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Revisiting the Message-Address Concept in Medicinal Chemistry

Abstract: The message-address concept was postulated in the 70’s and since then it
has been applied in understanding the selectivity of compounds in receptor subtypes,
such as opioid receptors. Even with this application, the interpretation of the concept
can be applied to other systems. The aim of this work is to revisit this concept and
demonstrate its application in adenosinergic system.
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Muscarinic receptors.

Resumo

O conceito mensagem-endereco foi postulado na década de 70 e desde entdo vem
sendo aplicado no entendimento da seletividade de compostos em subtipos de
receptores, sendo o principal exemplo os receptores opioides. A interpretacao deste
conceito também pode ser aplicada em outros sistemas. O presente trabalho tem
como objetivo revisitar este conceito e demonstrar sua aplicagdo no sistema
adenosinérgico.
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1. O Conceito Mensagem-Enderego

Na década de 70, Robert Schwyzer, ao
estudar as caracteristicas essenciais para
atividade do hormoénio adrenocorticotréfico
(ACTH), postulou que a estrutura deste
peptideo hormonal poderia ser subdividida
em dois dominios. O dominio “mensagem”
seria responsavel pelo desencadeamento da
resposta bioldgica (neste caso, a atividade
corticotrépica) e o dominio “endereco”
possuiria os requisitos para interacdao com o
receptor relacionado, porém sem ser capaz
de desencadear a resposta bioldgica.

Ressalta-se que a época ndo existia
nenhuma elucidagdo estrutural do horménio
ACTH e nem do receptor com o qual
interagia. Sendo assim, foi ao se sintetizar
partes da sequéncia de aminodcidos do ACTH
e avaliar a contribuicdo de cada sequéncia
para a atividade corticotrépica que o
conceito “mensagem-endere¢o” comegou a
ser estabelecido (Tabela 1).”

Dez anos mais tarde, Philip Portoghese
aplicou magistralmente este conceito no
desenvolvimento de antagonistas seletivos
de receptores opioides (RO), como discutido
aseguir.3
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Tabela 1. Exemplos de sequéncia do ACTH sintetizados e suas respectivas atividades

corticotrépicas. Adaptado de Schwyzer, R. 1977°

Sequéncia Atividade
ACTH Corticotropica
(%)
(1-39) 100 SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYPNGAEDESAEAFPLEF
(1-24) 50 SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYP
(1-23) 45 SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVY
(1-20) 40 SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKYV
(1-19) 20 SYSMEHFRWGKPVGKKRRP
(1-19)GIn 10 SYSMQHFRWGKPVGKKRRP
(1-18) 5 SYSMEHFRWGKPVGKKRR
(1-17) 2 SYSMEHFRWGKPVGKKR
(1-16) <107 SYSMEHFRWGKPVGKK

As letras representam a sequéncia de aminodacidos: S,serina; Y,tirosina; M,metionina;
E,acido gulamico; H,histidina; F,fenilalanina; R,arginina; W, triptofano; G,glicina; Klisina;
V,valina; P,prolina; N, asparagina; Q/GlIn,glutamina.

2. Aplicagdes do Conceito

2.1. O Sistema Opioide como Ponto de
Partida

Os RO fazem parte da grande familia de
receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
conhecidos também como receptores
metabotrdpicos. Por serem GPCRs, os RO
apresentam-se como um feixe de sete a-
hélices transmembranares, conectadas por
trés algas extracelulares (regido N-terminal) e
trés algas intracelulares (regido C-terminal) e

gue se heterodimerizam com uma proteina G
na parte citoplasmatica (Figura 1), regulando
a ligagdo a guanidina trifosfato (GTP) e
levando a sinalizacdo para outras proteinas
efetoras como a adenilato ciclase, a
fosfolipase C e os canais ibnicos de calcio e
potassio.*’

Os RO sdo divididos em trés subtipos, 9, u
e possuindo papel importante no sistema
nervoso central, principalmente na regulagao
da nocicepgdo.® Estes receptores reconhecem
molecularmente peptideos endégenos como
as endorfinas, destacando-se as encefalinas
(1-2) e o alcaloide natural morfina (3).
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Figura 1. Esquema ilustrativo de um receptor acoplado a proteina G

O conceito mensagem-endereco pode ser
muito bem aplicado a este sistema quando se
relaciona as estruturas de antagonistas
derivados da morfina possuindo seletividade
para cada subtipo. Os antagonistas opioides
possuem em sua estrutura uma subunidade
tiramina, estruturalmente relacionada ao

NH>

NH O

o “HA
HN
HO Subunidade _BZO

tiramina
O. HN
. 0O
HO R

Met-encefalina R = Metionina (1)
Leu-encefalina R =Leucina(2)

aminodcido tirosina presente nos ligantes
enddgenos (Figura 2). Desta maneira, esta
subunidade, presente nos ligantes endégenos
e também nos alcaloides naturais derivados
do 6pio, é responsavel pelo reconhecimento
molecular dos receptores opioides."

Subunidade
tiramina

Ho O

Morfina

(3)

Figura 2. Estruturas das encefalinas e relagdo com o alcaloide morfina

A subunidade tiramina é considerada a
mensagem e esta presente, por exemplo, nos
antagonistas opioides naltrexona (4) (ndo
seletivo), naltrindol (5) (seletivo ), 5-
guanidinilnatrildol (6) (seletivo k) e [-
funaltrexamina (seletivo u) (7). A seletividade

desses compostos é conferida pela
substituicdo no anel C do nucleo morfina
(Figura 3). A naltrexona, por ndo ter
nenhuma modificagdo neste anel, age como
um antagonista ndo seletivo.®’
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Figura 3. Exemplo do conceito mensagem-endereco aplicado aos antagonistas opioides

Um exemplo bem sucedido da aplicacado
do conceito mensagem-endere¢o s3o 0s
antagonistas seletivos para o subtipo L como
os derivados de naltrexamina N-substituidos
NAP (8) e NAQ (9) (Figura 4). Estes
compostos foram desenvolvidos a partir de
estudos de modelagem molecular utilizando
modelos por homologia do receptor,

Subunidade //4
tiramina N

AnelC O
NAP (8)

Subunidade
tiramina

associados a estudos de mutagénese de
aminodcidos do sitio ativo do subtipo ElRlcom
intuito de validar as evidéncias in silico. Mais
uma vez, percebe-se a conservacdo do
grupamento tiramina do nudcleo morfina e
modificagdes no anel C para obtengdo da
seletividade.?

NAQ(9)

Figura 4. O conceito mensagem-endereco aplicado no desenvolvimento de antagonistas dos
receptores opioides do subtipo &

Até o ano de 2012, nenhuma estrutura
cristalografica dos receptores opioides havia
sido publicada e a aplicagdo do conceito
mensagem-endereco para o sistema opioide,
apesar de lograr resultados positivos, era
ainda especulativa. Alguns estudos utilizavam

modelos comparativos dos RO e estudos de
ancoramento molecular para aplicar o
conceito.’

Foi somente com a recente elucidagdo
estrutural dos trés subtipos deste receptor
que finalmente pode-se explicar
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estruturalmente a seletividade de ligantes
opioides e validar o modelo mensagem-
endereco para este sistema, criado por Philip
Portoguese na década de 80.

A partir da sobreposicdo das estruturas
dos subtipos 3, u e k (Figura 5) é possivel
observar que a regido mais externa, préxima
as alcas extracelulares é menos conservada,
ou seja, possui maior diversidade de
aminoacidos entre os subtipos. A regido mais

Subunidade //4
tiramina

/ ‘
N
H

Naltrindol (5)
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interna é mais conservada, ou seja, ha menor
diversidade de aminoacidos entre os
subtipos. E exatamente nesta regido onde o
nucleo fendlico, presente em todos os
ligantes opioides cocristalizados se encontra
(5, 7, 10).6'10’11 Desta maneira, relaciona-se
entdo a regido extracelular, ndo conservada,
ao “endereco” e, consequentemente, a
seletividade para cada subtipo.

N Subunidade /

tiramina

502

N

Q_ CHs
o
o HN~<_>~
0

B-funaltrexamina (7)

seletivo & seletivo p
CH,4
H;C
(@)
-
Subunidade $ NH N
tiramina NH
HsC
OH
HO IDTic (10)
seletivo x

Figura 5. (A) Sobreposicdo das estruturas cristalograficas dos subtipos J, | e Kk, regides ndo
conservadas (verde azul e magenta respectivamente) e conservadas (em cinza); (B)
Posicionamento dos anéis fendlicos dos ligantes co-cristalizados (5), (7) e (8) na regido

conservada (em cinza)®'%"!
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2.2. Estendendo o conceito para outros
GPCRs

Como os receptores opioides fazem parte
da familia de GPCRs, propds-se que outros
sistemas da mesma familia poderiam ter
aplicado o conceito mensagem-endereco,
como no caso dos receptores muscarinicos,
que possuem uma topologia semelhante.®
Nos receptores opioides, as regides de
mensagem e endereco estdo relacionadas
com o sitio ortostérico (sitio de ligacdo da

HO
® 7>

3-quinuclidinil benzilato (11)

\s 0
Tiotropium (12)

Va

substancia enddgena). No entanto, nos
receptores muscarinicos a regido de
endereco estaria relacionada ao sitio
alostérico (sitio de regulagdo por outras
substancias que ndo a enddgena), e que
possui  menor conservagdo entre 0s

aminoacidos dos subtipos. A figura 6 mostra
a representacdo dos sitios ortostérico e
alostérico dos receptores muscarinicos M2 e
M3 cocristalizados com ligantes que ndo
apresentam seletividade para somente um
subtipo (11-12)."**

Figura 6. Sobreposicdo dos receptores muscarinicos M2 (PDB 3UON) e M3 (PDB 4DAJ)
cocristalizados com ligantes que interagem na regido ortostérica (11) e (12) respectivamente.

A regido em amarelo representa o sitio ortostérico e a regidao em laranja o sitio alostérico

Desta maneira, a aplicagdo deste conceito
no desenvolvimento de novos compostos
bioativos no caso dos receptores
muscarinicos se torna menos trivial na
tentativa de planejar subunidades de
“mensagem” e “endere¢o” representativas
em uma Unica molécula.

Apesar desta dificuldade, vale ressaltar
que o préprio ligante enddgeno dos
receptores muscarinicos, a acetilcolina (13),
também é o ligante enddgeno dos receptores
nicotinicos (receptores ionotrépicos). Nesse
exemplo, pode-se atribuir que o “enderego”

12,13

do ligante esta relacionado a uma mudanga
conformacional do mesmo. A conformagdo
antiperiplanar, relacionada a maxima
distancia entre os grupos amonio quartenario
e acetato (distdncia de 3,74 A), estd
relacionada com a afinidade pelos receptores
muscarinicos. A conformacdo sinclinal, que
aproxima os grupos (distancia de 3,31 A) estd
relacionada com a afinidade da acetilcolina
(13) pelos receptores nicotinicos (Figura 7)™
caracterizando esta molécula como um
ligante  enddégeno com  propriedades

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No.2| |594-608|
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Figura 7. A molécula acetilcolina (13) e suas variagGes conformacionais que deslocam a sua
afinidade entre receptores muscarinicos e nicotinicos™

3. Mensagem-Endere¢o no Sistema
Adenosinérgico

Os receptores de adenosina também sdo
receptores metabotrdpicos, divididos em
quatro subtipos conhecidos, denominados
Ay, Asp, A e A;, com distribuigdes tissulares e
perfis farmacoldgicos distintos."® Devido ao
seu amplo perfil de distribuicdo, os
receptores de adenosina vém sendo
considerados alvos terapéuticos atraentes
para o tratamento de diversas doengas
cardiovasculares, respiratorias, renais,

NH,
| A\
N

)
HO

.

HO  OH
Adenosina (14)

enddcrinas, inflamatorias e do sistema
nervoso, estimulando neste contexto o
desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos que atuem através da sua
modulac¢do como agonistas ou
antagonistas.””  Os protdtipos classicos
utilizados como agonistas e antagonistas dos
receptores de adenosina sdo,
respectivamente, o agonista enddgeno
adenosina (14) e as alquilxantinas, como a
cafeina (15) (Figura 8)."**° Assim como a
adenosina (14), a cafeina (15) também ndo
apresenta seletividade pelos receptores
adenosinérgicos.”

O ,CH3
H3C\N N
J | )
0" "N N
CH,

Cafeina (15)

Figura 8. Estruturas do agonista enddgeno adenosina (14) e do antagonista natural (15) dos
receptores de adenosina

E bastante conhecido na literatura que
determinados padrdes de substituicao destes

ligantes classicos, principalmente no nucleo
adenosina  (16-19)”, podem  conferir
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seletividade pelos diferentes subtipos de
receptores. Apesar de existirem antagonistas
seletivos dos receptores de adenosina (e.g.
subtipo A;), os antagonistas desses
receptores possuem uma maior diversidade
estrutural (20-23) (Figura 9).'%%

Apds a elucidagdo da  estrutura
cristalografica do receptor de adenosina do
subtipo A,, cocristalizado tanto com a
adenosina (14) (PDB 3EML)* quanto com a
cafeina (15) (PDB 2YDO)*, foi possivel
entender melhor a razdes moleculares da
acao agonista e antagonista nesses
receptores.

A partir da analise comparativa do padrao
de reconhecimento molecular de antagonista
versus agonista com o receptor A,, foi
possivel reconhecer as interagdes com
residuos de aminodcidos que sdao apontados

como responsaveis pelas mudancas

AGONISTAS SELETIVOS
”>£b
HN NH,
N7 N NN
N | N> O Ne AN v

HsC~NH  \=
o

o HO °
HO  OH HO  OH
S(-)-ENBA (16) Regadenoson (17)

seletivo subtipo A, seletivo subtipo A,

ANTAGONISTAS SELETIVOS

o
HSC\/\N

DPCPX (20)
seletivo subtipo A; CH,

[0}

|
N
H

H3c\/\N)tN o)
) g
BAVEWs i

PSB-603 (22)

seletivo subtipo A

Vo

conformacionais que ativam este receptor
(Figura 10)>*,

As principais interagdes que diferem entre
0 agonista natural adenosina (14) e a cafeina
(15) sdo interagdes por ligacdo de hidrogénio
com os residuos de aminodacidos Ser277 e
His278, que ficam mais préximos a regido das
alcas intracelulares, e que possuem
participacao direta na ativacdo do receptor.24
Estes aminodcidos realizam interacdao com a
subunidade ribose da adenosina.

Observam-se também interacbes por
ligacdo de hidrogénio em comum com o
residuo Asn253 e interagdes  por
empilhamento m com o residuo Phel6s,
proximos a regido central do receptor,
caracterizando  estes  residuos como
importantes para afinidade de agonistas e

antagonistas (Figura 10).>*

Cl

H — Cl

H,N  ©OH
(18)
seletivo subtipo A,g (19)
seletivo subtipo A;

g X
0.
L —=<J " NN O
o G A0
H

ZM241385 (21)
seletivo subtipo A,,

a
L_cH,

KF26777 (23)
seletivo subtipo A;

Q,

Figura 9. Exemplos de agonistas e antagonistas seletivos para os subtipos A;, A, Ays € Az dos
receptores de adenosina (16-23)*
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Figura 10. Sobreposi¢do entre as estruturas dos receptores de adenosina A,, cocristalizado a
cafeina (laranja) (PDB 2YDO) e adenosina (roxo) (PDB 3EML)***

Até o momento ha somente estruturas
cristalograficas do receptor de adenosina do
subtipo A, e com intuito de contribuir para o
entendimento da seletividade de compostos
agonistas e antagonistas dos receptores de
adenosina, o grupo de modelagem molecular
do LASSBio criou modelos tridimensionais de
todos os subtipos dos receptores de
adenosina e estudou através de ancoramento
molecular as interacdes destes compostos.”

Em um primeiro momento, o objetivo
era criar modelos tridimensionais por
modelagem comparativa utilizando como
molde as estruturas cristalograficas do
receptor A, cocristalizadas com um agonista
e um antagonista. Desta forma seria possivel

verificar se a mudan¢a conformacional da
estrutura cristalografica induzida por um
agonista ou antagonista seria transferida
para os modelos e se estes se tornariam
capazes de discernir entre agonistas e
antagonistas, dependendo do molde utilizado
para sua construgao.

Durante o estudo que foi
desenvolvido, observou-se que a regiao do
sitio de interagcdo da subunidade ribose faz
parte da regido transmembranar proxima as
alcas intracelulares dos receptores, enquanto
a regido de interacdo do nucleo adenina faz
parte da regido transmembranar central
(Figura 11).

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No.2| |594-608|



Tesch, R. et al.

Va

Figura 11. Estrutura dos modelos dos receptores de adenosina criados. Em magenta a
regido menos conservada (extracelular), em azul a regido transmembranar e em amarelo a
regido mais conservada (intracelular) do sitio ativo no qual a subunidade ribose da adenosina

(14) (roxo) interage

Foi observado que tanto agonistas como
antagonistas interagem na regiao
transmembranar central, enquanto somente
os agonistas realizam intera¢bes por ligagdo
de hidrogénio na regido préxima as algas
intracelulares do biorreceptor. Na regido
proxima as algas extracelulares, tanto os
agonistas quanto os antagonistas realizam
interacbes, porém com residuos de
aminoacidos que sdo menos conservados
entre os subtipos de receptores de adenosina
(Figura 12).”

Com essas observagdes, pode-se inferir
que a seletividade dos compostos em cada
subtipo esta relacionada com esta regido.
Isso porque nela ha maiores variagbes dos
residuos de aminoacidos que participam do
reconhecimento molecular de cada subtipo.
Por outro lado, a regido mais conservada nos

subtipos de receptores de adenosina,
proxima as algas intracelulares, mostra-se
importante para o direcionamento do tipo de
atividade, agonista ou antagonista dos
compostos.”

Assim, a partir do conhecimento das
interagdes dos agonistas e antagonistas dos
receptores de adenosina, pode-se aplicar
diretamente a relacdo de mensagem-
endereco para este sistema (Figura 13).

A parte estrutural dos compostos que
interagem na regido proxima as algas
extracelulares do receptor de adenosina leva
o endereco, ou seja, de acordo com as
interagdes com os residuos de aminodcidos,
ndo conservados, haverd um subtipo de
receptor pelo qual esse ligante sera seletivo.
Isso é mostrado pelas substitui¢cdes do nucleo
adenina da molécula de adenosina.”

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No. 2| |594-608]|
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Figura 12. Perfil do carater hidrofilico/hidrofébico dos aminoacidos nos sitios de cada
subtipo de receptor de adenosina. A cor azul representa aminodacidos de carater hidrofilico e a
cor amarela representa os aminodacidos de carater hidrofébico®

Os resultados sugerem que a parte
estrutural dos compostos que interage na
regido proxima as algas intracelulares,
representada, principalmente, pelas
interagdes por ligagdo de hidrogénio que a
subunidade ribose realiza, é responsavel pela
mensagem de agonismo. No caso do sistema

adenosinérgico, o antagonismo é refletido
pela auséncia da mensagem de agonismo, ja
gue os ligantes ndo tem a capacidade de
ativar o receptor através das interagbes
especificas com os aminodcidos da regido
intracelular.”
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Figura 13. Conceito mensagem-endereco aplicada aos receptores de adenosina

4. Consideragoes Finais

Ha mais de 30 anos o conceito mensagem-
endereco foi postulado e ainda se pode
observar sua aplicacgdo nos dias de hoje.
Apesar de sua contribuigdo no entendimento
e desenvolvimento de ligantes seletivos para
os receptores opioides, outras tentativas
foram realizadas para aplicar o conceito no
desenvolvimento de novos ligantes seletivos
de outros GPCRs. No entanto, apesar da
topologia da familia de GPCRs ser bastante
similar, nem sempre é possivel aplicar o
conceito para todos os tipos de receptores
dessa classe.

Um dos receptores em que o conceito
pode ser usado sdo os receptores de
adenosina, principalmente porque, assim
como acontece com os receptores opioides, o
sitio ortostérico dos quatro subtipos é muito
bem subdividido em regides conservadas e
ndo conservadas. Cabe destacar que a
mensagem agonista da molécula de
adenosina também ¢é conferida por uma
caracteristica  conformacional que a
subunidade ribose adota e que permite a
interacdo dos grupamentos hidroxila com os
residuos de aminoacidos chaves para

ativagdo do receptor. Desta maneira, mesmo
conhecendo regides de mensagem e
endereco dos subtipos de receptores de
adenosina, a aplicacdo do conceito
mensagem-enderec¢o no desenvolvimento de
compostos agonistas destes receptores ainda
representa um desafio.
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