadro 5 sdo expostos os
5 melhores modelos, evidenciando a importancia dos EIFP, que compdem 60% dos
resultados. A eficiéncia do uso de Fingerprints como descritores pode ser evidenciada
pela diferenga nos valores de 5-fold r?, onde o melhor modelo gerado a partir das

interacdes intermoleculares tem pontuagao muito abaixo de todos os modelos gerados
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a partir dos trés descritores baseados em Fingerprint. E importante ressaltar que
dentro da metodologia dbCICA, os valores de 5-fold r? sdo usados para ranquear o0s
modelos, e ndo como uma propriedade a ser avaliada individualmente. Para melhor
compreensao de valores de 5-fold r2, os modelos estao disponiveis do Apéndice C. A

seguir, € discutido o melhor modelo obtido a partir das duas aplicagdes.

Modelo EIFP FIFP HIFP EIFP EIFP .. Contatos
5-foldr? 0,82952 0,80713 0,77912 0,75253 0,73562 .. 0,52624
Quadro 9 - Melhores modelos gerados pelo dbCICA para o receptor opioide k.

O melhor modelo obtido a partir dos contatos retornou um valor de 5-fold r? de
0,52624, o que indica que o modelo é capaz de explicar cerca de 53% dos valores de
Ki. E esperado que o modelo ndo tenha resultado muito elevado, visto que
correlaciona um descritor simples, de contatos positivos e negativos, com a
bioatividade, uma propriedade complexa. O Quadro 6 sumariza os contatos relevantes
no modelo, apresentando-os conforme o seu residuo de aminoacido e o peso

atribuido.

POSITIVOS NEGATIVOS

Residuo
ILE208
CYS210
TYR312
ASP138
HI1S291
VAL108
SER211
CYS210
ILE316
LYS227
TRP124
GLN115
TRP287
GLN115

Interagao
intermolecular
Hydrogen bond

Cation-nucleophile
Weak hydrogen bond
Hydrogen bond
Halogen bond
Weak hydrogen bond
Unfavorable anion-
nucleophile
Chalcogen bond
Cation-nucleophile
Cation-nucleophile
Displaced face-to-edge
pi-stacking
Hydrophobic
Weak hydrogen bond
Weak hydrogen bond

Peso
3
3
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Quadro 10 - Modelo de melhor pontuacao do dbCICA para o receptor opioide k, obtido
a partir dos contatos.

Conforme analisado, todos os modelos obtidos a partir de descritores baseados

em Fingterprints tiveram melhor desempenho do que os baseados em contatos.
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Dentre eles, o destaque € dado aos EIFP, cujos modelos receberam valores maiores
de 5-fold r2. A Tabela 5 destaca os Fingerprints relevantes no modelo de melhor

pontuagao e os pesos a eles atribuidos.

Tabela 4 - Modelo de melhor pontuagédo do dbCICA para o receptor opioide k, obtido
a partir do EIFP.

POSITIVOS NEGATIVOS
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Cddigo do EIFP e seu respectivo peso, atribuido pelo modelo.

A analise feita puramente a partir do valor de 5-fold r?é que o modelo gerado a
partir do EIFP é o que melhor descreve a correlagao entre as interagdes dentro do
sitio e a bioatividade do ligante frente ao receptor. Porém, para que possa ser afirmado
que a metodologia baseada em Fingerprints € mais eficiente na correlagdo, é
necessario comparar os dois modelos e identificar quais interagdes os EIFP
representa. As interagdes indicadas pelos shells do melhor modelo englobam nao
apenas os contatos do modelo gerado a partir das interagdes, mas outros contatos
valiosos para a construcdo de um mapa farmacoférico mais robusto. A seguir séo
comparados os contatos obtidos pelo modelo do Quadro 6 e os Fingerprints obtido

pelo modelo da Tabela 5.
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Figura 24 - Fingerprints positivos do modelo dbCICA para o receptor opioide k. a)
HIFP2505; b) HIFP2673; c) HIFP3381; d) HIFP3202. Atomos de carbono do receptor
em cinza e dos ligantes em verde. Atomos de nitrogénio em azul, oxigénio em
vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor clareza.

A Figura 25 apresenta a sobreposi¢do dos ligantes mais ativos no sitio do
receptor k, evidenciando a tendéncia a se alinharem aos residuos especificos,
estabilizando-se por meio de interagdes chave. O alinhamento comprova as
interacbes contidas nos Fingerprints do modelo, visto que estdo presentes na
ancoragem dos ligantes com atividade comprovada. A sobreposigédo dos ligantes na
Figura 25, os Fingerprints na Figura 24 e o modelo gerado pelo dbCICA na Tabela 4
foram utilizados para formular um mapa famacoférico capaz de reunir as condi¢des

espaciais e estruturais necessarias para a atividade no receptor.
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Figura 25 - Sobreposigéo dos ligantes no sitio ativo do receptor opioide k. Atomos de
carbono do receptor em cinza e dos ligantes em verde. Atomos de nitrogénio em azul,
oxigénio em vermelho, enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor
clareza.

Ao observar os Fingerprints positivos, pode-se notar a recorréncia do contato
com o residuo Y139 na estabilizagdo do ligante no sitio ativo, mesmo que sua
presenga nao ocorra entre os ligante mais ativos. A interagdo com o residuo D138 ao
lado também ndo parece afetar a atividade das moléculas com grande intensidade. A
estabilizacdo do ligante no sitio ativo depende da interagdo com outro residuo de
tirosina, dessa vez o Y320, por meio de anéis aromaticos. As interagdes hidrofébicas
ao redor do espaco de interacdo aromatica grante o encaixe eficiente do ligante no
sitio, com recorréncia de contatos no reiduo M132.

As esferas de exclusdo, em sua grande maioria, representam interagdes
negativas envolvendo o anel aromatico do ligante deslocando em dire¢des distintas
ao residuo Y320 e interagdes hidrofébicas que deslocam o ligante para fora do espaco

de interagcdo com os residuos Y139 e Y320. Também sao restritas as interagdes 1r-1m
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com o residuo W287. Os 10 Fingerprints de interacbes negativas para o modelo
repetiam muitas dessas interagdes, de maneira que a sobreposi¢cao de duas ou mais

esferas foi convertida em apenas uma, a fim de evitar a polui¢ao visual do mapa.

1294 V230

Y84

Y320

Figura 26 - Mapa farmacofdrico do modelo dbCICA para o receptor opioide k, obtido
a partir dos HIFP. Atomos de carbono, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho,

enxofre em amarelo e hidrogénios omitidos para melhor clareza.
Esferas cinzas representam esferas de exclusao, esferas azuis interagdes hidrofdbicas, esferas verdes

interagdes de anéis aromaticos e esferas vermelhas doador de hidrogénio.

6 CONCLUSAO

A metologia de aplicagdo dos Fingerprints como base de dados ao dbCICA
retorna valores mais satisfatérios de explicacdo da correlagao estrutura e atividade

bioldgica, sendo possivel afirmar que é mais efetiva e precisa na correlagao. Apesar
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da semelhanga estrutural, as diferencas de residuos e posicdo dos residuos
conservados explica a diferenca de atividade biolégica de um mesmo ligante quando
ancorado nos trés receptores. Todos os trés sitios demonstram a necessidade de um
anel aromatico na estrutura do ligante, que € responsavel, junto a uma area de
interagao hidrofdbica, por estabilizar o ligante na sequéncia de residuos DY.

Para o receptor y € importante a interagdo com os residuos D147 e Y148, para
o receptor d é importante a interagdo com os residuos D128 e Y129; e para o receptor
k é importante a interagdo com o residuo Y139. Os resultados semelhantes sao
esperados, visto que as estruturas dos receptores sdo semelhantes e o conjunto de
ligantes para treinamento dos modelos € o mesmo. Porém, resultados distintos de
atividade de um mesmo ligante frente aos alvos podem ser explicados pelas
interagdes especificas de cada sitio ativo, como o menor volume para os receptores
0 e k e a necessidade de ligantes maiores para estabilziagdo no ditio do receptor y. A
semelhanga maior entre os receptores de subtipos & e yu, com a sobreposi¢cao de
residuos-chave mais alinhada, pode explicar a mesma interagao entre o ligante e cada
sitio ativo. Também ¢é importante destacar o papel de residuos especificos de cada
receptor, que sao de fundamental importancia para a atividade da biomolécula; os
residuos W838, 1412 e H387 para o recptor y; os residuos W274, L300 e 1282 para o

receptor 6 e os residuos Y320 e M132 para o receptor k.
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Anien-electraphile Antiparallel multipolar Cation-nucleaphile Cation-pi

l-

2 a 3 NEELLEEES22R008 = R4 % A E 5

E] 2 ] SrSE8R8E35c88358 5 332 8 8

= E EE R EEE E RS- g & 2

& = Y ICSESYLER T 5 B = F

g 023348 PEE L £

E g S %&iﬁéé‘?‘f é%%e%e -
Chalcogen band Chalcogen-pi Displaced face-to-edge pi-stacking Displaced face-to-face pi-stacking
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Displaced face-to-slope pi-stacking Edge-to-edge pi-stacking Edge-to-face pi-stacking Edge-to-slape pi-stacking
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APENDICE B | - MODELOS GERADOS PELO DBCICA PARA O RECEPTOR

DELTA

INI | €980 | /802/3TI/V | /PLL/AHA/N | [PLL/AHAN | /PLL/AHAIY | [CLETIALIY | [CLE/IALIV | /L6Z/SIH/VY | /162/SIH/V
INI | 602€€°0 | /OLZ/SADIV | /OLC/SADIN | [CLEIHALIY | /802/3TT1/V | /802/3TI/V | /802/3TI/V | /60€/NATYV | /vCL/ddLIV
INI | 226€€°0 | //82/dHL/V | /0CE/HALINY | [L6C/SIH/V | /V6Z/SIH/V | [CLEIIALIV | /0LZ/SADIV | /0LC/SADIV | /0LC/SADIV
INI | ¥8EVE 0 | /€6Z/AHA/V | /€6C/THC/V | /€6C/THA/V | /0CE/IALIV | /0CE/IALIV | /0CE/IALIV | /802/3TTI/V | /802/3T/V
INI | £L26.2€°0 | /LCC/SATN | [LZZ/SATN | /802/ATI/V | /802/3TTI/V | /802/3TTI/V | /0LZ/SADIV | /0LZ/SADIV | /0LC/SADIV
ANI | 90L6€°0 | /262/NT1O/V | /80C/ATTI/V | /80Z/ATTI/V | /0LZ/SADIV | /OLC/SADIV | /0LC/SADIV | [V L/LIAN/N | /8EL/ASVIV
INI | ¥29¢G°0 | /802/3TTI/V | /802/3ATTI/V | /80Z/ATTI/V | /0LZ/SADIV | /OLC/SADIV | /0LC/SADIV | [CLEIIALIY | /8EL/ASVIV
dIH | 81119°0 | €682ddIH | €68¢d4dIH | €68¢ddIH | 69€ddIH | 69€ddIH | 69€d4dIH | LyvZddIH | L¥¥ZddIH
did | L08€9°0 | 6€LddId|6€LddId|€6.Ldd1d | 18G2ddId | 18G2ddId | 18G2ddId | 2G.d4dId| c962ddI1d
dId | 6G€69°0 | 6€LddI1d|6€LddId | .26dddId | L2¢62ddId | L¢62ddId | 029d4d1d | 220vddId | L.0vddId
dId | €6869°0 | 6€LddI1d4|6€LddId|6€Ldd1d | .262ddId | L262ddId | L262dd1d|2.9d414|2.9d414
dIH | 62199°0 | €682ddIH | €68¢d4dIH | 0G¥ZddIH | 0G¥ZddIH | 0G¥Zd4dIH | 88.d4dIH | €9vE€ddIH | €9¥E€d4IH
d13 | L8¥99°0 | ¥€LCAdIT | ¥E€ELCAHdIT | PELCAHdIT | SC¢E€HH1T | G¢E€Hdd1T | G2¢€AdHd1Tq | 22Gdd1Tq | 22Gdd13
d13 | €€2.89°0 | 0924413 | €.9¢d4d13 | 0¥€LAdIT | 0VE€ELAdIT | cP6E€ELHdIT | ¢¥6E€ELHIT | L6VLddIT | L6vliddIT
dIH | G€889°0 | €68¢ddIH | €68¢ddIH | Ov.€ddIH | €91 ddIH | €91ddIH | LZ8EAdIH | LZ8EAdIH | L.Z8EdHIH
diI3 | ¥¥169°0 | S0G¢d4d13 | G0G¢dd13 | €.9¢ddId | €292d413 | 9¢61ldd1T | 22Sd413 | 0164413 | 0L¥dd13
dIH | ¥S¥69°0 | GLLLddIH | SLLLddIH | L28€ddIH | S¢/.ddIH | S2.d4dIH | 9GGLddIH | ¢€9Ld4dIH | ¢€91ddIH
dIH | 90969°0 | Ov.ZE€ddIH | OV.LE€dHdIH | Ov.E€dHdIH | G89LddIH | G89LddIH | €CSE€AdIH | €CS€ddIH | 090¥ddIH
d13 | 6€.69°0 | 0924413 | 0924413 | 0924413 | L8BEELHIT | LBEELHIT | 18EELIIT | 8.8€H4d1T | ¢0Z€LHIT
diH | Il¥.69°0 | 64.€ddIH | 6..€d4dIH | 0¢Z2€ddIH | 02Z2€ddIH | 022€ddIH | 6G9€ddIH | 6G9€ddIH | 6G9€ddIH
did | 81/212°0|6€ld4dId|6€LddId|6€Ldd1d|2G8d4d1d|8211ddId|8.llddId|60L€ddId|60L€44IA
did | 8€.1/2°0|€6.d4dI1d | 09¥2ddId | 09vZddld | 09veddld | L¢6ZddId | L8lE€ddId | 299d4d14|.299d4I4
did | G2¢2.°0 | 09¥ZddIld | 09vZddId | ¥0.ZddId | v0LZddId | ¥60€ddId | v60€ddId | v60€ELdId | 2994414
d13 | ¢96€.°0 | G0G92dd13 | 094413 | 0924413 | €29¢d4d13 | €29¢d4d13 | ¢2Gdd13 | L.0¢d4d1T | L.0Z2d4IT
dI3 | €6¢G.°0 | §0G2d4d13 | G0G¢dd13 | §06¢ddId | 18€E€LHIT | L8EELHIT | OvELAdIT | OVE€ELAHIT | OvELddIT
dIH | ¢16/.2°0 | G6GE€ddIH | G6GE€dHdIH | G6GE€ddIH | vvvLddIH | vvvilddIH | ¥¥¥LddIH | €682ddIH | €682d4dIH
did | €1.08°0|6€ld4dId|6€LddI1d|064¢dd1d | 06.¢dd1d | 8211ddId | 8LllddlId|699€ddId | 6G9€4dI4
d13 | ¢G6¢8°0 | G0G92dd13 | 094413 | €.92d4d13 | L8E€EELHIT | LBEELDIT | ¢02€HdIT | ¢0c€LdIT | ¢0Z€E€ELHIT
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/802/371/V | /802/31/V | /802/311/V | /0LZISADIN | /0LZ/ISADIY | /0LZ/SADINY | IBEL/HALINY | I6ELIGALIY | /8LLIAYAIY | /8LLIVAIY
IPZLIdELIY | 1222ISATN | 1222ISATN | [ZPV/LAW/N | /27 L /LAN/NY | /SAD/Y 30U | /SIH/V 30U | /NTD/V Jou | €/311/V 10U | /4AL/Y jou
/60€/N3ATV/Y | /2¥L/ILAN/N | /18ELIASVIV | /8ELIASYIVY | /8€L/IASY/Y | /802/3TI/V | /ALY 30U | 2/31I/V 10U | /ATD/V 10U | €/3T1/V jou
/802/31/V | /0LZ/SADIV | /0LZ/SADIV | I0LZ/ISADIY | /18ELIASYIV | /SEL/ASVIVY | ISLE/HALIVY | /IELE/HIALIVY | /SV/V 30U | [HAL/Y Jou
18€LIASVY/IV | /18ELIASYIV | /LLL/EHL/VY | ISAT/V 10U | ALV 10U | /43S/V Iou | /ATD/Y Jou | €/311/V 10U | €/311/V Iou | [HAL/Y Jou
I8ELIASYIY | I18ELIASVIV | I¥ZLIdYLINY | I¥2LIdELINY | 1vZLIdELNY | [VZLIdELN | 1¥2LIdELNY | 1v2LiddEL/Y | /062/311/VY | /062/311/V
/SEL/ASY/V | /SIH/V 10U | MVYA/V 10U | /43S/V 10U | /[SAD/V 10U | €/3TI/V I0U | /[SAT/V 10U | /dYL/V JouU | /NTO/V 10U | /dY1/V jou
Lv¥2ddIH | 228€ddIH | 228€ddIH | 228€ddIH | 9¥61LddIH | 9¥61LddIH | 9¥6LddIH | LEddIH 10U | 0Ld4IH Jou | 82ddIH jou
0.0¥ddId | €212dd1d | €212dd1d4 | €212dd1d | 02ddId ou | Zd4dI4 1ou | geddId Jou | GgddId jou | L8ddId jou | LLddId jou
L.0vddld | 106€ddId | L0GE€ddId | LLddld Jou | 62ddId I0U | €6ddId 10U | LlddId Jou | €eddld Jou | LddI4 Jou | 8LddId Jou
G/8¢ddld|G628¢€ddId [ G921ddI4d 0L d414[01Ld4d14d]|€lddld ou | GzddId Iou | 2ZddId Jou | ZLddId jou | gzddId4 jou
€9¥€ddIH |0 ddI1H | 0¥ ddIH|89L2ddIH | 89L2ddIH | L€ddIH Jou | L6ddIH ou | L6ddIH 10U | 9LddIH Jou | €eddIH jou
226d413 | 97LiddI3 | 9¥LLddIT | 9vLLdd1T | €¥62ddI13 | €¥62d4I1T | ¥922d413 | 629d413 | 26ddIT 10U | LzddIT jou
GZddI3 jou | 8zddI3 Iou | G8d4IT Jou | 26ddIT Jou | LzddIT ou | g8ddIF Iou | y2ddI3 Jou | 0ZddIT Jou | 8eddIT Jou | 8ed4IT Jou
GGGlddIH | GGGLddIH [ GSSLdHIH [ ¥ 9ddIH|v9ddIH|¥9d4dIH|S6¥2ddIH | S6¥2ddIH | L€ddIH Jou | 8LddIH jou
0.¥dd413[0.¥dd13|2091Ld413|209Ldd413 | 220¥dd13 | S.02ddI3 | G2ddIT Iou | LgddIT jou | 9eddIT Jou | Z6ddIT lou
2€91ddIH [ 6G2LddIH | 6G2LddIH | 281LddIH | 28LddIH | €682ddIH | €682d4dIH | 06ddIH 1ou | L1ddIH Jou | €eddIH jou
090¥ddIH [ 222ddIH | 222ddIH | 2S6¢€ddIH| 25¢ddIH | 86LE€ddIH | 86L€ddIH |[86LEddIH | ¥9ddIH|0SvZddIH
202¢dd413[822d413|822d413[8224d413]0G621d413|0621d413 | G2ddIT 10u | Ledd13 ou | /ZzddIT ou | 96d4IT ou
906ddIH | 906d4IH|026d4IH|0Z6ddIH | ZLLLddIH | ZLLLddIH | ZLLLddIH | 2€9LddIH | 2€9Ld4dIH | 2€9LddIH
L.0¥ddld | 220vdd1d | G21eddId | G2LeddId | G2Leddld | LglzddId[ 0¥ dd14d]| Liddid jou | 9eddid jou | €LddId Jou
1122d4d14d | 2222d414 | 6921dd14|G921d4dId | 620€ddId | 620eddId | 620€ddId | 1622ddId | L622ddId | €6ddId lou
199d4d14]299d4d14|6€02ddId|62rddId|62¥dd1d|0¥zeddld | 0v2eddlid | S921ddId | 659¢ddId | 659¢€d4I4
1.02dd13 | ocleddIT | ocLeddIT | s6vdd1T | S6vdd1T | 8221Ld41T | 822Ldd13 | 822LddIT | L6¥LddIT|652Ldd13
GG01ldd413 | SS0Ldd1a | 0€0eddIT | 0€0€d41T | 0€0€dd1T | #922d4I1T | ¥922d41T | 0G2Ldd413 | 21€d4dI1T | 2LL€dd1T
128€ddIH | 228€ddIH | 228€d4dIH | L€ddIH 10U | 6Ed4IH 10U | LLddIH Jou | 6/dd4IH ou | #2ddIH Jou | /ZddIH ou | LgddIH jou
Llddld Jou | 62ddI4 ou | L1ddI4 Jou | 9LddId Jou | | 8ddId Jou | 9zddI4 Iou | GeddId Jou | GLddId Jou | ZLddId jou | 8yddI4 jou
GZddI3 ou | G8ddI3 10U | LgddITF Iou | 964413 Jou | 0LddIT Iou | $€ddIF ou | L€ddIT Jou | €LddIT Jou | 6ddIT Jou | 09d4IT Iou
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[HAL/Y 10U | /NTD/Y I0U | /NTD/V Iou | €/371/V Iou | €/37I/V 10U | /dHL/V I0oU | /dY1/V IoU | /JH/V Jou | /43S/V 10U | /[SAD/Y jou
/SAT/VY 10U | /NID/V 10U | [HAL/VY 30U | /d¥1/V Iou | /ITIN/V Iou 0 0 0 0 0
/dYL/V 10U | f4AL/V 30U | /NTD/V 30U | /NTD/V JouU | /dH1/V JoU | /SIH/V }ou 0 0 0 0
/SIH/V 10U | /dY1/V Iou | [HAL/VY I0U | /NTD/V JoU | €/3TI/V 10U | /ALY I0oU | /dY1/V Iou | /43S/V Jou 0 0
/SIH/V 10U | /NTO/V Iou | /JHd/V jou 0 0 0 0 0 0 0
1BELIALIY | [ZLE/HALIVY | /4AL/V 30U | [HAL/Y J0U | /N1D/V 10U | €/3T1/V 0ou | /IIN/V I0U | /NTD/V Jou | /[SAD/V 10U | /43S/V jou
/INTO/V jou 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8€ddIH 10U | 2ZddIH Jou | LZddIH ou | ZLddIH 10U | GEddIH 10U | GeddIH Jou | 92d4IH jou 0 0 0
82d4dld Jou | gddl4 Jou | LLddI4 ou | y1ddId Jou 0 0 0 0 0 0
zZd4dld Jou | geddld ou | /1ddI4 jou 0 0 0 0 0 0 0
Zvddld Jou | 9eddI4 Jou | 92ddId4 Jou | GLddId Jou | €2d4dId jou 0 0 0 0 0
¥€ddIH Jou | Z€ddIH Jou | €eddIH 1ou | 6Ld4IH Jou | 92ddIH jou 0 0 0 0 0
6LddI3 Jou | JeddIT oU | $9ddIT Iou | 0vddIT 10U | GZddIT ou | 8LddIF ou | 8/d4ITF Iou | LgddIT jou 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ZlddIH Jou | 9eddIH Jou | 8LddIH 1ou | ZEddIH 10U | ZeddIH ou | ZLddIH Jou | GeddIH 1ou | LeddIH lou 0 0
¥€ddI3 Jou | ggddI3 jou | L1ddIT ou | 91ddIT Jou | 99d4I3 jou | 66d4dIT Iou 0 0 0 0
8€ddIH 10U | 9eddIH 1ou | geddIH jou | 0ZddIH 10U | 6ZddIH 10U | 0€d4dIH Jou | #EddIH jou 0 0 0
0G¥2ddIH | L€ddIH Jou | 6eddIH JoU | 6/ddIH 10U | 29ddIH 10U | 0€ddIH ou | $2ddIH ou | LeddIH Jou | 6ZddIH Jou | ZgddIH jou
6Ldd13 Jou | zeddIT ou | 92ddITF Iou | ¥/dd13 10U | 6EHHIT Jou | 0LddIT Jou 0 0 0 0
6G2LddIH [ 6G2LddIH | 9¥61LddIH | 9¥6LddIH | ¥ 9d 41 H | SlddIH J0U | GZddIH ou | $2ddIH 10U | L9ddIH Jou | €LddIH jou
0Zddld 1ou | €zddId ou | JgddId jou | 8LddI4 Jou | 92ddId Jou | 2gddId jou | 8LddI4 Jou 0 0 0
Glddld4 Jou | ZgzddId jou | €2ddld ou | $€ddId Jou | GZddId Jou | GLddI4 Jou | LiddId Jou | 0lLddId jou | LeddI4 jou 0
G09ld4dld | GZddI4 ou | 0lddI4 Jou | Z1ddId Jou | 0Zd4dld Jou | €2ddI4 Jou | JgddId Jou | 8Z2ddId Jou | LLddId jou | yeddl4 jou
L1e€dd13 | 21€d413|21€d413|G2dd13 1ou | 91ddIT ou | gGddIT Iou | 9eddIT 10U | 9ZddIT ou | €LddIT Jou | geddI3 jou
GZddIia 1ou | 91ddIF Iou | JgddIT Jou | GZddIT Jou | GLddIT Jou | 0bddIT Iou | geddIT Jou | GzddIT ou | |LddIT jou | glLddIT jou
ZZddIH 1ou | 82ddIH jou | €LddIH Jou 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
/IVYAIY 10U | /[SAD/Y jou 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
L€ddIH lou 0 0 0 0
0 0 0 0 0
62ddIH 1ou | ZLddIH ou | €LddIH Jou | 62ddIH Jou | LeddIH lou
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
/€d4ld4 jou 0 0 0 0
/6d4dI13 jou | geddI3 jou | 91d4IT jou 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
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APENDICE B Il - MODELOS GERADOS PELO DBCICA PARA O RECEPTOR MU

INI [ 8799€°0 [ /98/NSV/V | H/¥8/dAL/V | J69T/SA/V | /69T/SA1/V | 1/€8/dSV/V | 1/€8/dSV/V | /€8E/dY¥L/V | /€8€E/dYL/V
INI | ¥2SOV'0 | 4/v8/dAL/V | 4/¥8/dAL/NV | 4/¥8/dAL/V | /09/N1D/V | /09/N1D/V | /O9/NTID/V | /6L/IVA/V | /€8€E/dYUL/V
INI' | 689¢v'0 | /€9/NSV/V | /L8E/SIH/Y | /L8E/SIH/NY | JTLINVAIN | JZLT/AVA/Y | H/08/3/V | H/08/311/V | H/08/311/V
INI | 6€€V¥'0 | /O09/N1D/V | JO9/N1D/V | 4/¥8/dAL/N | A/¥8/dAL/N | A/¥8/dAL/Y | /9Tv/dAL/V | /€8E/dYUL/V | /€8€E/dYL/V
INI | 6v8Y¥'0 | /LST/3IHA/V | /LST/3IHA/V | /STV/A1D/V | /STV/A1D/V | /69T/SA1/V | /09/N19/V | /09/N1D/V | /69T/SA1/V
INI | 8YOL¥'0 | /TT¥/3N/V | /TTv/3/V | JO9/N1D/V | A/¥8/dAL/N | 4/¥8/dAL/V | /€8E/dYL/V | /€8E/dYUL/V | /€8E/dYUL/V
INI | TTTSS0 | 4/v8/dAL/V | d/¥8/dAL/N | A/¥8/dAL/V | 1/€8/dSV/V | /€8E/dUL/V | /€8E/dYL/V | /€8E/AYUL/V | [TTv/AI/V
ddld | S9765°0 190¢ddId 190¢d4ld 190¢d4l4 8€6¢ddld 8€6¢d4ld 8€6¢d4ld €70Td4ld 655¢d4ld
ddlH | 969090 68/€d4IH 68/€d4IH 68/€ddIH 8/S¢ddIH 8/SC¢ddIH 8/SCddIH L6TEddIH L6TEddIH
dd13 | TO9T90 8/8¢d4I3 8/8¢d4I3 8/8¢€d4I3 SvTedda SvTedd3 SvTedd3 9%Sd413 9%Sd413
ddid | SS9T9°0 €6/ddMd €6/ddMd €6/ddM4 9T/¢ddld 9T/¢ddld 9T/¢ddId 6¢T1ddld 6¢TTddld
ddld | 86T€9°0 9T/¢ddd 9T/¢ddd 9T/¢ddld 6164414 6164414 GG0Tddld JAYR-EIE JAYR-EIE
ddld | Z€T¥9°0 9T/7d4Hd 9T/7d4Hd 79¢ddl4 79¢ddl4 79¢ddl4 8€6¢d4ld GS0Td4ld 190¢d4l4
ddiH | 6/T¥9°0 68/€d4IH 68/€d4IH 68/€ddIH €/9¢d4IH €/9¢d4IH 6/ETd4IH L6TEddIH L6TEddIH
dd13 | 97590 8/8¢€dd13 8/8¢€dd13 ¥60¢d413 ¥60¢d413 8/9Tdd13 8/9Tdd13 9G/€d413 9G/€d413
ddlH | /€990 68/€ddIH 68/€ddIH €66¢ddIH €66¢ddIH L6T€ddIH L6T€ddIH 8//[ddIH TvSddIH
dd13 | 9759990 8/8¢€dd13 8/8€dd13 €G0€d4I3 S ELE €G0€d4I3 980€4dd13 980€dd13 980€4dd13
ddI3 | /T8990 8/8¢€dd13 8/8¢€dd13 00S€dd13 00S€d4I13 00S€d4I3 ¥0Sd4I13 ¥0Sd413 60/d413
dd13 | Zv00L0 8/8¢€dd13 8/8¢€dd13 990TddI3 66v€ddI3 SIXFEIE SIXFEIE TE0Td4I3 TE0Td4I3
ddlH | ¥/10L°0 68L€ddIH 68L€ddIH 68¢¢ddIH 68¢¢ddIH 68C¢ddIH GZSTddIH GZSTddIH GZSTddIH
ddld | 6€/0/°0 9T/¢ddd 9T/¢ddd Tvddld v6€ddld ¥6€ddld 188¢ddld 188¢ddld €corddld
ddlH | /1600 €/9¢ddIH €/9¢ddIH €/9¢ddIH ¥60¢ddIH ¥60¢ddIH ¥60¢ddIH ¥SEEdIH ¥SEEdIIH
ddlH| 60TZ0 68/€ddIH 68/€ddIH 68/€ddIH 6LETddIH 6LETddIH 788TddIH 788TddIH 6TLEddIH
ddid | 967¢/0 €70TddHd €70TddHd €70Tddld €6/ddI4 €6/ddId €6/ddId 9T/cddl4 75844
dd13 | 969S/°0 I Z4-EIE] I Z4-EIE] 705d413 ¥0Sdd13 ¥05d413 79114413 79714413 9¢8¢ddI3
ddlH | ZSTZL0 68/€ddIH 68/€ddIH 8/S¢ddIH 8/S¢ddIH 68C¢ddIH 68C¢ddIH 68¢¢ddIH L6TEddIH
ddid | 8%98/°0 €¢0Tddld €C0Tddld 9T/¢ddld 9T/¢ddld 9T/¢ddd €6/ddld €6/ddM4 698Tddld
dd13 | S696/°0 8/8¢€dd13 8/8¢€dd13 €G0€d4I3 €G0€d4I3 SvTeddl3 SvTeddl3 SvTeddi3 08€€ddI3
Pl1OdM)
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[€8E/dYL/V | JTTv/AN/N | [CTv/3N/N | [Civ/3/V | /3T/V 10U | /dSV/V 10U | /3Hd/V Iou [ /371/V 10U [ /4AL/V 10U | /SAT/V 1ou
[€8E/AYL/V | J€8E/AYL/V | JTTv/AN/N | J/TTv/AN/V | /2T¥/3N/V | /N3T/V 10U | /dSV/V 10U | /YAL/V 10U | /SAD/V 10U | NSV/V 1ou
I/€8/dSV/V | /€8E/dYL/V | /€8E/AYL/V | /€8E/AYL/Y | /cTv/AI/N | /CTv/A/N | /CTv/3/V | /AHd/V ou | /311/v 10U | /SIH/V 10U
J€8E/AUL/Y | JL8E/SIH/NY | JTLIAVAIY | /€8E/dYL/V | /€8E/dYL/V | /TT¥/3N/V | /TT¥/3T/V | /4AL/V 10U | /dSV/V 10u | /SIH/V 10ou
[69T/SAI/V | /OTV/HAL/N | JTLI/ANAIY | 1/€8/dSY/V | 1/€8/dSY/V | /L8E/SIH/Y | /L8E/SIH/Y | /SAD/V 10u | /371/V 10U | /dSV/V 10U
A/V8/AAL/N | A/U8/HAL/N | /¥8/dAL/NY | JL8E/SIH/NY | JL8E/SIH/V | JL8E/SIH/V | [TLIAVAIN | [TLIAVAN | [TLIAVA/Y | H/08/3T1/V
/CT¥/3N/V | /A19/V 30U | /ATID/V 30U | /SAT/V 30U | /SIH/V 10U | /dSV/V 1ou | /SIH/V 3ou | 13N/V 10U | /ddl/V 3ou | 13IN/V Iou
65S¢d4dld 655¢d4dld 195dd14 195d414 195d414 LTddI4 30U | /Zd4ld 10U | OFddld 30U | OFddld 30U | 9Tddid 30U
L6TEddIH GELddIH GE/ddIH 8//[ddIH | ZTddIH 10U | ¥TddIH 30U | /TddIH 30U | GEJHIH 10U | Tc¢ddIH 30U | 76ddIH 30U
9¥Sd4I13 Sv0¢d4I3 980€d4I3 980€dd13 980€dd13 | GEddI3 30U | 08ddI3 10U | ¢TddI3 30U | 9Td4I3 30U | €94d413 10U
WAZ-EIE WAZEIE GGTEddl GGTEddH 61vddld TZd414 30U | 9Zddl4 10U | 6TddId 30U | 88ddid 30U | 9Gd4l 10U
[A%Z-EIE AR Z:EIE L€6€ddld £€6€ddId £€6€ddId OTETddI OTETddI 6v6€d4ld 6v6€ddl4 | Zc¢ddl4 10U
190¢ddHd 190¢d4l4 0TETddH 68STd4ld 68STddld | £Gddld 30U | ¢6ddld 30U | 6cddld 30U | 6€d4l4 10U | /TddI4 30U
L6TEddIH 0¢SZddH 0¢Scd4dIH 0¢ScddiH TvSd4IH vSddIH 786TddIH | T€ddIH 10U | OvddIH 30U | #TddIH 30U
L€Td413 L€Td413 LE€Td4I3 G80€Ed4I3 G80€Ed4I3 G80€d4I3 TC8Td413 | 6Tdd13 30U | €Td413 30U | ¥TddI3 30U
LEVddIH | 06ddIH 30U | $Td4IH 30U | 6E€ddIH 30U | 9EddIH 30U | GEHIH 30U | 9FddIH 30U | ¢EddIH 30U | €/ddIH 30U | TZd4IH 30U
08€€ddI3 08€€dd3 08€€ddId 999¢4d413 G80€Ed4I3 G80€Ed4I3 Sv0cddia C8ETddI3 | [6dd13 10U | GTddI3 30U
60/d413 6044413 6//4d413 6//d413 6//d413 0S€¢d4i3 0S€¢dd3 0G€¢ddI3 | T€ddI3 30U | /6ddI7 10U
TE0Td4I3 ¥8TddI13 ¥8TddI3 ¥8TddI3 ¥05d413 ¥0Sdd13 [AVA-E[E! C1/dd13 [AVEE[E] 616¢€d4I3
99TTddIH 99TTddIH 99TTddIH 096€ddIH 8ETEddIH 8ETEddIH L€9TddIH L€9TddIH 788CddIH 788¢ddIH
(G ZEIE ¥59¢ddld ¥59¢ddld 89¢€¢ddld €6/ddMd 96vddld 96vd4ld ¥€ddId 30U | 97ddId 30U | 9Zddld 10U
7SEEddIH 66GddIH 66GddIH 66GddIH [6T€ddIH L6TEddIH L6TEddIH 6/CCddIH 6/CCddIH 6/C¢ddIH
6TLEddIH 096€ddIH 096€ddIH 096€ddIH 6S0vddIH 6S0vddIH 8//ddIH 859¢ddIH 8S9¢ddIH T6V¢ddIH
655¢ddld ¥59¢ddld 6€0vddld SZLELE vveddid vveddid vveddid 698TddId 698Tddld 698Tddld
9¢8¢€ddI3 A AREIE] A AREIE] R IAREIE €79d4I3 €79d4I3 €87Td4I3 €8¢Td4I3 [87d413 £87dd13
L6TEddIH L6T€ddIH | PTddIH 30U | €TddIH 30U | $TddIH 30U | GEdJIH 30U | T¢ddIH 30U | 6EJHIH 30U | BEd4IH 30U | ¢EddIH 30U
698Tddld 698Tddld | GEdJId 30U | /7ddld 30U | GEdHId 30U | 88ddld 10U | $9dd1d 30U | 9€ddld 30U | BTddid 30U | ¢Gddl 10U
08€€ddI3 08€EdJIT | CEddIT 30U | €TddI3 10U | [€ddI3 30U | €Td4I3 30U | €9d413 30U | $TddI3 30U | €€4dI3 30U | 0E€44I3 30U
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/SIH/V 10U T /SA1/V 10U [ /dyl/v 10U [ 13N/V 10U 0 0 0 0 0 0
/SIH/V 10U | /dSV/V 10u | /SIH/V 10u | 13A/V 10U | 13N/V 10U 0 0 0 0 0
/dSV/V 30U | J4AL/V 10U | /SIH/V 10U | 13IN/V 30U | /dY¥1/V 30U | /SAT/V 30U | /dHl/V 30U | /HAL/V 10U 0 0
JYAL/Y 10U | NSV/V 10U | /9AL/V 30U | /ZAVA/V 30U | /SIH/V 30U | /HAL/V 30U | 13IN/V 30U | /SAT/V 10U | JdAL/V 30U | /SIH/V 30U
JYAL/V 10U | /dSV/V 10U | /SIH/V 30U | 13IN/V 10U | /SAT/V 30U | /dHl/V 30U | /SIH/V 30U | /HAL/V 10U | /dSV/V 10U | J9AL/V 30U
/€8E/dYL/V | /€8E/dYUL/V | /€8€/dYL/V | J09/N1D/V | /3TI/V 30U | /SAT/V 10U | /dSV/V 10u | 13IN/V 10U | I1JIN/V 10U | NSV/V 10U
13/V 10U | /¥0€/31N/V | /3Hd/V 10U | /dYl/V 10U | N1D/V 10U | /YAL/V 10U | /SA1/V 10U | /dSV/V 10U | JYAL/V 10U | 13IN/V 10U
0/ddI4 30U | $9d4l4 10U | €¢ddld 10U | GEJdId 30U | €¢ddid 3ou 0 0 0 0 0
CE€ddIH 10U | 8EddIH 30U | $E4dIH 30U | T8d4IH 30U 0 0 0 0 0 0
G/ddI3 30U | GTdd4I3 30U | GGdd4[3 10U | G¢ddIF 30U | GZddi3 3ou 0 0 0 0 0
0€ddl4 10U | €€dd14 10U | TTddId 30U | T/ddid 30U | 9Tddid 30U | ¢cddld 30U | T€ddld 30U | €€d4[d 10U | G/dd[d 10U | €E€4dId 10U
TTddId 30U | ¢6ddl4 10U | €/ddld 30U | 9TddId 30U | 9Td4Id 30U | 0€ddld 30U | ¢Sddld 30U | 9Tddid 30U | pEd4Id IoU 0
TE€d4Id 30U | ¢6ddl4 10U | €¢ddld 30U | 6TddId 30U | 09ddid 30U | ycddld 10U 0 0 0 0
CCd4IH 10U | 68ddIH 30U | €¢ddIH 30U | 8¢ddIH 10U | ¥TddIH 30U | #¢ddIH 30U | $TddIH 30U 0 0 0
9¢ddI3 30U | /Td413 30U | €E€d41T 30U | 6¢ddI3 10U | 0EddIT 30U | 9Zd413 30U | GZddIF 30U | 68ddIF 30U | 0rddI3 3ou 0
v€ddIH 30U 0 0 0 0 0 0 0 0 0
€Tdd13 30U | 9/ddI3 10U | €Td4IT 30U | €9d413 30U | 6TddI3 30U | /¢ddIT 30U | GGdd[3 30U | 9ZddI3 30U | /Td4I3 30U | /Zdd13 30U
GTddI3 30U | $TddI3 30U | 9€ddI3 10U | ¥E€JHIT 30U | /Td4I3 30U | €TddI3 30U | GGddI3 30U | 6¢ddiT 3ou 0 0
6T6€ddI3 | GTddI3 10U | /6ddIT 30U | /Td4I3 30U | 6Td4I3 30U | 6Ed4IT 30U | €EJdIT 30U | CEd4IT 30U | €EdJIT 10U | 6¢ddIT I0U
788¢ddIH T6v¢ddIH T6VCddIH | 68d4IH 10U | €¢ddIH 30U | 9€ddIH 30U | OTddIH 30U | $TddIH 30U | TZddIH 30U | 9%d4IH 1ou
Otddld 10U | GEJdId 30U | $9ddId 30U | €€d4id 30U | GEd4Id 30U | GTddl4 30U | /Tdd4l4 10U | QTddl4 30U 0 0
GCCEddIH GCCEddIH GCCEddIH T¢6TddIH TC6Td4dIH | ¥TddIH 30U | ¢¢ddIH 30U | ¥¢ddIH 30U | 8ZddIH 30U | y6ddIH 30U
T6VCddIH 7S9ddIH | OvddIH 10U | 68d4IH 30U | 69d4IH 30U | 8¢ddIH 30U | 9€ddIH 10U | 9%ddIH 30U | 6EdJIH 30U | 88ddIH 10U
[Tdd1d 30U | TTd4ld 10U | 9Tddld 10U | €/ddId 30U | OEddid 30U | 6Td4ld 10U | GEJJId 30U | QEddId 30U | BTddid 30U | Tcddld 10U
6¢0€d4I3 6¢0€dd13 6¢0€dd13 T8ETddIT | GEddI3 10U | T¢ddI3 30U | 9€d413 30U | €Td4I3 10U | €TddI3 30U | €€44I3 30U
CEddIH 30U | T8ddIH 30U 0 0 0 0 0 0 0 0
¥Tddld 30U | $Gd4l4 00U | /¥vTddd [Y¥Tddld | [€d414 10U | GEJdId 30U | 8¢ddid 30U | GEdHId 30U | €¢ddl4 30U | 88ddI4 30U
9¢dd13 30U | G¢ddI3 10U 0 0 0 0 0 0 0 0
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0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
/dSV/V 10U | /YAL/V 10U | /SAT/V 10U | /SIH/V 10U 0
/SAT/V 1ou | /dSV/V 10U | /AVA/V 10U | /SIH/V 1ou 0
/SIH/V 10u | /SA1/v 10U 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
C1ddI3 30U | 6TddI3 10U | 0C¢ddI3 I0U | ¢EddI3 Iou 0
0 0 0 0 0
€Td413 jou 0 0 0 0
6€dd4IH 10U | €TddIH 10U | ¢¢ddIH 1ou 0 0
0 0 0 0 0
S8ddIH 10U | /GddIH 10U | 8Tdd4IH 10U | T¢ddIH 10U | 6TddIH 3ou
L6ddIH 10U | Zedd4IH 1ou 0 0 0
0 0 0 0 0
C1ddI3 30U | 6¢ddI3 10U | 8TddI3 10U | G¢ddI3 Iou 0
0 0 0 0 0
TE€ddId 10U | TEddl4 30U | €TddId 0U | T¢ddl4 ou 0
0 0 0 0 0
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APENDICE B Il - MODELOS GERADOS PELO DBCICA PARA O RECEPTOR

KAPPA

INI €G¢SL°0 | 909¢ddI13 | S05¢ddIT | S0S9¢ddIT | T8€EEdHdIT | T8EEdAIT | OVETdAIT | OVETdAIT | OVETCAIT
INI ¢164L0 | S6S€ddIH | §6S€ddIH | S6S€ddIH | YV TddIH | Y TddIH | PY¥TddIH | €68CddIH | €68Cd4dIH
INI €98¢°0 | /80¢/3N/V | /YTT/3Hd/V | /YTT/3IHA/V | /YTT/3IHA/V | /TTE/HAL/Y | [TTE/HAL/Y | /T6T/SIH/V | /T6T/SIH/VY
INI 60LEE0 | /OTT/SAD/V | /OTT/SAD/V | /CTE/HAL/Y | /802/3TI/V | /80¢/3I/V | /80¢/3NI/V | /60€/N3A1/V | /vCT/ddL/V
INI TC6EE0 | /L8T/dYL/V | /OTE/AL/V | /T6T/SIH/Y | /T6T/SIH/Y | /CTE/HAL/Y | /OTT/SAD/V | /OTT/SAD/V | /OTT/SAD/VY
INI v8EVE'0 | /€6C/IHA/V | /€6C/IHA/V | /€6C/IHA/V | /OTE/HAL/VY | /OTE/YAL/Y | /OTE/HAL/Y | /80T/311/V | /80T/31N/V
INI LT6LE0 | /LTT/SM/V | /LTZ/SAT/V | /80T/311/V | /802/3T1/V | /80C/3TI/V | /OTZ/SAD/V | /OTT/SAD/V | /OTT/SAD/VY
ddIH | 90T6€0 | £62/N1D/V | /80¢/311/V | /80¢/3T1/V | /OTZ/SAD/V | /OTZ/SAD/V | /OTZ/SAD/V | Tv1/13N/V | /8ET/dSV/V
ddld | ¥29zs0 | /80¢/311/V | /80¢/3T1/V | /80¢/3NI/V | /OTZ/SAD/Y | /OTT/SAD/Y | JOTT/SAD/V | /TTE/HAL/V | /8ET/dSV/V
ddld | 8T1T9°0 | €68¢CddIH | €68CddIH | €68CddIH | 69€ddIH | 69€ddIH | 69€ddIH | LVVCddIH | LvvTddIH
ddld | £08€9°0 [ 6€TddId|6€TddId|€6/Ldd14|189¢ddId|T89¢ddId | 1859¢ddId|¢SLddIld|C96¢Cddld
ddliH | 65€99°0 | 6€Tdd14 | 6€T1dd1d|Lc6cddId | Lc6cddId|Lc6cddld | 0L9ddId|LL0vddId | LL0VddIA
ddld | €9859°0 | 6€Tdd1d |[6€TddId|{6€Tdd1d|/LC6CddId | LC6Cdd1d|LC6CddId | CL9ddId|CL9ddIA
ddld | 621990 | €68CddIH | €68CddIH | 0S¥ C¢ddIH | 0S¥ CddIH | 0S¥CddIH | 88LddIH | €E97€ddIH | €9¥VEddIH
ddIH | £87¥99°0 | ¥€T1¢Cdd413 | ¥€ETCdHI1T | VETCAIIT | SCTEMIIT | STEMIIT | SCELAIT|TCSddI1T|CCGddI]T
ddl3 | €€£89°0 | S09¢dd13 | €£9¢d4I13 | O0VETddIT | O0VETAAIT | cv6€EddIT | CV6€EdTIT [ T6vTddIT | T6V1ddIT
ddIH | 9€889°0 | €68¢ddIH | €68¢ddIH | 0V/Z€ddIH | €E9TddIH | €9TddIH | LZ8EddIH | L¢8€EdJIH | LZBEdAIH
ddIH | v#169°0 | S0S¢d4d13 | S0SCd413 | €£49Cd413 | €£9Cd413 | 9C¢6Tdd13 | 22Sd413|{0TSd4d13|0L¥Vdd13
ddld | ¥s¥69°0 | STTTd4IH | STTTddIH | LZ8€EddIH | STLd4dIH | SCLddIH | 9SSTddIH | TE9Td4dIH | C€E9TddIH
ddIH | 909690 | Ov/Z€ddIH | OV LEdJIH | OVLEddIH | S89TddIH | S89TddIH | €CSEddIH | €ETSEdHIH | 0907 d4dIH
ddld | 9€£469°0 | S0S¢d413 | S09¢dd13 | S09¢ddI13 | 18€€ddI13 | T8€€EdIT | T18EEJHIT | 8L8€dJIT | ¢OCEddIT
ddld | 1v£69°0 | 6£L€ddIH | 64/.€ddIH | 0CCEddIH | 0CCEddIH | 0CCEdAIH | 699€ddIH | 699€ddIH | 699€ddIH
ddld | 8T4T40 | 6€Tdd1d|[6€ETdd1d | 6€TddI1d|[{CS8d414d|8LTTddId | 8LTTddId|60T€EddId | 60TELIS
ddld | 8€LTL0 | €6Ld4d1d4 | 09vCddId | 09vcddId | 09VCcddId | Lc6CddId | L8T€ddId|£99d4d14|£99d4d14
ddl3 | s£¢eL'0 | 09v¢ddIld | 09%¢ddId | v0/LCdd1d | ¥0L2ddId | ¥60€dd1d | ¥60€ddId | ¥60E€ddId | L99d4d14
ddIH | 79S€40 | S0SCdd413 | S0SCd413 | S0S¢dd13 | €£9Cd413 | €49Cd413 | TCSd413|LL0Cdd13|LL0Cd4I3
ddld | €9¢S£°0 | S0SC¢d413 | S0S¢dd13 | S09¢ddI13 | T8€€dJIT | T8€EMIITI | OVETAHIT |O0VETAIIT | OVETCAIT
ddl13 | 216440 | S6S€ddIH | S6SE€ddIH | S6SEdHIH | vv¥TddIH | ¥v¥TddIH | ¥ P TddIH | €68CddIH | €68CddIH

Pl1odM
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SS0TddI3 | SS0Td413 | 0€E0€dJIT | 0€EOEAAIT | 0E0€dHIT | ¥9LCddI1T | ¥9LCd4I1T | 0SLTddIT | LTELAIT|LTELdTIT
LTB8EdIIH | LC8E€EdAIH | LTB8EdJIH | TEddIH 10U | 6EddIH 10U | TTd4IH 10U | 6/ddIH 10U | f¢ddIH 10U | LZddIH 10U | T¢ddIH 1ou
/80¢/311/vV | /80¢/311/V | /80T/311/V | /OTZ/SAD/V | /OTZ/SAD/V | /OTC/SAD/V | /6€T/HAL/Y | /6ET/4AL/NY | /8TT/AVA/Y | /8TT/IVA/VY
[YTT/dYL/N | /LTT/SAT/VY | /L2T/SAT/Y | TvT/1IN/VY | TvT/LIN/V | /SAD/V 10U | /SIH/V 10U | N1D/V 10U [ /371/V 10U | /HAL/V 10U
/60€/N3N/V | TPT/LIW/V | /8ET/ASV/V | /8ET/dSY/V | /8ET/dSY/V | /80¢/3TI/V | /4AL/V 10U | /371/V 10U [ /ATID/V 10U [ /37I/V 10U
/80¢/311/V | /OTT/SAD/V | JOTT/SAD/V | /OTC/SAD/V | /8ET/ASY/V | /8ET/dSV/V | /ETE/HAL/Y | /ETE/YAL/V | /dSV/V 10U | JdAL/V 10U
/8ET/dSV/V | /8ET/dSV/V | TTT/4HL/V | /SAT/V 10U | /HAL/V 10U | /43S/V 10U | /A1D/V 10U | /371/V 10U | /371/V 10U | /HAL/V 10U
[8ET/dSY/V | /8ET/dSV/V | /¥TT/ddL/V | /vTT/d¥L/V | /vT1/dYuL/V | /¥TT/dYL/V | /¥TT/dYL/V | /vCT/ddL/v | /062/311/V | /062/311/V
/8ET/dSV/V | /SIH/V 10U | /IVA/V 10U | /43S/V 10U | /SAD/V 10U [ /37I/V 10U | /SAT/V 10U | /dy1/V 10U | NTD/V 10U [ /dY¥Ll/V 10U
LYY CddIH | LZ8EdAIH | LCB8EdIIH | LT8EdAIH | 9V6TddIH | 9v6TddIH | 9V6Tdd4dIH | TEddIH 30U | OTddIH 10u | 8¢ddIH 3jou
0L0VddIld | €LTCddId | €LTCddId | €LTCdd1d | 0¢ddld 10U | [CddId 30U | €EdJId 10U | GC¢ddId 10U | T8dI4 30U | TTddld 1ou
LL0Vdd1d4 | TOSEdHId | TOSEddId | TTddId 30U | 6¢ddld 10U | €6ddId 10U | TTddId 10U | €EddId 10U | ¥TddId 30U | BTddld 1ou
S/8€ddId | 9L8E€EddI4d | S9LTddId | 0Td414|0TddI1d|ETddId I0U | G¢ddId 30U | /Zddld I0U | CTddI4 30U | 8¢ddld ou
€E9VEAdIH | OV ddIH|OVdd1H|89TCddIH | 89TCd4IH | TEddIH 30U | T6ddIH 10U | T6ddIH 30U | 9TddIH 10U | €Ed4IH 3Iou
¢CSdd13 | 9VTTd4d13 | 9VTTddI3 |9VTTddI13 | €EV6CddIT | Ev6CddIq | ¥9LCd41T | 6L9d413 | L6ddIF 30U | T¢ddIT 1ou
S¢dd13 10U | 8¢ddl3 10U | §8dd4I13 10U | /6ddI3 I0U | T¢dd4I3 30U | ¢8ddI3 10U | ¥¢dd4I3 10U | 0¢ddld 10U | BEJIF 30U | BECHIT 10U
SGSTddIH | SSSTd4dIH | SSSTddIH [ ¥ 9d4dIH|V9ddIH|V9ddIH|S6vcddIH | S6¥CddIH | TEddIH 10U | BTdd4IH 310U
0L¥Vdd413|0LVdd13|C09TddI3 | c09Tdd13 | ¢LO0VddIT | SLO0Cdd13 | SCd41T 30U | T¢ddId I0U | 9€EddIT 30U | Z6ddI13 Iou
CE9TddIH | 6SLTddIH | 6SLTddIH | L8Td4dIH | L8TddIH | €68CddIH | €68Cdd4dIH | 06ddIH 10U | TTddIH 10U | €Edd4IH 30U
090%ddIH | ¢¢¢ddIH | ¢CCddIH | LS€ddIH | LS€ddIH | 86T€ddIH | 86T¢d4dIH | 86T€ddIH | 7?9 dd4d1H|0S¥VcddIH
c0ceddl3d | 8L/Ld413 | 8LLd413 | 8LLd413|09LTdd13 | 0SLTdd13 | G¢ddIT 00U | TEA4IT I0U | [¢ddIF 30U | 96ddIF 30U
906dd4IH | 906ddIH | 0C6ddIH | 0¢6ddIH | LTTTddIH | LTTTd4dIH | LTTTddIH | C€9TddIH | CE9TdHIH | C€E9TA4IH
LLO0VddId | LLOVddId | SLTEADId | SLTEdAId | SLTECTId | TCTCdd14 |0V d4d14d| TTddld 30U | 9€ddI4 30U | €Td4ld Iou
LLTCdd1d | LLCCddId | S9LTddId | S9LTdd14d|6C0€ddId | 6C0€ddId | 6C0€ELdId | T6CCddId | T6CCddId | €6ddId ou
£99dd414|£99d4d14|6€0¢ddId | 6CVddld|6CVddId|0VCEddId | O0VCcELdId | S9LTdd1d | 699€dHdId | 659€Ed4IA
£LL0Cdd13 | 0E€ETEdHIT |0€ETEMTIT | S6Vdd13I | S6PVdd13 | 8LCTdd13 | 8L¢Td4I13 | 8L¢TddI3 | T6vTdd13 |6SLTddIT
SS0TddI3 | SS0Td413 | 0€E0€EdHIT | 0E0EdAIT | 0€E0E€dHIT | ¥9L¢ddI13 | ¥9LCdH1T | 0GLTddIT | LTE€LAIT|LTELdTIT
LCBEdIIH | LC8E€EdAIH | LTBEdIIH | TEddIH 30U | 6EddIH 10U | TTdd4IH 30U | 6/ddIH 10U | f7¢ddIH 30U | LZddIH 10U | T¢ddIH 10U
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G¢ddI3 10U | 9Td4dI3 10U | £ZddI3 10U | GZddI3 10U | STd413 10U | Odd413 10U | ¢EM4IT 10U | G¢dd4I3 10U | TTd4I3 10U | ¢TddI3 1ou
CCddIH 10U | 8¢dd4IH 30U | €Td4IH 30U 0 0 0 0 0 0 0
/Y4AL/V 10U | N19/V 10U | NTO/V 10U [ /371/V 10U | /371/V 10U [ /d¥1l/V 10U | /d¥l/V 10U | /IHd/V I0U | /43S/V 10U | /SAD/V 10U
/SAT/V 10U | N1D/V 10U [ /YAL/V 10U | /d¥1/V 10U | 1JIN/V 10U 0 0 0 0 0
/dd1/V 10U | J4AL/V 10U | N1D/V 10U | NTD/V 10U | /dd1/V 10U | /SIH/V 10U 0 0 0 0
/SIH/V 10U | /d¥1/V 10U | /YAL/V 10U | NTD/V 10U | /37I/V 10U | /YAL/V 10U | /d¥1/V 10U | /Y3S/V 10U 0 0
/SIH/V 30U [ N19/V 310U | /3Hd/V 3ou 0 0 0 0 0 0 0
[6ET/YAL/NY | /TTE/HAL/Y | J9AL/V 10U | JYAL/V 10U [ N1D/V 10U [ /371/V 10U | 1JIN/V 10U | NTO/V 10U | /SAD/V 10U | /43S/V 10U
NT19/v 1o0u 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8EddIH 10U | ¢¢ddIH 10U | T¢dd4IH 10U | LTdd4IH 10U | GEd4IH 10U | GEd4IH 310U | 9¢d4IH 3ou 0 0 0
8¢ddld 10U | ¢iddld 30U | TTddId 10U | ¥Tdd4I4 30U 0 0 0 0 0 0
¢lddld 10U | ¢EddI4 ou | [Tddld 1ou 0 0 0 0 0 0 0
{Pddld4 10U | 9€ddI4 30U | 9¢ddI4 30U | GTddI4 310U | €¢ddId 1ou 0 0 0 0 0
7€d4dIH 30U | /[€ddIH 10U | €E4dIH 10U | 6TddIH 10U | 9¢dd4IH ou 0 0 0 0 0
6TddI3 10U | /E€ddI3 30U | ¥9ddI3 10U | OPddI3 30U | S¢dd13 10U | 8TddI3 30U | 8/d4ITF 10U | T¢ddl3 1ou 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CTddIH 10U | 9€dd4IH 30U | 8TddIH 10U | CEdHIH 30U | CEddIH 10U | LTdd4IH 30U | GE4dIH 10U | TEJ4IH 30U 0 0
¥€d413 10U | TZdd413 10U | TTddI3 30U | 9Td4I13 30U | 99dd|3 30U | 664413 30U 0 0 0 0
8EddIH 10U | 9EddIH 30U | CEd4IH 30U | OCddIH 30U | 6¢ddIH 30U | OEddIH 10U | yEJLIH 30U 0 0 0
0S¥V CddIH | TEddIH 10U | 6EddIH 10U | 6/ddIH 10U | /9ddIH 10U | OEddIH 30U | ¥¢ddIH 10U | TEdJIH 30U | 6CddIH 10U | /¢ddIH 10U
6TddI3 10U | Ed4I3 30U | 9¢ddI3 10U | 7/d4I3 10U | 6EdHIT 10U | OTddI3 310U 0 0 0 0
6S.TddIH | 6SLTddIH | 97V6TddIH | 9v6TddIH | ¥ 9d 41 H | STddIH 30U | GZ¢ddIH 10U | #¢ddIH 30U | T9ddIH 10U | €Td4IH 310U
0¢ddId 1ou | €¢ddI14 30U | /ZddId Iou | 8Tdd4I4 30U | 9¢ddId Iou | /ZddI4 30U | 8Tdd|d iou 0 0 0
S/ddld 10U | /ZddId4 I0U | €C¢ddld 10U | §EddId I0U | GCddId 30U | GTddId I0U | TTdd4l4 30U | OTddld Iou | LEdHI4 Iou 0
S09TddI1d | SZddI4 10U | OTddld 10U | LTddId4 10U | 0¢ddld 10U | €¢ddId 10U | L¢ddld 10U | 8¢ddld 10U | TTddIl4 30U | #EC4dld 1ou
LTE€d413 | LTEdHIT | LTEdA13T | S¢ddIT 10U | 9Tdd4I3 10U | ¢G9ddI3 10U | 9€dHIT 10U | 9¢ddIq 10U | €TddI3 30U | ¢EdHIT 1ou
S¢dd13 10U | 9Td4dI3 10U | £¢dd413 10U | G¢ddI3 10U | STdd4I13 10U | OFddI3 10U | CEdHIT 10U | G¢ddld 10U | T1dd4I3 30U | ¢Tdd13 1ou
CCddIH 10U | 8¢dd4IH 10U | €Td4IH 30U 0 0 0 0 0 0 0
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0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
/TVA/V 10U | /SAD/V 10U 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
TE€ddIH 30U 0 0 0 0
0 0 0 0 0
6¢ddIH 30U | ZTd4IH 30U | €Td4IH 30U | 6¢ddIH 30U | TEJdIH 30U
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
L€d414 10U 0 0 0 0
£6d413 30U | €413 30U | 9Td4[3 30U 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
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