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RESUMO

O Receptor Canabinoide 1 (CB1) é uma proteina de membrana prevalente
no Sistema Nervoso Central (SNC), e teve sua estrutura cristalogréfica foi
recentemente resolvida e disponibilizada. Mais estudos sdo necessarios na
investigagdo da estrutura tridimensional dos complexos de CB1 com seus
ligantes, para auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos. Nosso objetivo
aqui foi realizar simulacdes computacionais do CB1, focando nas suas
interacbes com ligantes potenciais. Nés comecamos com uma revisdo de
literatura e entdo descrevemos o0s estudos recentes sobre a estrutura
cristalografica do CB1. NOs reportamos o desenvolvimento de um novo protocolo
de docking molecular para investigar ligantes em potencial contra o CB1. Nés
usamos a informacgéo estrutural para descrever as interagdes intermoleculares
de complexos CB1l-ligantes. Nés também descrevemos a metodologia de
docking molecular para simular as interacdes do CB1 com agonistas inversos, e
também com agonistas. A analise da estrutura cristalografica e os resultados de
docking molecular revelaram os residuos responsaveis pela especificidade dos
agonistas inversos e3 dos agonistas pelo CB1l. A maioria das interacdes
intermoleculares envolve residuos hidrofébicos, e algumas ligacbes de
hidrogénio intermoleculares destacando a importancia da exploracdo das
interacdes intermoleculares no desenvolvimento de novos agonistas inversos.

Palavras Chave: Receptor canabinoide, desenho de farmacos, docking,
agonista inverso, proteina de membrana, GPCR.
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ABSTRACT

Cannabinoid Receptor 1 (CB1) is a membrane protein prevalent in the
Central Nervous System (SNC), whose crystallographic structure has recently
been solved. Studies will be needed to investigate CB1 complexes with its ligands
and its role in the development of new drugs. Our goal here was to carry out
computational simulations of CB1, with focus on its interations with potential
ligands. We start with a literature review, and then we describe recent studies on
CB1 crystallographic structure. We report the development of a docking protocol
to investigate potential ligands against CB1. We use this structural information to
depict CB1-ligand interactions. We also describe the molecular docking method
to obtain complex structures of CB1 with inverse agonists, and also with agonists.
Analisis of the crystallographic structure and docking results revealed the
residues responsible for the specificity of the inverse agonists and agonists for
CB1. Most of the intermolecular interactions involve hydrophobic residues, and
some intermolecular hydrogen bonds highlighting the importance of the
exploration of intermolecular interactions in the development of novel inverse
agonists.

Keywords: Cannabinoid receptor, drug design, docking, inverse agonist,
membrane protein, GPCR.
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1. INTRODUCAO

O Sistema Endocanabinoide (SEC) € estudado ha relativamente pouco
tempo. Compreende os Receptores Canabinoides (RCs), que sdo o Receptor
Canabinoide 1 (CB1), prevalente no Sistema Nervoso Central (SNC), e o
Receptor Canabinoide 2 (CB2), presente nas células imunes, 0s seus agonistas
enddgenos, ou endocanabinoides (ECs), suas enzimas sintetizadoras, e suas
enzimas degradantes (ZOU; KUMAR, 2018). Estando representado
majoritariamente no SNC, a importancia do CB1, nos processos fisioldgicos e
patologias neuroldgicas, € evidente.

Recentemente, apareceu com destague na imprensa, um caso de
Insensibilidade Congénita a Dor (ICD) que vem a ser o primeiro relacionado ao
SEC. Nos casos de ICD, o genoma costuma ser estudado, na esperanca de se
encontrar novos alvos terapéuticos para o tratamento da dor cronica. Os casos
mais comuns desta patologia envolvem mutacdo génica em SCN9A, causando
alteracdo nos canais neuronais de sédio nos nociceptores (GOLDBERG, et al.,
2007; LAMPERT, et al., 2010; NAHORSKI; CHEN; WOODS, 2015; ZHANG, et
al., 2016). J& se sabia que polimorfismos comuns em uma enzima
metabolizadora dos ECs, a Amida Hidrolase de Acidos Graxos (FAAH),
causavam diminuicdo na necessidade de analgésicos apds cirurgias (CAJANUS,
et al.,2016). Porém, esse novo caso de ICD (HABIB, et al., 2019), se tornou o
primeiro a apresentar mutacdes envolvendo somente o SEC. A paciente descrita
relatava ter apresentado, durante a vida, varios cortes e lesbes que nao
causavam dor e que cicatrizavam muito rapido. Além disso, ela ndo necessitava
de analgesia pGs-operatéria. Também nunca apresentou episodios de ansiedade
ou panico, mesmo em situacdes estressantes, nem episodios de depressdo, mas
apresentava alguma dificuldade de memdria. A analise do seu genoma mostrou
uma alteracao relacionada a expressao diminuida da enzima que degrada o EC
anandamida (N-araquidonoiletanolamina, AEA), tendo como consequéncia que
0s niveis séricos de AEA estavam muito elevados em relacdo aos niveis dos
pacientes controles. Os pesquisadores concluiram que a ativacdo aumentada do
CB1 por maiores quantidades de AEA seria a responsavel pelo fenétipo de
auséncia de dor e ansiedade e diminuicdo da memoria, efeitos também relatados
na pesquisa e no uso recreacional de derivados canabinoides. Ha um interesse
no desenvolvimento de inibidores de FAAH, porém, ao serem levados a ensaios
clinicos, tiveram a pesquisa suspensa devido ao aparecimento, nos voluntarios,
de sintomas neuroldgicos de moderados a graves, inclusive levando um deles a
morte (KERBRAT, et al., 2016).

Por outro lado, aumentaram os relatos de primeiro episodio de psicose em
jovens, relacionado ao uso da planta Cannabis sativa. Recentemente, um estudo
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associou 0 maior aparecimento de crises de psicose a utilizacdo de plantas
Cannabis sativa com maior concentracdo de Tetrahidrocanabinol (THC). Uma
concentracdo mais baixa de analogos de THC é usada clinicamente para
tratamento de anorexia no cancer (BADOWSKI; YANFUL, 2018). Nesta nova
pesquisa (DI FORTI, et al., 2019), que associou o primeiro episédio de psicose
com a concentracdo de THC presente na planta e frequéncia de uso, observou-
se que o primeiro episddio de psicose estava associado com uso diario e
concentracbes de THC maiores que 10%. Estes pacientes tinham até cinco
vezes maior probabilidade de apresentar psicose do que n&o usuarios. Os
pesquisadores concluiram que o uso de Cannabis sativa com concentracdes
maiores de THC é mais prejudicial a saide mental do que o uso das variedades
com concentracao de THC menor.

Seja pela antiguidade do uso medicinal da planta Cannabis sativa, sejam
pelos seus efeitos recreacionais, o interesse pelos efeitos terapéuticos € uma
preocupacdo comum. Nos casos descritos anteriormente, tanto se vé no SEC
um alvo potencial para a producéo de analgesia, bem como o potencial de abuso
da planta causando doencas neuroldgicas graves em pessoas jovens. Sabe-se
gue existem polimorfismos que tornam o0s pacientes mais resistentes ao
tratamento da dor com opioide, tendo analgesia inadequada, (LOKE, et al.,
2019), e necessitando maiores doses desses farmacos, correndo o risco de
Obitos por depressao respiratéria. Os farmacos relacionados ao SEC néo
causam depressao respiratoria porque atuam por mecanismos diferentes dos
opioides. Além do potencial de dano, os opioides sdo 0s responsaveis por
epidemia de abuso nos Estados Unidos e por um grande numero de oébitos
(SHIPTON, E. A.; SHIPTON, E. E.; SHIPTON, A. J., 2018). Esse é um dos
motivos que incentiva a busca por novas modalidades de analgésicos.

Também o entendimento da importancia do SEC como modulador da
transmissao sinptica neuronal aponta um papel no tratamento de doencas
neurodegenerativas, existindo pesquisa em relacao ao papel do SEC na Doenca
de Alzheimer e na Doenca de Parkinson (BASAVARAJAPPA, et al.,, 2017).
Muitos mecanismos estdo associados com o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, entre eles, a excitotoxicidade e a neuroinflamacao, que séo
comuns no SNC do idoso. As propriedades neuroprotetoras dos ECs em relacéo
a esses mecanismos fazem deles substancias ideais na pesquisa para
tratamento de doengas neurodegenerativas (AYMERICH, 2018).

1.1. A Filogenia do Receptor Canabinoide 1
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O CB1 é filogeneticamente antigo, sendo que genes homologos de CB1
sdo encontrados em outros animais (ELPHICK, 2012). O SEC é conservado
entre os animais, tanto nos vertebrados quanto nos invertebrados, porém, nao
foi encontrado nos protozoarios e insetos (MCPARTLAND, et al.,, 2001), e
também ndo foi encontrado em plantas, fungos, protozoarios, arqueas e
bactérias. Ortdlogos de CB1l sdo expressos em mamiferos, aves, répteis,
anfibios e peixes (MCPARTLAND, 2004), e foram aparecendo conforme a
complexidade dos animais multicelulares aumentava, coincidindo com o
desenvolvimento do sistema nervoso (SILVER, 2019), tendo sido encontrados
na Hidra, um dos primeiros animais a apresentar um sistema nervoso. Neste
animal, o SEC estd relacionado com o controle da alimentagdo (DE
PETROCELLIS, 1999). A evolugcdo do SEC esta relacionada a comunicacao
entre células (MCPARTLAND, et al., 2006).

O CBL1 pode ter sofrido duplicacéo, dando origem a CB1 e CB2. O evento
de duplicacdo deve ter acontecido antes da divergéncia entre vertebrados e
invertebrados, porque o gene do CB1 tém ortélogos em ambos. Como o CB1
esta presente em vertebrados e em metazoarios muito primitivos, seu gene CB1
deve ter evoluido antes da divergéncia dos ancestrais desses organismos, 0 que
aconteceu no minimo ha 600 milhdes de anos (MCPARTLAND, 2004).

Os ligantes da Cannabis sativa causam interagdes moleculares em CB1
similares as causadas pelos ECs endogenos (DI MARZO; PISCITELLI, 2015).

1.2. GPCRs

O CBL1 faz parte do grupo de proteinas chamado Receptores Acoplados
a Proteina G (GPCR), sendo composto por 472 aminoacidos. Os GPCR foram
identificados em 1986. Ha mais de 800 membros desta familia de proteinas no
genoma humano, o que a torna a maior superfamilia de receptores de membrana
celular e também a maior familia de proteinas em vertebrados (KOBILKA, 2007,
DIXON, 1986), muito conservada e filogeneticamente antiga, estando presente
em varias classes de organismos. O CB1 esta expresso em varios tecidos,
principalmente no SNC, tendo relevancia em varios aspectos do seu
funcionamento, e a alteracéo da sua funcéo pode fazer parte da patogénese de
varias doencas neurodegenerativas (HUANG; TODD; THATHIAH, 2017).
Atualmente, se desenvolvem farmacos que visam os GPCR no SNC (WACKER,;
STEVENS; ROTH, 2017).

Os GPCRs sdo moléculas transmembranares (Figura 1) que respondem
a varias categorias diferentes de ligantes, tais como peptideos, ions, hormonios,
fazendo transducé@o do sinal para o interior da célula (ZHANG; ZHAO; WU,
2015). Na parte intracelular acontece a continuacdo da mensagem atraves da
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interacdo com Proteinas G e arrestinas (HAUSER, et al., 2018). Apés o ligante
interagir com o GPCR, ocorre o inicio de processo de ativacdo que depende de
mudancas da sua estrutura tridimensional (EICHEL; VON ZASTROW, 2018).

Extracellular’

N-lermlnus'\ EC1

QOO

S$S $SS
\\\\\\

\\\\\

\\\\\\

\\\\\

X A\)uf‘
C-terminus' H8 IC 1
Intracellular

Figura 1. Estrutura esquematica de GPCR na membrana celular.

Fonte - MOBAREC, J.; FILIZOLA, M. Advances in the Development and
Application of Computational Methodologies for Structural Modeling of G-Protein
Coupled Receptors. Expert Opinion on Drug Discovery, v. 3, n. 3, p. 343-355,
2008.

Ha vérias classificacdes dos GPCRs. Uma delas, bastante utilizada, € a
de Fredriksson (FREDRIKSSON, et al., 2003), que classificou os GPCR de
acordo com o sistema GRAFS, Glutamato, Rodopsina, Adesao, Frisado e
Secretina. De um total de aproximadamente 800 GPCRs no genoma humano,
cerca de 700 séo classificadas como pertencentes ao grupo Rodopsina. Este
grupo é subdividido em alfa, beta, gama e delta. Os RCs pertencem ao grupo
alfa. Este grupo € subdividido em cinco outros grupos: os Receptores de
Prostaglandina, os Receptores Aminérgicos, os Receptores de Opsina, 0S
Receptores de Melatonina, e o grupo de Receptores MECA, que compreendem
os Receptores de Melacortina, os GPCR de Diferenciacdo Endotelial, os
Receptores Canabinoides, e os Receptores ligados a Adenosina. Também séo
incluidos neste grupo os receptores 6rfaos GPR3, GPR6 e GPR12.

1.3. Estrutura do Receptor Canabinoide 1

Os GPCRs apresentam sete hélices alfa hidrofobicas, as quais se
localizam empacotadas atravessando a membrana celular, formando um circulo
(Figuras 1 e 2). H4 uma oitava hélice alfa, que se encontra intracelularmente,
perpendicular as outras sete. Unindo esses hélices, existem trés alcas
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extracelulares e trés algas intracelulares. No meio extracelular se encontra o
terminal amina, que é o inicio da proteina, e no lado intracelular, h4 o terminal
carboxila (OLIVELLA; CALTABIANO; CORDOMI, 2013). Na estrutura do CB1,
as hélices transmembranares variam em comprimento de 25 a 35 residuos e ndo
se alinham perfeitamente perpendiculares & membrana.
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Figura 2. Estrutura do CB1.

Fonte - Fletcher-Jones, A. et al. Protein Interactors and Trafficking Pathways That
Regulate the Cannabinoid Type 1 Receptor (CB1R). Frontiers in Molecular
Neuroscience, 13, 2020. doi:10.3389/fnmol.2020.00108.

O bolsédo de ligacdo se localiza em ambiente hidrofébico entre estas
hélices. A analise da estrutura do CB1 indica que o feixe de hélices
transmembranares envolve as seguintes regides- a hélice | vai da Pro 112 até a
His 143, a hélice Il, da Ser 152 até a Val 179, a hélice lll, da Arg 186 até a Arg
220, a hélice 1V, da Arg 230 até a Gly 254, a hélice V, da Lys 273 até a His 304,
a hélice VI, do Asp 333 até a lle 362, e a hélice VII, da Lys 373 até a Arg 400. H&
uma hélice anfipatica adicional localizada no terminal carboxilico, envolvendo os
residuos de Lys 402 até a Met 411, nomeada de hélice VIII. Essas hélices
apresentam uma montagem na qual existem variacbes em seus angulos e
torgOes. A estrutura do CB1 mostra dobraduras na hélice IV (em Pro 231 e Pro
251) e na hélice VII (em Pro 358), que sdo devidas a presenca de residuos de
prolina (HUA, et al., 2016). Além disso, a hélice Ill se dobra num par de residuos
de glicina, que sdao Gly 194 e Gly 195, permitindo que o0 oxigénio da cadeia
principal de Thr 197 faca uma ligagdo de hidrogénio importante com a cadeia
lateral do residuo de Thr 201.
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Em resumo, as dobraduras observadas no feixe de hélices
transmembranares ajudam no empacotamento das hélices para mais perto uma
da outra, fazendo, com isso, um bolséo de ligacédo que apresenta um volume de
424,3 A3, Uma rede complexa de ligacdes de hidrogénio mediadas por moléculas
de agua liga as hélices na estrutura basica da Rodopsina (rho). A analise das
ligacdes de hidrogénio mediadas por agua entre as hélices revela uma ligacéo
de hidrogénio entre Arg 214 e Gly 334, e uma ligacédo de hidrogénio envolvendo
Tyr 224 e Asp 213 (HUA, et al., 2016).

O encaixe de um ligante no bolsédo de ligacdo do receptor da inicio a
mudancas conformacionais que podem iniciar as vias de sinalizacdo. Apesar da
grande diversidade de estruturas quimicas dos ligantes que ativam os GPCR, 0s
mecanismos de ativagdo molecular dos GPCR sdo muito semelhantes, devido
ao fato que varios aminoacidos sdo conservados nessa classe de receptores
(KATRITCH, 2014). Esses residuos conservados atuam como comutadores que,
guando ativados pelo ligante, levam a mudancas na conformacéao tridimensional
do receptor. S&0 0s seguintes:

Hélice 1 - NxLV
Hélice 2 - LAXAD
Hélice 3 - D/IERY
Hélice 6 - FxxCWxP
Hélice 7 - NSxxNPxxY

Os estudos que evidenciaram a importancia deste conjunto de residuos
na ativagdo dos GPCR usaram muta¢Bes dos aminoacidos em questao (AL-
ZOUBI; MORALES; REGGIO, 2019).

1.4. Distribuicdo do Receptor Canabinoide 1

7

O CB1 se localiza primariamente no SNC, aonde € o GPCR mais
prevalente. No cérebro, se encontra em maior quantidade no hipocampo, no
bulbo olfatério, no cerebelo, e nos ganglios basais. Também é encontrado no
tronco cerebral, hipotalamo, cortex cerebral e amigdala. Na medula espinhal se
encontra no corno posterior. No Sistema Nervoso Periférico (SNP) esta expresso
em areas relacionadas a dor, como terminais sensitivos e ganglio da raiz dorsal.
No hipotalamo, esta envolvido com o controle da temperatura e no balango de
energia. No cerebelo e ganglios basais, esta associado ao controle do
movimento. A pequena expressao do CB1 no tronco espinhal explica o porqué
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do CB1 néo estar associado a depressao respiratéria, como ocorre no caso dos
opioides (MACKIE, 2005).

1.4.1. Localizacdo do CB1 nos Neurdnios

O CBL1 se localiza na sinapse, no neurénio pré-sinaptico, de onde faz o
controle da liberacdo de neurotransmissores retrogradamente. Quanto aos tipos
diferentes de neurénios, o CB1 é encontrado, principalmente, nos neurdnios
GABAérgicos e glutamatérgicos, e também nos neurbnios colinérgicos,
dopaminérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos (BUSQUETS-GARCIA, et
al., 2016).

Os neurdnios GABAérgicos sdo os interneurdnios responsaveis pelos
estimulos inibitérios do cérebro, podendo chegar até 20% da populacdo de
neurénios. Sao de diversos subtipos, que vao prover inibicdo para estimulos e
comportamentos dos mais variados tipos, regulando o excesso de atividade
excitatéria no cérebro, desta forma, diminuindo lesGes por excitotoxicidade. Os
ECs modulam os sinais inibitorios (SWANSON; MAFFEI, 2019).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do cérebro. Os
ECs, nos neurdnios glutamatérgicos, provém neuroprotecdo, pois regulam a
liberacdo da quantidade de glutamato que vai estar disponivel para a ativacao
do Receptor Metabotropico de Glutamato (RmGIu) e a ativacdo deste pode
regular a sintese de ECs (OLMO; FERREIRA-VIEIRA; RIBEIRO, 2016).

Os neurdnios dopaminérgicos se localizam em uma pequena area do
tronco cerebral, de onde mandam conexBes amplas para varias areas do
cérebro, e controlam comportamento complexos, tais como motivagéo e controle
motor, estando envolvidos em patologias como Doenca de Parkinson e adi¢cao a
drogas. Os ECs modulam a sua influéncia (COVEY, et al., 2017).

Os neurdnios colinérgicos estdo envolvidos no controle do aprendizado
associativo e do comportamento social. Também recebem modulagéo dos ECs
(NYIRI, et al., 2005; AHMED; KNOWLES; DEHORTER, 2019).

Os neurdnios noradrenérgicos estdo localizados no locus ceruleus e
mandam projecdes para o cértex, para o cerebelo e para a amigdala, aonde
estdo associados com respostas de stress tipo “luta e fuga” e memdérias de medo
(RHO; KIM; LEE, 2018). Os ECs modulam o eixo do stress (WYROFSKY, et al.,
2019).

Apesar de estarem presentes no cérebro em menores quantidades, os
neurbnios serotoninérgicos sdo 0S que se encontram mais amplamente
distribuidos, e envolvidos em vérias funcbes, como ansiedade, aprendizado,
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agressao e recompensa (REN, et al., 2019). Os ECs regulam funcdes também
moduladas pelo sistema serotoninérgico, tais como temperatura, processos
emaocionais, stress e sono (HAJ-DAHMANE; SHEN, 2011).

1.4.2. Localizacdo do CB1 em Células Nao Neuronais ou Organelas
Intracelulares

No cérebro, CB1 foi encontrado em microglia e astrocitos. Além de sua
localizacdo mais conhecida na membrana plasmatica, CB1 também se localiza
na membrana da mitocéndria e dos lisossomas. A internalizacdo de CB1 em
endossomas € uma forma de término da sinalizacdo mediada por arrestinas
(BRAILOIU, et al., 2011). Nas mitocondrias, o CB1 esta relacionado com a
respiracao celular e, nos lisossomas, participa do aumento de calcio intracelular
apos a ativacao (BENARD, et al., 2012).

1.4.3. Localizagao do CB1 no Corpo

Encontramos o CB1 também no tecido adiposo, no trato gastrointestinal,
figado, testiculos, osso, pele, musculo e vasos sanguineos (BUSQUETS-
GARCIA, et al., 2016) (Figura 3).

Figura 3.
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Fonte - ZOU, S.; KUMAR, U. Cannabinoid Receptors and the Endocannabinoid
System: Signaling and Function in the Central Nervous System. International
Journal of Molecular Sciences, v.19, n. 3, p. 833, 2018.

1.5. Ligantes Canabinoides
1.5.1. Fitocanabinoides

Existem textos de 5000 anos relatando o uso da planta Cannabis sativa
como medicamento ou droga de abuso. Desde entéo, cerca de 500 compostos
foram identificados na planta, sendo que 105 classificados como
fitocanabinoides, incluindo compostos como canabidiol, canabigerol, canabinol
e canabidivarin, acido A9-tetrahidrocanabinolico e &cido cannabididlico. Os
efeitos psicotropicos sdo causados pela molécula do THC. A avaliagédo
farmacoldgica destas substancias ainda esta no inicio (PERTWEE, 2006).

O primeiro fitocanabinoide a ser isolado foi canabinol, no final do século
19, e o segundo foi o canabidiol (CBD), nos anos 40, no laboratério de Adams,
enquanto THC foi extraido pela primeira vez em 1942, por Wollner, Matchett,
Levine e Loewe. Tanto THC como CBD estédo presentes na Cannabis sativa,
principalmente como &cidos que sdo descarboxilados com o aquecimento. As
estruturas estereoquimicas do CBD e THC foram elucidadas no laboratério de
Raphael Mechoulam em 1963, no caso do CBD e em 1964, para THC. Foi neste
mesmo laboratério, em 1965, que THC e CBD foram sintetizados pela primeira
vez (PERTWEE, 2006).

Experimentos farmacoldgicos com fitocanabinoides foram inicialmente
realizados em 1940 e 1950s, quando se percebeu que THC, mas ndo CBD,
induzia catalepsia, excitacdo central e arreflexia corneal (LOEWE, 1946). Estas
foram as primeiras indicacfes de que THC tem atividade psicotrépica, e que CBD
ndo apresenta esta atividade. Nos anos de 1960 e 1970, a pesquisa se
multiplicou, em resposta ao aumento do uso da Cannabis sativa como droga
recreacional nos paises ocidentais. Os experimentos se concentravam na
hipétese de que os efeitos psicotropicos da Cannabis sativa eram atribuiveis ao
THC e a sua habilidade de melhorar o humor ou causar disforia, além de
precipitar sintomas como ansiedade, panico ou paranoia (PERTWEE, 2006).

1.5.2. Ligantes Canabinoides Endbégenos

Os ECs séo classificados em ésteres e amidas. O primeiro EC a ser
identificado foi AEA em 1992, e € um agonista parcial tanto do receptor CB1
quanto do CB2. Um segundo EC, 2-araquidonoilglicerol (2-AG), que é um
agonista parcial do CB1, foi identificado logo apds, e os dois tém afinidade menor

ao CB1 do que aos ligantes sintéticos (HOURANI; ALEXANDER, 2018). Foram
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descobertos outros compostos presentes em tecidos de mamiferos e que
apresentam atividade junto ao CB1, mas ha pouca pesquisa em relacao a estas
moléculas. Os mais conhecidos séo o éter glicerol 2-araquidonoil, ou noladina, a
dopamina N-araquidonoil (NADA), e a etanolamina o-araquidonoil, também
denominada virodamina. (PERTWEE, 2015; DE PETROCELLIS; DI MARZO,
2009).

O grupo que descobriu AEA e 2-AG, no ano 2000, isolou uma nova
molécula EC no cérebro de alguns mamiferos, a qual recebeu o nome de
noladina, que mostrou ser agonista do CB1 e provocar efeitos comportamentais
no teste tétrade, causando hipotermia, imobilidade, catalepsia e analgesia em
ratos, e tendo pequeno efeito em CB2 (HANUS, et al., 2001). Mais tarde se
evidenciou seu efeito na promocao de hiperfagia em ratos, a semelhanca de
outros agonistas CB1 (JONES; KIRKHAM, 2012).

A Dopamina N-araquidonoil (NADA) € uma substancia enddgena
semelhante a capsaicina e foi encontrada em SNC de mamiferos, principalmente
no estriado, cerebelo e hipocampo; € um agonista CB1, inibe a enzima FAAH, e
também tem efeito semelhante ao da capsaicina nos receptores vaniloides
(BISOGNO, et al., 2000; HUANG, et al., 2002).

A Virodamina foi encontrada no cérebro de ratos e humanos em
quantidade semelhante a AEA. Tem atividade antagonista em CB1 e agonista
em CB2 (PORTER, et al., 2002), recruta beta-arrestina 2, e age como agonista
parcial em GPR55 (SHARIR, et al., 2012). Também inibe a enzima Monoamina
Oxidase B, podendo ter papel no tratamento de doencas neuroldgicas (PANDEY,
et al., 2018).

1.5.3. Canabinoides Sintéticos

Os farmacos sintéticos canabinoides se originam de grupos quimicos
muito diferentes. Eles sdo os aminoalquilindois, ou compostos JWH, sintetizados
pelo grupo de pesquisa de John W. Huffman. Este grupo sintetizou mais de 450
canabinoides, dos quais o mais conhecido e estudado € JWH-018, a partir do
WIN-55212-2, na Universidade Clemson, nos anos 1980. Este projeto foi
abandonado por Sterling-Winthrop, ao se descobrir os efeitos canabinoides; os
compostos CP, que sdo uma série de ciclohexifendis sintetizados pela Pfizer nos
anos 1970s, sendo o composto mais conhecido CP-47497 e sua versao CP-
47497-C8; os compostos HU, como o HU-210, sintetizados nos anos 1960s na
Hebrew University, por Raphael Mechoulan, que possuem estrutura semelhante
ao THC e, por isso, sdo também chamados de “classicos” ou dibenzopiranos; e
0s compostos benzoilindoles, tais como AM-694, sintetizados pelo laboratério de
Alexandros Makriyannis na Northeastern University. Todos estes compostos tém
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afinidade com os receptores CB1 e CB2, sao soluveis em lipidios e ndo-polares,
e tém de 22 a 26 atomos de carbono (FATTORE; FRATTA, 2011). A maioria é
usada em pesquisa.

O entusiasmo com a descoberta e a subsequente publicacdo dos passos
de sintetizacdo quimica dos novos canabinoides levou a fabricacédo e venda para
uso ilegal dessas substancias, uns 30 anos depois. Apesar da escolha do
mercado clandestino ser por substancias intoxicantes, mas com pouco potencial
danoso, estima-se que apenas 10% dos compostos sintetizados tenham sido
estudados, em experimentos farmacolégicos. A familia mais numerosa e pouco
estudada é a dos compostos JWH, com 450 representantes. Apesar de sua
estrutura quimica ser totalmente diferente da estrutura do THC, eles apresentam
uma afinidade maior em relacdo aos receptores CB1 e CB2 (FATTORE;
FRATTA, 2011). Por exemplo, o composto mais usado ilegalmente € o JWH-018,
que foi sintetizado na intencdo de que apresentasse efeitos semelhantes ao
THC. Estudos in vivo mostraram que JWH-018 produz analgesia, catalepsia,
hipomobilidade, e hipotermia, a tétrade de comportamentos que ocorre com a
administracdo de agonistas canabinoides. Comparado a THC, JWH-018 tem
quatro vezes maior afinidade a CB1 e 10 vezes maior afinidade a CB2 (WILEY;
MARUSICH; HUFFMAN, 2014).

Os primeiros agonistas exibiam pouca seletividade em relacdo aos
receptores CB1 e CB2. Recentemente, ja exitem agonistas com boa
seletividade, por exemplo, a metanandamida em relacédo ao CB1 e o JWH133
em relacdo ao CB2 (Figura 4). O papel dos CB1 ou dos CB2 pode ser
evidenciado pelo uso dos agonistas mais especificos. A metanandamida tem
ocupacao maior que 80% no CB1 a 100 nM, e menos de 10% ocupacgéao nos CB2
, mostrando a utilidade de alguns ligantes para ativacao seletiva dos CB1. Do
mesmo modo, em relagdo aos CB2, concentracdes de 100 nM do JWH133, do
JWHO015 ou do HU308 trazem ocupacéao substancial, maior que 80%, dos CB2
(HOURANI; ALEXANDER, 2018).

Nos anos 1990, antagonistas seletivos tanto para os CB1 quanto para os
CB2, foram desenvolvidos por Sanofi na Franca. O rimonabanto (SR141716A) e
0 SR144528 sdo antagonistas seletivos do CB1 e do CB2, respectivamente, e
também sdo chamados de agonistas inversos, por ter efeito contrario aos
agonistas (JANERO, et al., 2011) (Figura 5). Também s&o usados, em pesquisa,
0s antagonistas/agonistas inversos AM251 e AM630, para definir a seletividade
ao CB1 ou ao CB2, respectivamente. Os antagonistas classicos sao inertes, e
agem blogueando os efeitos dos agonistas, entdo, qualquer efeito dos
antagonistas é dependente dos efeitos dos agonistas. Em comparagédo, 0s
agonistas inversos sao efetivos na auséncia de agonistas, e agem estabilizando
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uma forma mais inerte do receptor do que a forma ativa que se observa presente
constitucionalmente (HOURANI; ALEXANDER, 2018).
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Figura 4. Seletividade dos agonistas canabinoides.

Fonte - HOURANI, W.; ALEXANDER, S. Cannabinoid ligands, receptors and
enzymes: Pharmacological tools and therapeutic potential. Brain and
Neuroscience Advances, v. 2, 2398212818783908, 2018.
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Figura 5. Seletividade dos antagonistas canabinoides.

Fonte - HOURANI, W.; ALEXANDER, S. Cannabinoid ligands, receptors and
enzymes:. Pharmacological tools and therapeutic potential. Brain and
Neuroscience Advances, v. 2, 2398212818783908, 2018.
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1.6. Sistema Endocanabinoide

O SEC é composto pelos ligantes ECs, pelas enzimas que o0s sintetizam
e que os degradam, pelos RCS, e pelos receptores o6rfaos com acgéo
canabinoide. Uma visdo geral do sistema esta na Figura 6. Os ECs sao
sintetizados por mais de uma via bioquimica, a partir de fosfolipideos abundantes
na membrana celular (SIMON; COTA, 2017). A partir da descoberta dos RCs,
postulou-se a existéncia de moléculas enddégenas que agissem sobre esses
receptores. As mais conhecidas sdo AEA, e 2AG.

A via mais estudada de 2-AG é aquela em que é sintetizado a partir de 2-
araquidonoilfosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, que é hidrolisado pela enzima
Fosfolipase C e é, entdo, deacilado pela enzima Diacilglicerol Lipase (DAGL) até
o0 composto 2-AG. A via degradativa mais comum de 2-AG é sua hidrolise até
acido araquidénico (AA) e glicerol, por 4 enzimas, sendo a enzima
Monoacilglicerol Lipase (MAGL) a responsavel pela maior parte da degradacao
(85%), e, em menor proporcdo, as enzimas ap hidrolase 6 (ABHDG6) (4%), af3
hidrolase 12 (ABHD12) (9%) e FAAH (2%) até glicerol e AA (TSUBOI, et al.,
2018). A via sintetizadora mais comum do AEA se d& pela acilacdo de
fosfatidiletanolamina, pela enzima N-aciltransferase, em N-
aracnodoilfosfatidiletanolamina (NAPE), que € hidrolisado pela enzima NAPE-
fosfolipase D (NAPE-PLD), até AEA. Na sua via degradativa, AEA € hidrolisado
pela enzima FAAH até AA e etanolamina (TSUBOI, et al., 2018).

Phosphatidylethanolamine Lipid precursors Phosphatidylinositol
Arachidonic acid Arachiidonicacid
N-acyltransferase Phospholipase C )
(NAT) (PLC) Phospholipase A1
N-arachidonoyl- 1.2 Diacvll | 2-arachidonoyl-
phosphatidylethanolamine 2 (lla;ngA\éc)ero lysophospholipid
(NAPE) / (lysoPI)
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Figura 6. Sintese, Hidrolise e Transformagao dos Endocanabinides.
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Fonte - SIMON, V.; COTA, D. Mechanisms in endocrinology: Endocannabinoids
and metaboLism: past, present and future. European Journal of
Endocrinology, v. 176, n. 6, R309—-R324, 2017.

1.6.1. Receptores Orféos

O GPR18 e 0 GPR55 respondem a substancias canabinoides. O GPR18
€ associado ao SEC, apesar de sua pequena identidade com os RCs (MCHUGH,
2012), tendo como agonistas THC, AEA e araquidonoilciclopropilamida, e sendo
expresso, preferencialmente, no hipotalamo, cerebelo, tronco cerebral, tireoide
e testiculos. Também estd presente na micréglia. O GPR55 é altamente
expresso no cérebro, tendo acdo na coordenac¢do do movimento, dor e gasto de
energia. O lisofosfatidilinositol € o provavel agonista endogeno do GPR55. Tem
pouca identidade com CB1 (13%) (MORALES; REGGIO, 2017).

Os receptores orfaos GPR3, GPR6 e GPR12 também pertencem a classe
A da familia dos GPCR, e sdo filogeneticamente proximos aos RCs,
apresentando com estes residuos e motivos conservados (FREDRIKSSON,
2005). Eles sédo expressos no cérebro e estdo envolvidos em varios processos
neurolégicos, como formacdo de contatos sinapticos. Sdo estudados nas
doencas degenerativas cerebrais. N&o foram encontrados os ligantes
enddgenos para estes receptores, mas sabe-se que o CBD € agonista inverso
de GPR3 e GPR6 (LAUN, et al., 2019). Outros receptores 6rfaos ou receptores
cujos ligantes foram recentemente descobertos, e 0s quais possuem ligantes
gue sao lipidicos, tais como GPR23, GPR35, GPR40, GPR41, GPR 43, GPR84,
GPR92, GPR119, GPR120, e devido a sua proximidade aos RCs em relacéo a
filogenia, tiveram, em algum momento, aberta a possibilidade de serem
possiveis RCs, mas, até hoje, tal associacdo ndo pode ser confirmada
(MORALES; REGGIO, 2017).

1.7. O Processo de Ativagcdo dos GPCR

O processo de ativacdo comeca com a entrada do ligante no bolsao de
ligacdo. Geralmente o ligante entra na proteina através da abertura do bolséo de
ligacdo localizada no meio extracelular. Nos GPCRs com ligantes lipidicos
hidrofébicos, como o CB1 (Figura 7), o terminal amina se enovela e obstrui a
entrada do ligante através do meio extracelular, e os ligantes lipidicos vao entrar
no bolsdo de ligac&o através de uma abertura entre as algcas transmembranares
1 e 7, através da membrana celular (JAKOWIECK]I, et al., 2020). Alguns ligantes
endogenos lipidicos, como a AEA, sao produzidos pela membrana e
metabolizados, quando n&o s&o mais necessarios, também por enzimas

31



presentes na membrana. Por esse motivo esses ligantes sinalizam rapidamente
(JAKOWIECKI; FILIPEK, 2016). Essa via de entrada é mais improvavel para
ligantes maiores e mais hidrofilicos, como alguns agonistas inversos, para 0s
quais ainda € possivel a entrada através da porcao extracelular entre as algcas
transmembranares 1 e 7.

Figura 7. CB1, em roxo o terminal amina obstruindo a entrada do CB1, em oval
pontilhado vermelho a entrada dos ligantes lipidicos entre as hélices
transmembranares 1 e 7.

Fonte - JAKOWIECKI, J. et al. The Hydrophobic Ligands Entry and Exit from the
GPCR Binding Site-SMD and SuMD Simulations. Molecules (Basel,
Switzerland), 25(8), 1930, 2020.

O processo de ativacdo € uma passagem do estado inativo para o ativo,
iniciado pela interagdo do ligante com o bols&o de ligacdo da proteina, aonde
acontecem mudancas nas interacdes entre as hélices transmembranares, que
se iniciam com a eliminacao entre 0os contatos entre as algas 3 e 6, formacéo de
contatos entre as algas 3 e 7 e um empacotamento das hélices 5 e 6, que vao
iniciar um movimento de abertura da parte citoplasmatica da hélice 6, e um
movimento da hélice 7 em direcdo a hélice 3 (VENKATAKRISHNAN, et al.,
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2016), criando um espaco aonde a Proteina G vai se acomodar (Figura 8) (ZHOU
et al., 2019).

Os estudos com mutacdo de amino&cidos mostram quais 0s segmentos
do GPCR sao importantes no processo de ativagcdo. As hélices
transmembranares hidrofébicas dos GPCRs sdo mantidas nas suas posi¢coes
atraves de ligagbes ndo covalentes. Um ligante que cause um disturbio nessas
ligacdes estaveis podera causar uma alteracao conformacional, podendo levar a
ativacdo do GPCR. Essas ligacdes estaveis que necessitam serem desfeitas
para levar a ativacdo do GPCR sdo chamadas de interruptores moleculares.
Cada GPCR possui um numero variado destes, que sao trechos conservados de
residuos de aminoacidos nessa classe de proteinas (DEUPI; KOBILKA, 2007).
Analisando 234 estruturas de GPCR, Zhou identificou uma via comum de
ativacdo dos GPCRs com varios residuos importantes, compreendendo 0s
residuos-chave CWxP, DRY, e NPxxY (Figura 8). Os residuos que conectam o
bolsdo de ligacdo com a regido de interacdo com a Proteina G séo altamente
conservados (ZHOU et al., 2019). A andlise da ativacdo dos GPCRs revelou que
a via de ativacdo se inicia no fundo do bolsdo de ligacdo e converge nas
proximidades do local de interacdo com a Proteina G (VENKATAKRISHNAN, et
al., 2016).

O mais conhecido passo da via de ativacdo € o movimento para fora, na
porcdo citoplasmatica, da hélice transmembranar 6. A ativacdo necessita de
reorganizagdo dos contatos entre os residuos. A via de ativacdo compreende
varios pares de residuos, com reconfiguracdo dos contatos entre eles apés a
ativacdo, conectando residuos conservados, porém espacialmente distantes,
desde a parte extracelular, aonde o ligante se localiza, até a parte intracelular
aonde a Proteina G se liga (Figura 9). H4 uma contracéo entre as hélices 3-5-6,
gue se reorganizam e iniciam a rotacao da porcao citoplasmatica da hélice 6 e
iniciam o movimento da hélice 7 em direcdo a 3. A trava hidrofébica se abre.
Essa trava contém os residuos aromaticos Leu 207, lle 348 e Leu 349, que vao
trocar suas interacdes por outras na hélice 5. Em seguida, o residuo Tyr 397
perde suas interacdes prévias nas hélices 1 e 8 e vai formar novas intera¢des na
hélice 3, afrouxando os contatos da hélice 3 com a 6, e aumentando os contatos
das hélices 3 e 7. No final da ativacdo, o residuo Arg 214, do motivo DRY, é
liberado de suas interacdes prévias e colabora na movimentacao externa da alca
na porc¢ao citoplasmatica, tornando o GPCR pronto para a ligagdo com a proteina
G (Figura 10) (ZHOU et al., 2019).
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Figura 8. O padréo de residuos conservados de CB1.

Fonte - Zhou, Q. et al. Common activation mechanism of class A GPCRs. el ife,
8, 50279, 2019.
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Fonte - ZHOU, Q. et al. Common activation mechanism of class A GPCRs. eLife,
8, 50279, 2019.

Ha quatro interruptores moleculares comuns na ativacdo dos GPCRs-
dois sdo relacionados a movimentacdo da cadeia lateral de residuos de
aminoéacidos- o interruptor do Trp 356, no motivo conservado CWxP na hélice
transmembranar 6, que € seguido por movimentos em aminoacidos vizinhos, e
o interruptor da Tyr 397, no motivo NPxxY na hélice transmembranar 7. Os outros
dois sao relacionados a quebras de interacbes que aproximam as hélices
transmembranares entre si, a trava idnica entre as hélices transmembranares 3
e 6, e a trava entre as hélices transmembranares 3 e 7 (FILIPEK, 2019).

Além dos quatro interruptores comumente presentes nos GPCRs, no CB1
h& um interruptor molecular extra, entre os residuos Phe 200 e Trp 356,
formando um interruptor duplo (Figura 11). As simulacdes usando dinamica
molecular mostram o movimento do interruptor medido em nanosegundos,
sugerindo que o CB1 pode ser ativado espontaneamente sem a presenca de
ligantes, talvez mostrando o mecanismo molecular da sua atividade constitutiva
(LATEK, et al., 2011).
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Figura 11. Interruptor de CB1, Phe 200 e Trp 356, CB1 inativo a esquerda, ativo
a direita. A cadeia lateral do residuo de triptofano gira para posicdo mais distante.

Fonte — JAKOWIECKI; FILIPEK. Hydrophobic Ligand Entry and Exit Pathways of
the CB1 Cannabinoid Receptor. Journal of Chemical Information and
Modeling, v. 56, n. 12, p. 2457-2466, 2016.

As tor¢cdes sao partes funcionais das hélices alfa. Nos GPCR, as tor¢des
das hélices transmembranares tém funcfes especificas. Alguns residuos de
aminoacidos sdo associados as tor¢des, sendo prolina o residuo mais
comumente encontrado na posicdo apoés a tor¢ao (Figura 12). Especula-se que
a causa seja a falta do atomo de hidrogénio ligado ao atomo de nitrogénio na
prolina. Nas hélices, este atomo de hidrogénio costuma fazer parte de uma
ligacdo de hidrogénio com o oxigénio da carboxila na base da hélice, no quarto
residuo anterior. Em varios GPCR, prolina ndo esta presente na torcdo. Nesses
casos, se imagina que a prolina estava originalmente presente, causando a
torcdo na hélice, e depois sofrendo uma mutacado para outro residuo, porém a
torcdo continuou sendo mantida pelas ligagdes intermoleculares com os
residuos circundantes. A torcdo que se mantém conservada num grupo de
proteinas provavelmente tem importancia funcional, servindo para criar uma
regido com flexibilidade. Nos GPCR, as tor¢gdes nas hélices transmembranares
6 e 7 sdo conservadas e tém 0s maiores angulos. As hélices transmembranares
1 e 3 sdo retas, e as hélices 2, 4 e 5 tém tor¢bes ndo conservadas. Na hélice 6,
0 angulo tem 40° na posi¢do 47 e, na hélice 7, esse angulo tem 8° na posi¢ao
34. O movimento da hélice 6 é o mais importante no processo de mudancas
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conformacionais dos GPCRs que acontecem na cascata de ativacao da proteina
apos a interacéo com o ligante (LAW, et al., 2016).

A B
I Second Site

D C

e

Mutations
Modern day non-proline kink Modern day Proline kink

Figura 12. Tor¢des na hélice, inicialmente causadas por prolina, se mantém, com
as mutacdes circundantes e suas interacfes moleculares, quando o residuo de
prolina sofre mutagao.

Fonte - YOHANNAN, S. et al. The evolution of transmembrane helix kinks and
the structural diversity of G protein-coupled receptors. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 101, n. 4,
p. 959-963, 2004.

1.8. Atividade Constitutiva

A maioria dos GPCR né&o apresentam atividade basal constitutiva, e
poucos, como os CB1s, apresentam alta atividade constitutiva. E possivel que a
atividade constitutiva reflita algum grau maior de flexibilidade do receptor, e,
portanto, uma tendéncia a existéncia de varias conformacdes, pois, apesar da
crenca que as proteinas sao estruturas rigidas, elas possuem flexibilidade
conformacional. Isso pode refletir um estado que necessite de menor quantidade
de energia para passar de um estado inativo a outro ativo, tendo facilidade na
troca de interagdes moleculares entre as hélices do receptor, e que possa adotar
uma conformacdo do tipo ativado mesmo na auséncia de ligante, o que
caracteriza a atividade constitutiva (DEUPI; KOBILKA, 2007). Essa atividade
basal pode ser aumentada ou diminuida pelos diversos tipos de ligantes, sendo
gue estes causam diferentes niveis de atividade do GPCR, variando de
totalmente ativo até totalmente inativo, levando a multiplas conformacdes
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estruturais diferentes do receptor. Entdo, cada ligante induz uma conformacéo
diferente e Unica que vai ser caracteristica da ativacdo por esse ligante
especifico, e que vai ser continuado por uma posterior via de sinalizacdo
especifica (WACKER; STEVENS; ROTH, 2017).

1.9. Sinalizacédo do Receptor Canabinoide 1

Apés a ativacdo, o CB1 sofre mudanca conformacional e se liga a
proteinas G heterotriméricas (com subunidades a, B e y) da classe i/o. O CB1
ativado, entdo, causa alteracado conformacional na subunidade Ga, que troca a
molécula de GDP por GTP, levando a dissociacdo da subunidade Ga do dimero
GBy (ZOU; KUMAR, 2018). O dimero Gy vai inibir os canais de Calcio do tipo
N, dificultando a fusdo das vesiculas que contém neurotransmissores a
membrana pré-sinaptica e sua posterior liberacédo na fenda sinéptica, e estimular
0s canais de Potassio do tipo GIRK, causando uma hiperpolarizacdo do neurénio
pré-sinaptico, o que vai levar a uma diminuicdo da atividade neuronal. Estando
livre, a subunidade Ga pode inativar a enzima Adenilciclase, com consequente
inibicdo da formacao de AMP ciclico. Essa queda na producdo de AMP ciclico
vai causar uma diminuicdo na fosforilacdo da enzima Proteina Quinase A (PKA),
ocasionando mudancas na atividade celular. A PKA é importante na expressao
génica e fosforilacdo de proteinas (DEMUTH; MOLLEMAN, 2006). A Figura 13
traz uma visdo geral desse processo de sinalizacao.

O CB1 induz MAP Quinase (MAPK) por mecanismos desconhecidos. Esta
via é importante no crescimento celular e apoptose. MAPK pode fosforilar varios
tipos de proteinas tanto no citoplasma quanto no nucleo, e pode induzir a
expressdo de genes relacionados a plasticidade neuronal como BDNF
(DEMUTH; MOLLEMAN, 2006). O dimero Gy vai ativar a cascata de MAPK,
gue vai levar a expressédo de genes envolvidos com sobrevivéncia e difefrencicdo
celular e plasticidade sinaptica (FLETCHER-JONES, et al., 2020). Dependendo
do tecido e dos diferentes tipos de agonistas, CB1 também pode se ligar a
proteinas G do tipo Gs, Gg e G12/13 (TURU; HUNYADY, 2009).
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Figura 13. Sinalizacdo de CB1.

Fonte - FLETCHER-JONES, et al. Protein Interactors and Trafficking Pathways
That Regulate the Cannabinoid Type 1 Receptor (CB1R). Frontiers in Molecular
Neuroscience, v. 13, p. 108, 2020.

1.10. Proteinas G e Arrestinas

A ativacdo dos GPCRs vai dar inicio a varias respostas fisiolégicas. A
sinalizacao € bem diversificada, pois os GPCRs podem se acoplar a multiplas
Proteinas G, que é a ativacao classica, ou independentemente das Proteinas G,
principalmente as proteinas arrestinas. As diferentes subclasses de Proteinas G
sinalizam através de vias de sinalizacdo distintas, envolvendo segundo
mensageiros como AMP ciclico, inositol trifosfato e calcio (DEFEA, 2008). As
Proteinas G sao proteinas heterotrimétricas compostas pelas subunidades alfa
(a), beta (B), e gama (y). As subunidades B e y sao consideradas um dimero,
pois se mantém associadas durante a sinalizagado. A subunidade a das Proteinas
G esta dividida em 4 tipos : Gas, Gai/o (Gai1-3, GaoA,B, Gaz), Gaq (Gaqg, Ga11,
Ga14,16), e Ga13 (Ga12, Ga13) (LUO, 2019). Um tipo de GPCR também pode
se acoplar a varios tipos diferentes de Proteina G, levando a sinalizacbes
diferentes, dependendo do tipo ou dose do agonista, ou do tipo de célula
(DEFEA, 2008). A ativacdo dos GPCRs é acompanhada pelo movimento para
fora das hélices V e VI, o que cria uma cavidade na porcédo citoplasmatica do
receptor, que vai servir como bolsdo de ligacdo para a hélice alfa 5 da
subunidade alfa da Proteina G. Uma vez ligada ao GPCR, a Proteina G vai
apresentar a abertura de seu bolsdo de ligacdo do nucleotideo, resultando na
perda do GDP que ocupava este bols&o na forma inativa, e vai iniciar a ligagao
com GTP. A subunidade alfa que se encontra ligada ao GTP, se dissocia do
GPCR e do dimero beta-gama, que vai se ligar as moléculas seguintes na
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cascata de sinalizagdo. O GPCR livre pode interagir com uma nova Proteina G
(GUREVICH, V.; GUREVICH, E., 2019).

A familia das Proteinas Quinases A, G e C (GRK) termina a ativacdo das
Proteinas G através de fosforilagdo da porgéo citoplasmatica terminal do GPCR,
que, fosforilado, vai se ligar, entdo, as beta-arrestinas, o que vai levar a
internalizagdo do receptor, terminando com a sinalizagdo. As GRKs séo
divididas em 7 subtipos, GRK de 1 a 7, dependendo do receptor ao qual se ligam.
A familia GRK da rho compreende as GRK 1 e 7, que séo expressas na retina,
as GRK 2 e 3 pertencem a familia do receptor beta-adrenérgico, e a familia GRK
4 compreende as GRKs 4,5 e 6. GRKs 2, 3, 5, e 6 sdo expressas em varios tipos
de células, e a expressdo de GRK4 acontece no cérebro, rim e testiculos (LUO,
2019).

A familia das proteinas arrestinas regula a sinalizacdo nos GPCRs,
terminando a sinalizagdo das Proteinas G. As arrestinas séo divididas em quatro
tipos: arrestina-1 (arrestina visual), arrestina-2 (ou beta-arrestina-1), arrestina-3
(ou beta-arrestina-2), and arrestina-4 (arrestina cone). Arrestina-1 and arrestina-
4 sao expressas somente na retina, e arrestina-2 e arrestina-3 sdo expressas em
varias células (LUO, 2019).

1.11. Sinalizacdo Tendenciosa

A sinalizac&o tendenciosa € o fenbmeno pelo qual uma via de sinalizacéo
intracelular diferente € iniciada a partir da interacéo de diferentes ligantes com o
receptor, interacao essa que vai causar uma alteracdo da conformacao estrutural
do receptor, e essa alteracdo Unica, vai tornar possivel uma interacédo especifica
com a proxima molécula na cascata. A ativagdo do CB1 leva ao inicio de
diferentes cascatas de sinalizacdo, através da interacdo do CB1 com Proteinas
G ou arrestinas. Cada cascata de sinalizacéo leva a uma resposta farmacoldgica
diferente, as quais podem ser utilizadas para se obter um tratamento especifico
para uma determinada patologia (AL-ZOUBI; MORALES; REGGIO, 2019).

A descoberta de que os GPCRs também sinalizavam através da arrestina,
e, ndo sO através de diversos tipos de Proteinas G, levou a tentativa de
desenvolvimento de farmacos seletivos para cada via de sinalizacdo com a
intencdo de minimizar o desenvolvimento de efeitos adversos causados pela
ativacdo da outra cascata (ILTER; MANSOOR; SENSOY, 2019). Isso colocou
em disputa o conceito de apenas duas conformacfes de GPCR, a ativa e a
inativa, e levando ao novo conceito de multiplas alteracées de conformacéo. Por
exemplo, os agonistas que alteram o formato das hélices transmembranares 6 e

41



7 sao tendenciosos para a Proteina G, sendo que aqueles que alteram sé a
hélice transmembranar 6 seriam agonistas parciais e os que alteram a hélice 8
sao tendenciosos para arrestina (ILTER; MANSOOR; SENSQY, 2019).

Ap6s a interacdo com o ligante, o GPCR sofre uma alteragédo
conformacional, que permite a interacdo com um dos Vvarios subtipos de Proteina
G. A especificidade da interacao ocorre devido a mudangas conformacionais do
GPCR. Por exemplo, observam-se algumas diferencas entre as interacées do
GPCR e as Proteinas Gi ou Gs, especialmente nas hélices 6 e 7 e na hélice 8.
Na interacdo de GPCR com a proteina Gs, a hélice 6 estd mais afastada do
corpo da GPCR em direcdo ao seu lado externo, do que se observa em relacdo
a Gi, aonde a hélice transmembranar 6 esta mais reta e mais proxima. Quanto a
Proteina G, em Gs, sua alca alfa 5 esta mais introduzida no bolséo de ligacdo da
GPCR e mais proxima da hélice transmembranar 6 do que a proteina Gi. Na
interacdo com a proteina Gs, a hélice 6 estd dobrada para o lado externo,
fazendo o bolsdo estar mais aberto. A alca alfa 5 da Proteina G estd mais
inserida no sitio da GPCR. A proteina Gi esta mais externa e interagindo com a
alca 6, que esta mais reta (ZHOU; MELCHER; XU, 2019).

Essa interacdo com do GPCR vom a Proteina G permite recrutar uma das
Quinases de GPCR (GPCRK) (ZHOU; MELCHER; XU, 2017), levando a
hipétese da sinalizacao tipo cédigo de barras, a qual ocorre pela fosforilacdo de
conjuntos variados de residuos de serina ou treonina na alca intracelular 3 ou
terminal carboxilico, dependendo de qual GPCRK foi ativada. Ligantes
diferentes, ao se ligar ao GPCR, levam a diferentes mudancas conformacionais
do GPCR, ativando, diferentes GPCRKs. Cada GPCRK fosforila diferentes
conjuntos de residuos, entdo, pode-se dizer que, cada GPCRK leva a um padréao
diferente de fosforilagdo. Esses diferentes residuos fosforilados, ao interagirem
com alguma arrestina, vao causar diferentes alteracdes conformacionais nas
arrestinas, sendo que cada conformacdo vai ativar uma via de sinalizacao
diferente (NOBLES, 2011), como a internalizacdo do GPCR, ou iniciar uma
cascata de sinalizacdo, levando a dessensibilizacdo, endocitose, ubiquitinacéo
do GPCR, ou sinalizacéo independente da Proteina G (AL-ZOUBI; MORALES;
REGGIO, 2019).

Na interagcdo do GPCR com a arrestina, vai acontecer a finalizacado da
sinalizacdo das Proteinas G e iniciar a sinalizacdo com a arrestina. A interacao
do GPCR com a arrestina acontece com a ligacao da al¢a intracelular 3 do GPCR
ou seu terminal carboxilico com o terminal amina da arrestina (ZHOU,;
MELCHER; XU, 2017). O recrutamento da arrestina até a porcao fosforilada do
GPCR vai inibir futuras interagdes com a proteina G, terminando, desta forma, a
sinalizacdo e reduzindo a resposta do GPCR a estimulacéo repetitiva, fendmeno
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chamado de desensibilizagdo. A arrestina também pode se ligar ao GPCR no
terminal carboxilico, preservando, assim, o bolséo de ligagdo do GPCR com a
Proteina G, a qual ainda poderia acontecer. Desta forma, ainda é possivel a
internalizacdo do GPCR, mas nao sua desensibilizacao (AL-ZOUBI; MORALES;
REGGIO, 2019).

A estrutura cristalografica de CBL1 ligada a Proteina G (PDB 6N4B) mostra
uma rotacéo da hélice transmembranar 6, causando uma protuséo dessa hélice
para o lado intracelular com um movimento para o interior da célula, aumentando
o bolséo de ligacao intraplasmatico para acomodar a hélice alfa 5 da Proteina Gi
(KRISHNA-KUMAR, et al., 2019). O exato mecanismo molecular da sinalizacao
tendenciosa ainda ndo € completamente conhecido. A observacdo das
estruturas resolvidas por cristalografia das GPCR mostra que o desvio externo
da al¢ca transmembranar 6 formando um bolséo citoplasmético na GPCR €é bem
maior para acomodar a Proteina G do que o desvio necessario para acomodar
a arrestina, sendo esta interacdo menos estavel. Porém a fosforilacdo do
terminal carboxila em sua ligacdo com a hélice 8 é especifica para a interacéo
com a arrestina (AL-ZOUBI; MORALES; REGGIO, 2019) (Figura 14).

Helix 8

«—Receptor C-tail—

Figura 14. GPCR interagindo com Proteina G a esquerda e com arrestina a
direita.

Fonte - ZHOU; MELCHER; XU. Understanding the GPCR biased signaling
through G protein and arrestin complex structures. Current Opinion in
Structural Biology, v. 45, p. 150-159, 2017.
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1.12. Transmissao Sinaptica Retrograda

O conceito de comunicag¢do neuronal envolve a juncdo sinaptica, aonde
0S neurotransmissores sao liberados e transmitem a informagdo de forma
anterégrada, ou seja, dos neurbnios pré-sinapticos em direcdo aos neurdnios
pés-sinapticos. Perturbacdes nesse fluxo de informacgédo, no SNC, podem levar
a um mau funcionamento do sistema. Nos sistemas biolégicos o fluxo de
informacédo € controlado por mecanismos de feedback (KATONA; FREUND,
2012). Os eCBs sao os principais mediadores da transmissdo sinaptica
retrograda, tendo o papel de modular os excessos de neurotransmissores, pois
sdo um sinal de feedback negativo, trazendo protecdo contra o excesso de
atividade sinaptica e, consequentemente, contra as lesdes por excitotoxicidade
(KATONA; FREUND, 2008). Enquanto a transmissdo sinaptica anterégrada é
estudada ha décadas, ha pouca informacdo sobre as vias de sinalizacao
sinapticas retrogradas.

O CBL1 é o receptor mais prevalente no SNC, e esta presente em Varios
tipos de sinapses. A partir de estudos que mostram a alta atividade da
anandamida-sintase no hipocampo, percebeu-se que a maioria dos CB1s se
acumulam na membrana pré-sinaptica e seu efeito inibitério na liberacdo de
neurotransmissor € um achado comum na maioria dos axonios do SNC e SNP.
A localizacéo dos CB1s coincide com a densidade dos RmGlus e dos Receptores
GABAérgicos. Os RmGlus sdo moléculas pos-sinapticas. Estéo localizados na
periferia da fenda sinaptica e detectam quando ha um excesso de glutamato na
sinapse, iniciando a cascata de feedback negativa dos eCBs. O glutamato
estimula liberacdo de eCBs através da ativacdo de RmGlus, o que faz iniciar
sintese de eCBs. Os RmGlus ativados séo, entéo, acoplados a proteina Gql1,
cuja ativacdo € seguida pela clivagem de bifosfato de fosfatidilinositol em
trifosfato de inositol e diacilglicerol, o qual é o precursor do 2-AG, o EC que é
sintetizado no neurdnio poés-sinaptico, e vai atravessar a fenda sinaptica
retrogradamente, ativando, assim, os CB1s localizados no neurdnio pré-
sinaptico (ARAQUE, et al., 2017). Além do RmGIlu, também os receptores
dopaminérgicos, muscarinicos, serotoninérgicos, de orexina e colecistoquinina
ativados sd@o estimulos efetivos para liberacdo eCBs (HEIFETS; CASTILLO,
2009). O CB1 ativado vai iniciar o processo de decrescer a for¢ca desta mesma
sinapse ao diminuir a liberagdo de neurotransmissores usando diversos
mecanismos, tais como, a inibicdo pré-sinaptica do influxo de célcio através de
canais de calcio voltagem-dependentes, ou a ativacdo de canais de potassio pré-
sinapticos causando hiperpolarizagdo do neurbnio, ou vai atuar em sinapses
proximas, causando uma alca de feedback e diminuindo a propagacgéo do sinal
(KATONA; FREUND, 2008). O término da sinalizagcdo dos eCBs & iniciado pela
sua recaptacgao e subsequente degradagao.
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As moléculas sinalizadoras eCBs sdo expressas em varias regides
cerebrais, incluindo o cortex, hipocampo, amigdala, estriado, hipotalamo,
cerebelo e medula espinhal, que séo as areas cerebrais responsaveis pelas
funcdes neurais relacionadas com o SEC, como aprendizado, memoria,
ansiedade, adicdo a drogas, analgesia, funcdo motora, humor, e
comportamentos relacionados a alimentacdo (KANO, 2014). Os eCBs sao uma
familia de moléculas lipidicas que agem como moduladores da transmisséo
neuronal e da plasticidade sinaptica. Sao sintetizados somente apds o inicio do
estimulo da despolarizacdo neuronal. Além deste mecanismo de a¢do mais
comum, os eCBs também participam de sinalizacdo nao retrograda, sinalizacédo
por astrécitos, potenciacdo de longa duracdo, e envolvimento com os CB1
mitocondriais (ARAQUE, et al., 2017). Refletindo a distribuicdo de CB1 no
cérebro, ligantes exodgenos de CB1 impactam um grande numero de funcdes
cerebrais. Alguns ligantes estdo associados com desordens neuropsiquiatricas
(HEIFETS; CASTILLO, 2009).

Sabe-se que o SEC tem importancia primordial na mudanca de for¢ca das
sinapses (ZACHARIOU et al., 2013). A sinalizacao retrograda mediada por eCBs
€ um tema importante no estudo da plasticidade sinéptica.

1.13. Plasticidade Sinaptica

7z

A plasticidade sinaptica € importante para adaptacdes derivadas de
experiéncia dos circuitos neurais e da fungao cerebral normal. Desde o inicio do
desenvolvimento até a idade adulta, mudancas na funcao sinaptica em resposta
a estimulos do meio ambiente e a experiéncias individuais sdo necessarias para
o aprendizado de novas habilidades até a geracdo de novos comportamentos
adaptativos (ARAQUE, et al., 2017).

O enfraquecimento ou fortalecimento das sinapses depende da menor ou
maior atividade neuronal. Essa mudanca na forca da sinapse é a base da
formacdo de memoria e aquisicdo de aprendizados. As memorias estédo
representadas nas vias sinapticas de redes neurais conectadas. A plasticidade
das sinapses cerebrais permite adaptacdes comportamentais. A habilidade de
adquirir aprendizado a partir das experiéncias da vida e a formacao de memoarias
proveniente dos acontecimentos, novas experiéncias e mudancas ocorridas no
ambiente, bem como o ajuste do comportamento que € proveniente da aquisicao
de novas memodrias e novos conhecimentos, todas essas habilidades séo

propiciadas pelas mudancas acontecidas nas sinapses.
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As sinapses sdo zonas de contato entre neurbnios que permitem a
comunicacgdo entre eles. A Platicidade Sinéptica € a habilidade de uma rede
neural de se tornar mais forte, habilidade chamada de Potenciagédo, ou de se
tornar mais fraca, chamada de Inibicdo, acontecida por fungcdo de mudancas na
sinapse. (ZACHARIOU et al., 2013). As sinapses inibitérias e facilitatérias no
SNC séao alvos de plasticidade tanto de curta quanto de longa duracdo. As
mudancas de curta duracdo podem durar segundos, e as de longa duracédo
podem durar de minutos a horas. As mudancgas de curta durag&o, na transmissao
sinptica, compreendem os mecanismos de supressao da excita¢do induzida por
despolarizacdo (DSE) e supressédo da inibicdo induzida por despolarizacao
(DSI), dependendo se o0 alvo dos eCBs sdo neurfnios glutamatérgicos ou
GABAérgicos, respectivamente. Sabe-se que a diminuicdo transiente da
despolarizacdo em uma quantidade pequena de neurdnios € caracteristica da
DSI causada por eCBs. O uso de THC leva a um efeito mais drastico, de maior
extensado e duracao mais prolongada quando comparado com o efeito fisiologico
dos eCBs (HEIFETS; CASTILLO, 2009).

Na Plasticidade Sinaptica, a ativacdo simultdnea ou sequencial de dois
neurénios conectados leva a mudanca na forca da sinapse entre eles.
(FELDMAN, 2012). Hebb propbés que, quando um neurbnio habitualmente
despolariza outro através da sinapse entre eles, esse processo € facilitado,
enquanto as sinapses vizinhas ficam enfraquecidas (lei de Hebb) (ALMEIDA-
FILHO, et al., 2014). As mudancas sinapticas de longa dura¢do com duracgédo de
minutos a horas, como a Depresséo de Longa Duracéo (LTD) e a Facilitacao de
Longa Duracéo (LTP), sdo dependentes de sinalizacdo eCB, e podem causar
alteracbes de maior duracdo na sinapse envolvida, tendo a capacidade de
moldar circuitos cerebrais e causar mudancas no comportamento. Sabe-se que
essas mudancas de longa duracéo, na forca da sinapse, feita pela liberacao dos
eCBs, sdo importantes no mecanismo de plasticidade sinaptica, e que
disfuncbes na liberacdo dos eCBs tém sido associadas com desordens
neuropsiquiatricas, tais como depressao, esquizofrenia, adicdo e ansiedade
(ARAQUE, et al., 2017). Ocorrem em resposta a diversos padrdes de atividade
pré-sinaptica e pds-sinaptica, sendo, portanto, reguladoras tanto de sinapses
inibitérias quanto de sinapses excitatérias, de um grande nimero de funcdes
cerebrais, incluindo cogni¢cdo, controle motor, emocdo, recompensa e
comportamentos de alimentacdo. Esses mecanismos sdo atingidos através de
LTD e LTP. Enquanto LTP é originada por despolarizagdo de alta frequéncia,
LTD é iniciada por disparos de baixa frequéncia (BLISS; LIMO, 1973). O tipo de
plasticidade ativada no SEC tem requerimentos prévios especificos. As
alteracdes de curta duracdo sédo causadas pela entrada de calcio no neurdnio
pos-sinaptico. As alteracdes de longa duracdo sao causadas por ativacdo dos
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RmGlus na membrana pés sinaptica (HEIFETS; CASTILLO, 2009). A LTD é
considerada a forma mais comum de plasticidade ocasionada pelo SEC. Pontos
importantes na formacao de LTD incluem a maior produgdo e expressao de
enzimas relacionadas a maior ou menor sintese e degradacdo de ECs
(HEIFETS; CASTILLO, 2009).

1.14. Métodos Computacionais

A recente popularizacdo dos métodos computacionais na pesquisa e
desenho de farmacos deve-se ao fato do equipamento ter se tornado mais
poderoso e mais barato, popularizando o seu uso e permitindo o
desenvolvolvimento de varios softwares que realizem a analise das interacfes
moleculares entre ligante e proteina, através do uso de algoritmos
computacionais. Isso diminui o custo da pesquisa, pois ao invés de serem
usados métodos experimentais mais caros e que demandam mais tempo, pode-
se encurtar uma parte da pesquisa, geralmente a triagem inicial, usando os
métodos computacionais. Além disso, a cristalografia por difracédo de raios X de
proteinas também se popularizou, e isso permitiu que varias estruturas de
proteinas resolvidas estruturalmente fossem disponibilizadas para a pesquisa.

1.14.1. O Modelo Chave e Fechadura

Este modelo descreve a interacéo de diversas moléculas com o bolsdo de
ligacdo de uma proteina, atribuido a Emil Fischer, que o desenvolveu em 1894.
E uma analogia na qual o ligante é a chave e a proteina é a fechadura
(BITENCOURT-FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019a). Quando um ligante de
formato especifico se encaixa em uma cavidade na proteina de formato
complementar, esse encaixe firme vai levar a uma alteragdo conformacional na
proteina, alteracdo a qual, por sua vez, vai dar inicio a uma cascata de
sinalizacdo. O modelo de chave e fechadura € um ponto de inicio para a
modelagem de farmacos, e foi integrado em modelos computacionais que usam
docking molecular, o qual pode mostrar quais sao os elementos importantes da

interacéo ligante-proteina (TRIPATHI; BANKAITIS, 2017).

O docking molecular procura predizer o modo de ligagdo mais favoravel
de um determinado ligante em um bols&o de ligagdo de determinada proteina.
Os protocolos de docking contém um algoritmo de posicionamento e um sistema
de ranqueamento. O algoritmo de posicionamento faz diversas amostragens do
espaco disponivel para o ligante no bolséo de ligacao e, por isso, gera um grande
namero de poses, ou posi¢des potenciais do ligante. O sistema de ranqueamento
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classifica todas estas e poses e identifica a mais provavel (TRIPATHI;
BANKAITIS, 2017).

O processo de geracdo de poses exige velocidade e acuracia, ou seja,
ndo perder poses potencialmente importantes enquanto se mantém eficiéncia
computacional. Também é necessario que o sistema de escore gere uma lista
que corresponda a afinidade (TRIPATHI; BANKAITIS, 2017). A identificagdo do
bolsédo de ligacédo é feita a partir da estrutura tridimensional da proteina. A maior
qualidade da informacéo estrutural trara mais informacgdes, porque o formato
preciso do bolséo de ligacao ditara o formato do ligante que vai interagir com ele.
O formato do bolsédo de ligacdo pode sofrer variacbes, quando se levam em
conta as rotacdes possiveis das cadeias laterais dos aminoacidos que formam o
bolsdo, os movimentos da hélice ou as mudancas induzidas pelo ligante,
trazendo dificuldades na realizagdo do docking. Depois de definir a superficie do
bolséo de ligacdo, procura-se a localizacdo de sitios de interacdo dentro do
bolsdo, com a intencdo do entendimento do ambiente quimico e suas
propriedades, tais como carga e hidrofobicidade (TRIPATHI; BANKAITIS, 2017).

O numero de estruturas tridimensionais de proteinas que foram resolvidas
e depositadas no PDB aumentou substancialmente nestes ultimos anos, assim
como a qualidade de resolucdo. Concomitantemente, observamos a melhora de
qualidade nos hardwares e softwares e a diminuigéo no seu prego.

1.14.2. Principios do Reconhecimento Molecular

As interacdes moleculares ndo covalentes séo fundamentais na
interacdo de ligante e proteina. A complementaridade entre as superficies do
ligante e do bolséo de ligacdo da proteina e as propriedades estéricas,
eletroestaticas e lipofilicas determinam a estabilidade do sistema (NOLAN;
SINGH; MCCURDY, 2009).

A rede de interacdes da agua com a proteina, através de ligacdes de
hidrogénio, é desfeita pela incapacidade dos ligantes hidrofébicos de formarem
ligacdes de hidrogénio. As interacdes ndo covalentes sdo responsaveis pela
formacdo do complexo proteina-ligante. Devido a energia mais fraca, sao
necessarias muitas interagdes hidrofébicas para se formar um sistema estavel,
além de proximidade entre as estruturas, o que demonstra a importancia da
complementaridade de formas (NOLAN; SINGH; MCCURDY, 2009).

A importancia das ligacdes de hidrogénio é contrabalancear os efeitos
energéticos desfavoraveis que ocorrem apos o deslocamento das moléculas de
agua, dando estabilidade a ligacdo. As ligacdes de hidrogénio sao atracdes entre
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dois dipolos. O préton estd em uma ligagédo covalente no grupo doador, carrega
uma carga positiva e é capaz de fazer uma ligacdo com o par de elétrons do
receptor negativo. A sua energia € de 3-5 kcal/mol/ligacdo. Sao importantes na
manutenc¢ao de estruturas tridimensionais (NOLAN; SINGH; MCCURDY, 2009).

As interacdes de van der Waals dependem da complementaridade de
formas do bolsdo de ligacdo da proteina e do ligante. Resultam da atracéo entre
dipolos temporarios que sao produzidos quando ocorre uma distribuicdo desigual
de densidade eletronica. Sao interacdes que necessitam distancias proximas, e
sdo mais fracas que as ligacbes de hidrogénio com uma energia de 0.5-1
kcal/mol. Se a complementaridade da superficie for alta, estas interacdes serdo
numerosas e terdo grande importancia na estabilidade (NOLAN; SINGH;
MCCURDY, 2009).

As interacdes hidrofébicas ocorrem entre duas regiées nao polares, como
anéis aromaticos. A organizacdo nao favoravel da dgua ao redor de regides
hidrofébicas expostas é diminuida pela associacdo entre regides nao polares,
levando a mudancas conformacionais, com a proteina englobando o ligante para
reduzir a exposicado da sua superficie hidrofébica ao meio aquoso (NOLAN;
SINGH; MCCURDY, 2009).

O reconhecimento molecular € o processo no qual as moléculas
bioldgicas interagem. O conhecimento dos mecanismos envolvidos € importante
no desenvolvimento de novos farmacos. As proteinas tém funcdes extensas nos
sistemas bioldgicos, incluindo sinalizacdo e estrutura das células. Essas fun¢des
sdo realizadas através de sua interacdo com outras moléculas. Um sistema
proteina-ligante contém interacdes complexas que envolvem troca de calor. As
forcas presentes nessa interagdo sao o resultado de troca de energia entre a
proteina, o ligante, agua e ions. A energia livre de Gibbs mede a capacidade do
sistema. A interacao entre proteina e ligante acontece somente quando a energia
livre de Gibbs é negativa, quando o sistema atinge o equilibrio. Quanto mais
negativa a variacdo na energia livre de Gibbs, mais estabilidade tem o sistema,
ou maior afinidade tem o ligante pela proteina (DU et al., 2016).

Entalpia é a medida da energia total do sistema, a soma das energias
internas, podendo ser negativa nos processos exotérmicos, nos quais ha
formacao de interagBes favoraveis, e positiva nos processos endotérmicos, nos
quais ha perda de interacdes. A entalpia de ligacéo reflete a mudanca de energia
do sistema que acontece quando o ligante interage com a proteina, que acontece
quando ha a formacdo das interagbes nao covalentes, como ligacbes de
hidrogénio e interacbes de Van der Waals, e € o resultado da formacéo e
disrupcdo de interagbes formadas, principalmente com o solvente (DU et al.,

2016).
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Entropia € a medida da distribuicdo homogénea da energia no sistema.
Entdo, a interagdo entre proteina e ligante s6 vai ocorrer quando a energia livre
do sistema fica negativa, e a magnitude desse valor determina a estabilidade do
sistema (DU et al., 2016).

Os métodos experimentais usados na investigacao da interacdo proteina-
ligante sdo a Cristalografia por Difracdo de Raios X, Ressonancia Magnética
Nuclear, Microscopia Crio-Eletrénica. Os métodos computacionais usam 0s
dados experimentais que trazem as informacdes tridimensionais da proteina
para tentar predizer as mudancas em entalpia e entropia, que vao direcionar
novos experimentos com farmacos (DU et al., 2016).

1.14.3. Docking Molecular

A determinagdo computacional da posi¢cao de um farmaco em potencial
no bolséo de ligacdo de uma proteina alvo tem um impacto positivo na fase inicial
de projetos de desenho e desenvolvimento de farmacos (BITENCOURT-
FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019a). Esse processo tem a denominacédo de
docking molecular.

O estudo das interacBes moleculares que acontecem entre um ligante e
os residuos do bolséo de ligacdo da proteina permite o entendimento de quais
interacBes sao essenciais para o inicio da ativacdo da proteina, incluindo quais
0s atomos e quais suas posices no ligante, que sédo imprescindiveis para tal.
Esse conhecimento permite que se facam modificacdes na molécula do ligante,
visando atingir uma maior ou menor afinidade e eficacia, e também tirar partido
de cada alteracdo conformacional da proteina que vai ser observada com a
interacdo a cada um dos ligantes modificados, sendo que cada conformacao
dard inicio a uma cascata de sinalizacdo tendenciosa, com efeitos biolégicos
diferentes no organismo, procurando-se assim, pelo efeito farmacoldgico
necessario para o tratamento da patologia de interesse (DE RUYCK, et al.
2016).

Tendo-se disponivel a estrutura resolvida da proteina, e seus dados de
localizagdo atbmica no espaco, pode-se valer do docking molecular, que vai
fazer a analise das interacdes moleculares entre o ligante e a proteina, além da
complementaridade da forma proteina-ligante. Ao se receber, como resultado do
processo de docking molecular, varias possibilidades de interacdo, através de
posicdes diferentes do ligante no bolséo de ligacdo da proteina, é analisado se
o algoritmo utilizado computacionalmente foi capaz de encontrar a mesma
posicdo e interacbes ja observadas no experimento cristalografico. Esse
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algoritmo é escolhido para testar a ligacdo de moléculas diferentes (MESTRES
et al., 2009).

1.14.4. Estrutura Cristalogréafica do CB1

SO recentemente temos o0s primeiros modelos estruturais do CB1
resolvidos por Cristalografia por Difracdo de Raios X. O primeiro modelo da rho
apareceu em 2000 (PALCZEWSKI et al.,, 2000). A primeira estrutura
cristalografica resolvida do CB1 foi descrita no ano 2016, seguida por mais trés
estruturas.

A primeira estrutura do CB1 resolvida (PDB-5TGZ) precisou de ajustes
técnicos da proteina para que o processo de cristalizacao fosse possivel. O CB1
foi truncado nos terminais amina e carboxila e teve uma fladotoxina inserida na
alca intracelular 3, para fins de estabilidade do complexo CB1 e o agonista
inverso AM6358 (HUA et al., 2016). A segunda estrutura foi resolvida com novos
parametros, e, desta vez, CB1 estava complexado com 0 agonista inverso
taranabanto (PDB 5U09) (SHAO et al., 2016). As duas estruturas seguintes,
mostraram CB1 complexado com agonistas, AM11542 (PDB 5XRA) e AM841
(PDB 5XR8) (HUA et al., 2017), derivados do THC. Em 2019 foi resolvida a
estrutura de CB1 complexada com o agonista FUBINACA, um canabinoide
sintético de alta eficacia, usado como entorpecente recreativo com potencial de
toxicidade. A novidade é que este complexo mostra também a proteina G
acoplada ao CB1 (PDB 6N4B) (KRISHNA-KUMAR et al., 2019). Nesse ano
também foi resolvida a estrutura do CB2 complexado com o antagonista
AM10257 (PDB 5ZTY) (LI et al.,2019).

As estruturas cristalograficas do CB1 disponibilizadas publicamente no
PDB (BERMAN et al, 2000) tornam possivel o estudo das interagbes
moleculares dos ligantes com a proteina e também o estudo de cada interacao
molecular importante que seja especifico para determinada via de sinalizacao,
possibilitando a modificacdo da estrutura quimica de outros ligantes de acordo
com seu potencial farmacologico em iniciar cada uma destas vias, além de tornar
possivel o screening virtual de farmacos ja existentes e que possam ser
reposicionados para o tratamento de outras patologias, diminuindo o custo na
descoberta de novos tratamentos.
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2. JUSTIFICATIVA

O CB1 €& um receptor prevalente no SNC. Acredita-se que farmacos
orientados ao CB1 seriam de valia no tratamento de doencas
neurodegenerativas, neuropsiquiatricas e dor cronica, entre outras. As ultimas
tentativas de desenvolvimento de farmacos da industria farmacéutica tém
mostrado resultados decepcionantes com farmacos que foram retirados do
mercado. A disponibilidade de um modelo estrutural de CB1 para pesquisa
proporcionou que fosse possivel o estudo computacional da relacdo entre a
proteina e seus ligantes, que pudesse evidenciar interacbes moleculares
importantes, as quais poderiam ajudar no desenvolvimento de farmacos que
visem o CB1. Usando as ferramentas computacionais, € possivel estreitar alvos
terapéuticos através da selecdo das moléculas com perfil de interagcdo mais
provavel, dessa forma, otimizando 0s recursos.
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3.0BJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar as interacdes intermoleculares entre ligantes e o CB1 em
estruturas de complexos obtidos por meio de simulagcédo de docking molecular.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar um protocolo de docking molecular que reproduza as interagoes
moleculares entre CB1 e ligante encontrado na estrutura cristalografica do CB1-
ligante disponibilizado no PDB.

Mostrar as interagcdes moleculares relevantes para a interacao de ligantes
com o CB1.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Docking Molecular de Complexos Proteina-Ligante

O uso de abordagens computacionais para descoberta e desenvolvimento
de farmacos comecou na década de 1980 (KUNTZ et al.,, 1982) e teve sua
primeira aplicacao de grande sucesso na década de 1990, com a descoberta de
inibidores da protease do HIV que passaram a ser usados para o tratamento de
pacientes com Aids (DESJARLAIS; DIXON, 1994; VAILLANCOURT; COHEN;
SAUVE, 1995; KING; VAJDA; DELISI, 1996). De uma forma geral, nés podemos
dizer que o uso de abordagens computacionais contribuiu de forma substancial
para o desenvolvimento de farmacos nas Ultimas décadas (HILLISCH;
HEINRICH; WILD, 2015; MUEGGE; BERGNER; KRIEGL, 2017).

O docking molecular é um método de simulagdo computacional que prevé
a posicdo de um ligante contra a estrutura de uma proteina. O ligante da
simulacdo é uma pequena molécula organica (BITENCOURT-FERREIRA; DE
AZEVEDO, 2019a; 2019b). Deve-se destacar que essa abordagem
computacional ndo se limita ao estudo das interacdes intermoleculares
envolvendo uma proteina alvo e uma pequena molécula organica. Temos
docking molecular envolvendo qualquer par de moléculas, podendo ser proteina-
proteina, proteina-DNA, RNA-proteina, DNA-ligante e RNA-ligante (AZEVEDO
et al., 2012).

A principal ideia atrds do uso do docking molecular para o estudo da
interacdo de ligantes com proteinas alvo, e seu uso em potencial para a
descoberta de farmacos, reside na teoria da chave-fechadura para
especificidade enzimatica (FISCHER, 1890; FISCHER, 1894), apesar da
proteina alvo ndo ser necessariamente uma enzima. A Figura 16 ilustra essa
analogia indicando a equivaléncia do ligante com a chave e o bolsdo de ligacao
da proteina como a fechadura. Usando essa teoria como base, podemos dizer
que o ligante é a chave, e o bolsdo de ligacdo da proteina, a fechadura. Assim,
numa simulacdo de docking molecular, podemos pensar que tentamos
computacionalmente encaixar a chave na fechadura.

Podemos fazer um experimento mental (Gedanken-Experiment, ou
Gedankenerfahrung), onde nos transportamos para uma sala escura e estamos
de pé bem proximo (ao alcance das méaos) a uma porta. Estamos com uma chave
(ligante) na méo direita e com a méo esquerda sobre a fechadura da porta
(bolséo de ligagédo da proteina alvo) para termos uma ideia da sua localizacao.
A simulacdo de docking molecular é, basicamente, procurarmos a posicao da
chave na fechadura, considerando-se a situacdo de escuriddo. Essa analogia é
interessante para obtermos uma visdo geral do processo, mas deve-se destacar
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gue, tanto no uso da teoria da chave-fechadura para especificidade enzimatica
(FISCHER, 1890; FISCHER, 1894), quanto na analogia com a simulacéo de
docking molecular, tal abordagem é uma simplificacdo do processo.

No caso do docking molecular, normalmente ndo consideramos o ligante
rigido como uma chave. Na Figura 16 trazemos a estrutura de um ligante para
ilustrar o conceito de flexibilidade nas simulagcdes de docking molecular. Na
estrutura do ligante, destacamos os angulos de tor¢cdo, que podem ter a
liberdade de girar durante a simulacdo de docking molecular. Os angulos de
torcdo sdo definidos como os angulos diedros que envolvem quatro atomos
ligados covalentemente em sequéncia (Figura 17), onde os atomos B e C
apresentam uma ligagdo covalente simples, que permite o giro. Essa liberdade
de giro tem um custo computacional, pois temos que girar dentro de uma rotacéo
fixa, todas as estruturas possiveis. Por exemplo, para o angulo de torcdo (¢1)
podemos ter passos de 20° ou seja, teremos para um angulo de torcdo 18
posicdes possiveis (18x20° = 360°).

Fechadura (Bols&o de Ligag&o)

Docagem Molecular

=k
Chave (Ligante)

Modelo Chave-Fechadura

Figura 15. A analogia do docking molecular com o modelo chave-fechadura.
Figura gerada com a estrutura 2A4L (DE AZEVEDO et al., 1997). Na figura temos
a estrutura do ligante (chave) desenhado com bastdes na cor cinza claro. A
proteina é representada por sua superficie molecular, com a coloracédo vermelha
indicando concentracdo de carga elétrica negativa, azul indica carga elétrica
positiva e branca mostra auséncia de carga elétrica. Foi usado o programa
Molegro Virtual Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) para gerar
esta figura. A esquerda temos o ligante (chave) e o bols&o de ligac&o da proteina
(fechadura). O ligante esta huma posi¢éo aleatoria fora do bolsédo de ligagdo. A
simulagé@o de docking molecular leva a formagédo do complexo proteina-ligante
(a direita), com o ligante (chave) acoplado ao bolsdo de ligacdo da proteina
(fechadura).
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Na molécula do agonista inverso AM6538 (HUA et al., 2016), temos 7
angulos de torcdo (Figura 16), ou seja, temos que testar 18’ posicdes, se
fixarmos passos de 20°, isto para uma configuracéo (x,y,z) do centro do ligante
e com angulos de rotacdo (6x, 6y, 6z) ao longo dos eixos cartesianos Xx,y,z.
Resumindo, ao permirtimos a liberdade de rotacdo do ligante (liberdade
conformacional), temos um sistema mais realista, mas com um aumento do custo
computacional para a simulacdo do ligante, pois temos um maior niumero de
graus de liberdade a serem simulados. Nos estudos de docking molecular deste
trabalho, adotamos como abordagem de docking molecular simulagées onde
temos liberdade de giro para os angulos de torgéo.

_— 2N
b1 P2 C Da ¢ b6 ¢7

b3

Figura 16. Estrutura do agonista inverso AM6538 (PDB: 5TGZ) (HUA et al.,
2016). Foi usado o programa Molegro Virtual Docker (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006) para gerar esta figura.

o

B C

D

Figura 17. Estrutura de um sistema de quatro atomos ligados covalentemente
em sequéncia. Neste sistema, a ligacdo covalente entre os atomos B e C é
simples, o que permite o giro relativo dos planos definidos pelos dtomos A,B,C e
B,C,D.

Outra possibilidade € considerarmos a liberdade dos angulos de tor¢ao
das cadeias laterais dos aminoacidos que se localizam no bolséo de ligacdo. Na
Figura 18 temos uma visao do bolséo ligacdo do CB1, com destaque para as
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cadeias laterais de alguns dos amino&cidos que interagem com O agonista
inverso AM6538. Durante a simulagdo de docking molecular, além da
flexibilidade dos angulos de tor¢éo do ligante, podemos selecionar as cadeias
laterais dos aminoacidos que permitiremos que girem durante a simulacao.
Novamente, a adocédo da flexibilidade das cadeias laterais dos aminoacidos
deixa o sistema biolégico mais realista, mas com um aumento consideravel dos
graus de liberdade e, consequentemente, uma elevacao do custo computacional
da simulacdo de docking molecular. Na presente tese, deixamos as cadeias
laterais dos aminoacidos fixas durante as simulacdes de docking molecular.
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Figura 18. Estrutura da molécula AM6538 e alguns aminoacidos do bolséo de
ligagdo do CB1 (PDB: 5TGZ) (HUA et al.,, 2016). As cadeias laterais dos
aminoacidos podem girar em simulagbes de docking molecular. O ligante
AMG6538 é desenhado com bastdes cinza. Os aminoacidos sédo desenhados com
esferas e bastdes. Foi usado o programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN,
2006) para gerar esta figura.

Retornando a analogia da docking molecular com o modelo chave-
fechadura, quando procuramos no escuro a posicao da chave (ligante) na
fechadura (bolsao de ligacdo), podemos dizer que o equivalente desta procura,
no escuro, da posicdo da chave, na simulacdo de docking molecular, é a
aplicacdo do algoritmo de busca da posicéo do ligante na estrutura da proteina
alvo. Esse algoritmo varia a posi¢ao do ligante (chave), procurando achar o seu
melhor posicionamento no bolséo de ligacéo (fechadura). Forgcando um pouco a
analogia, podemos dizer que o melhor posicionamento da chave na fechadura,
pronta para abrir a porta, seria a posicdo de minima energia do ligante ao
“acomodar-se confortavelmente” no bolsao de ligacédo da proteina. O desafio do
ponto de vista computacional é utilizarmos um algoritmo de busca eficaz e uma
equacao (funcdo escore) que, baseada nas coordenadas atémicas do ligante
(chave) e do bolsdo de ligacéo (fechadura), seja capaz de identificar a melhor
posicéo do ligante na estrutura.
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Sempre que possivel, consideramos a disponibilidade de estruturas
cristalograficas complexadas com ligantes para validarmos a combinacao de
algoritmo de busca e funcdo escore disponiveis na simulacdo de docking
molecular. Essa validacdo é chamada de redocking. Em seguida, teremos
secoes especificas para tratar desses conceitos fundamentais para entendermos
as simulagdes de docking molecular.

4.2. Algoritmo de Busca

Como destacado, uma etapa fundamental na simulacdo de docking
molecular, é a procura da melhor posi¢éao do ligante (chave) no bolséo de ligagéo
da proteina (fechadura). Muito do sucesso do desenvolvimento dos programas
para simulacao de docking molecular deve-se ao uso de técnicas de computacdo
biologicamente inspirada (HEBERLE; DE AZEVEDO, 2011), como algoritmos de
busca. Entre os mais usados para as simulacdes de docking molecular, temos
os algoritmos genéticos disponiveis em programas como o AutoDock4
(BITENCOURT-FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019c) e ArgusLab (BITENCOURT-
FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019d) e evolucdo diferencial disponivel nos
programas GembDock (YANG; CHEN, 2004; BITENCOURT-FERREIRA; DE
AZEVEDO, 2019e) e Molegro Virtual Docker (MVD) (THOMSEN,;
CHRISTENSEN, 2006; BITENCOURT-FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019f).

Na busca do melhor protocolo de docking molecular, testamos 32
combinacgdes diferentes de algoritmos de busca e funcdes escores. A funcdo
escore com melhor resultado, combinada com o algoritmo ACO, foi a funcao
Moldock Score, descrita na proxima secdo (XAVIER et al., 2016), e o melhor
algoritmo foi Otimizagcdo da Colonia de Formigas (Ant Colony Optimization)
(ACO) disponivel no programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006;
BITENCOURT-FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019e).

O algoritmo ACO foi usado para recuperar a posicdo dos ligantes
cristalograficos e simular a interacao de candidatos a ligantes do CB1. Faremos
uma breve descricdo do algoritmo ACO. Na aplicacdo do algoritmo ACO ao
problema do docking molecular, o caminho mais curto a ser achado pelo
algoritmo indica a posicdo do ligante gerada computacionalmente (pose) de
menor energia. Os detalhes computacionais do algoritmo ACO no livro texto
escrito pelos os desenvolvedores do método (DORIGO; STUTZLE, 2004); a ideia
bioldgica é a procura por alimento das formigas. Enquando buscam por alimento,
as formigas se descolocam em volta da colénia, e neste deslocamento
depositam uma molécula denominada feroménio no solo. As formigas se
comunicam por meio da trilha de feroménio deixada no solo. Considerando-se o
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comportamento de uma formiga isolada, esta, quando acha alimento, carrega o
maximo que pode de volta para colbnia e deixa uma trilha de feroménio no seu
caminho de volta. O feromonio depositado no solo é baseado na quantidade e
na qualidade do alimento encontrado. Outras formigas podem sentir o cheiro do
feromonio ao sair do formigueiro. Quanto mais alto o nivel de feroménio da trilha,
maior € a chance de uma dada formiga seguir esta trilha. Quanto mais formigas
seguem uma determinada trilha, maior € o reforco no feromdénio desta trilha.
Consideremos que temos duas trilhas possiveis para se chegar até a fonte de
alimento a partir da colénia de formigas, uma curta e outra longa. Inicialmente
néo temos feromoénio depositados nas trilhas. Vamos considerar a saida de duas
formigas, uma em cada trilha (Figura 19-A). As distancias das trilhas séo
diferentes, a formiga que segue a trilha curta chega antes a fonte de alimento
(Figura 19-B). Depois de encontrar o alimento elas carregam parte do alimento
de volta a colbnia deixando um rastro de feroménio sobre as trilhas. A formiga
gue segue a trilha mais curta chega antes a coldnia (Figura 19-C). Quando uma
terceira formiga sai do formigueiro em busca de alimento, esta seguira a trilha
mais curta (Figura 19-D), devido ao mais alto nivel de feroménio desta. Quando
a formiga seguindo a trilha longa chegar a col6nia, outras formigas j& sairam da
colbnia seguindo a trilha mais curta (Figura 19-E). A proxima formiga a sair do
formigueiro tem 50 % de chance de seguir cada caminho, assim digamos que
ela escolheu a trilha mais longa (Figura 19-E). A repeti¢do continua do processo
(iteracdo), leva a prevaléncia da escolha da trilha mais curta (Figura 19-F).
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Figura 19. Sequéncia de etapas do algoritmo ACO. A) Saida das formigas por
trilhas distintas. B) A formiga da trilha mais curta chega antes ao alimento. C) As
formigas retornam ao formigueiro deixando feroménio sobre a trilha (indicado em
verde nos desenhos). D) A terceira formiga segue a trilha mais curta devido a
presenca de feromonio. E) As trés formigas seguintes seguem a trilha mais curta
e a sétima formiga segue a trilha mais longa, que agora tem indicacdo de
feromonio. F) A repeticdo do processo leva ao fortalecimento do feroménio da
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trilha mais curta. Imagem modificada a partir de sequéncia de figuras disponivel
no site: https://towardsdatascience.com/the-inspiration-of-an-ant-colony-
optimization-f377568ea03f (acesso em 30 de julho de 2020).

4.3. Fungéo Escore

A funcédo escore na simulacdo de docking molecular tem o objetivo de
achar a “melhor posicdo da chave na fechadura”, o “melhor”,
computacionalmente, significa o0 menor valor da fungéo escore calculado para
uma dada posic¢éo do ligante no bolsdo de ligagcédo. De uma forma geral, podemos
dizer que a funcdo escore € uma equacdo que tem como entrada as
coordenadas atbmicas do complexo proteina-ligante. As coordenadas atdbmicas
dos complexos proteina-ligante sdo armazenadas em um arquivo no formato
Protein Data Bank (PDB) (BERMAN, 2000; BERMAN et al., 2002; WESTBROOK
et al., 2003).

SO para ilustrar, vamos destacar as partes do arquivo PDB que séo lidas
pelos programas que realizam simulac6es de docking molecular. Quando uma
estrutura de proteina é resolvida, terminamos com um arquivo texto simples com
as coordenadas atbmicas de cada atomo. A Figura 20 traz a identificacao de
cada campo de informacdo contida numa linha de um arquivo PDB com
coordenadas atdmicas. Nos arquivos PDB, além das coordenadas atbmicas, ha
informacdes sobre a sequéncia da proteina, detalhes da técnica usada para
resolucao da estrutura, os autores, entre outros dados.

| Cowras 77-77 para 0 elemerto quimico |
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l
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Figura 20. Identificacdo dos campos de informacgédo do arquivo PDB. A linha
mostrada armazena as coordenadas atdbmicas de um atomo de uma proteina.
As coordenadas x,y,z estdo em A. O fator de ocupacéo indica a porcentagem de
um atomo nas coordenadas indicadas, 1 indica 100 %. NUmeros menores que 1
podem acontecer devido a desordem do empacotamento da molécula no cristal,
por exemplo, atomos da cadeia lateral de um aminoacido, devido a sua
flexibilidade, podem aparecer em duas ou mais posi¢cées quando da analise da
estrutura cristalografica. Essa situacdo € indicada com um fator de ocupacéo
menor que 1 para o atomo que apresenta duas ou mais posicoes, porém, no
total, a soma tem que ser 1. O Ultimo numero indica o fator de vibragéo térmica,
guanto maior este numero, maior a amplitude de oscilacéo do referido atomo.

As informacdes sobre as coordenadas x,y,z dos &tomos séo identificadas
pelas palavras-chaves “ATOM® e “HETATM” no inicio da linha. Se uma linha
comega com “ATOMY, indica que a linha se refere a um atomo de proteina. Para
uma linha que comega com “HETATM”, o que segue sao informacbes sobre
atomos nao proteicos, que podem ser as coordenadas atbmicas de ligantes nédo
proteicos, RNA, DNA, co-fatores usados para facilitar a cristalizacéo e moléculas
de agua. Quando vao calcular o valor da fungéo escore para uma dada posicéo
de um ligante, os programas de docking molecular usam as coordenadas X,y,z
armazenadas dessa forma.

A Figura 21 ilustra a equivaléncia de cada coordenada atbmica com a
posicdo dos atomos na estrutura de uma proteina. Na figura temos poucos
atomos, sO para ilustrar a equivaléncia entre as coordenadas atdbmicas e a
representacdo grafica dos atomos. Essa figura nos da uma ideia geral de como
0s programas graficos usam as coordenadas atbmicas para desenhar atomos e
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moléculas.
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Figura 21. Equivaléncia entre as coordenadas atbmicas e a representagdo
grafica de moléculas. Na figura temos o detalhamento da estrutura, onde vemos
as coordenadas atdbmicas usadas para gerar as posi¢coes para cada atomo da
figura, exceto os hidrogénios. As coordenadas atdmicas estdo em angstrom (A).
A legenda de cores dos &tomos esta mostrada abaixo a direita.

Cada tipo de programa para simulagdo de docking molecular adota um
tipo de funcao escore, as vezes varias, como no caso do MVD. Essa diversidade
de abordagens, na verdade, reflete a limitacdo das funcdes escores na
estimativa da energia de interacdo do ligante com a proteina. Métodos mais
precisos para o calculo da energia de interacdo do complexo proteina-ligante
podem ser conseguidas por meio de métodos de mecéanica quantica (RATHORE
et al., 2013) e dinamica molecular (DE AZEVEDO, 2011; BITENCOURT-
FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019g). A limitacdo desses métodos é o custo
computacional alto, quando comparado com func¢des escores (BITENCOURT-
FERREIRA & DE AZEVEDO, 2019a).

Uma das formas de estimar a energia da interacédo de um ligante por uma
proteina € por meio de fungcbes escore. A funcdo MolDock Score calcula a
energia de interacdo do sistema proteina-ligante (V) por meio da seguinte
expressao,

V' = Vinter + Vintra (equa(;éo 1)
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Onde Vinter indica a energia intermolecular calculada pela seguinte equacéo,

M1 M2
Vinter = Z Z [VPLP(rij) + 332

ieligante jeproteina

qi4;
4Ti'

(equacéo 2)

Na equacdo (2) as somatdrias séo feitas para todos os atomos da proteina (M1
indica 0 niumero de atomos da proteina) e do ligante (M2 indica o namero de
atomos do ligante). O VeLp € 0 potencial por partes (piecewise linear potential em
inglés) detalhado no artigo Thomsen & Christensen, 2006. As cargas dos atomos
séo indicadas por qgi e g; e a distancia interatdbmica é representada por ri, sendo
i do ligante e j da proteina. A distancia interatdmica (rij) € determinada a partir
das coordenadas atomicas armazenadas nos arquivos PDB (Figura 19). A
distancia (rij) entre um atomo do ligante (i) e outro da proteina (j) tem a seguinte
expressao,

rij = \/(Xl - x])z + (yl — y])z + (Zi — Zj)z (equagéo 3)

onde xi, Vi, i € Xj, ¥j, zj indicam as coordenadas atémicas do ligante e da proteina,
respectivamente. As coordenadas atémicas lidas do arquivo PDB estido em A e,
consquentemente, o rij &€ expresso em A,

Na equacdo (1) o termo Vinra indica 0 potencial intramolecular e tem a
seguinte forma,

_ VM1 M1
Vintra — Li€ligante jEl1ganteVPLP(rij) + Zligag(”)es flexives[l - cos(m -0 — 90)] + Vclash

(equacéao 4)

Na equacgéo (4), M1 representa o numero de atomos no ligante, 6 e 6o
representam angulos de tor¢do do ligante, m é um inteiro relacionado com a
geometria do angulo de tor¢éo, rij a distancia interatdmica (equacéo 3) e Vclash €
uma penalidade para atomos com distancia interatdémica menor que 2 A
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

4.4. Avaliacéo dos Resultados de Docking Molecular
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Antes de usarmos um determinado protocolo de docking molecular, é
necessario realizarmos sua validacdo, usando-se a estrutura cristalografica de
um complexo proteina-ligante, onde tentamos recuperar computacionalmente a
posicdo do ligante (redocking). A posicao do ligante gerada na simulacdo de
docking molecular é chamada pose. A principal forma de avaliarmos um
determinado protocolo de docking molecular é por meio do calculo do desvio
meédio quadratico de docking (em inglés, docking root mean square deviation)
(RMSD). De uma forma geral, espera-se que a pose esteja 0 mais proximo
possivel da posicao cristalografica do ligante. Consideramos razoavel um RMSD
<2 A. O RMSD tem a seguinte express&o,

N e )P o )? )P
RMSD = \/a21—1[(xx,1 xp.l) +(3’x.1 yp,l) +(Zx,t Zp,l) ] (equagao 5)

N

Na equacao (5) xx,,Yxi,Zxi indicam as coordenadas atdbmicas do ligante
cristalografico, Xp,,Yp,,Zp,i indicam as coordenadas atdmicas da pose (gerada na
simulacdo de docking molecular) e N indica o nUmero de atomos no ligante
(BITENCOURT-FERREIRA & DE AZEVEDO, 2019a). Neste estudo, para a
validag&o do protocolo de docking molecular foi usada a estrutura 5TGZ (HUA et
al., 2016). As coordenadas atdbmicas dos agonistas inversos (rimonabanto,
otenabanto e taranabanto) foram obtidas da base de dados do ZINC (IRWIN;
SHOICHET, 2005; IRWIN et al., 2012). Usamos o programa MVD em todas as
simulacdes de docking molecular. As cargas dos atomos dos ligantes e da
proteina foram determinadas usando-se o sistema de atribuicdo de cargas
parciais do MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

As simulacdes de docking molecular com o programa MVD geram mais
de uma posicdo do ligante (pose), o que nos permite investigar se ha uma
correlacdo positiva entre os RMSDs de docking e os valores da energia de
ligagdo calculadas pela fungdo MolDock Score. Usamos o coeficiente de
correlacdo de Spearman (ZAR, 1972) para a avaliacdo desses resultados. Nas
avaliacdes das correlagdes, consideramos significativas correla¢cdes acima de
0,5 (BITENCOURT-FERREIRA; DE AZEVEDO, 2019a).

4.5. Avaliacao da Interacao Proteina-Ligante

Usamos o programa LigPlot+ para avaliarmos a interacéo proteina-ligante
(WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995; LASKOWSKI; SWINDELLS,
2011). Esse programa usa as coordenadas atdmicas do complexo proteina-
ligante e gera um diagrama esquematico bidimensional, mapeando as interacdes
intermoleculares. Esse tipo de representacao padroniza a analise das interactes
intermoleculares, facilitando a comparagéo e destacando aspectos relevantes
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das inter¢cbes proteina-ligante. De forma geral, consideradas as etapas
previamente descritas, podemos colocar na forma de um fluxograma todas as
etapas executadas para o estudo computacional das interacdes de ligantes com
0 CB 1. A Figura 22 ilustra todas as etapas.

Como ilustrado no fluxograma, inicialmente buscamos no PDB as
estruturas cristalograficas do CB1l. Na sequéncia, selecionamos uma das
estrututras que tenha um ligante complexado a estrutura. Depois analisamos a
estrutura com o MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006), cruzando com as
informacdes do PDB para identificamos entre os ligantes aqueles que sao
agonistas, antagonistas, ou agonistas inversos. Essa estrutura complexada €&
usada para os testes dos protocolos de docking molecular (XAVIER et al., 2016).
Entre os protocolos de docking molecular testados, selecionamos aquele que
gera menor RMSD. Aplicamos o melhor protocolo de docking molecular para
identificar a posicéo de ligantes para os quais nao ha informacéo cristalogréfica.
As coordenadas atdbmicas dos ligantes para os quais ndo ha estrutura
cristalografica foram obtidas da base de dados ZINC (IRWIN; SHOICHET, 2005;
IRWIN et al., 2012). Depois, analisamos todas as estruturas dos complexos
proteina-ligante com o LigPlot+ (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995;
LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). A partir dos resultados gerados pelo
LigPlot+, analisamos as interacdes intermoleculares dos complexos proteina-
ligante.

Aplicacdo dos

Uso do LigPlot

Arquivos PDB
do CB1

Selecéo de Arquivo
PDB com Ligante

Identificacdo do
Ligante Ativo no
Arquivo PDB

Protocolos de
Docagem
Molecular do MVD

Selecéo do Melhor
Protocolo de
Docagem
Molecular

Aplicacdo do
Melhor Protocolo
de Docagem a
Ligantes

para as Estruturas
dos Complexos
Proteina-Ligante

Anadlise das
Interacdes
Intermoleculares

Figura 22. Fluxograma para a andlise compucional das interacdes
intermoleculares entre o CB1 e ligantes.

5. RESULTADOS
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Durante o periodo de doutorado foram redigidos dois artigos cientificos:
Russo & de Azevedo, 2019 (publicado), Russo & de Azevedo, 2020 (aceito para
publicacdo). Ambos em peridédico com fator de impacto acima de 4,1 (Current
Medicinal Chemistry).

5.1. RESULTADOS E DISCUSSAO ARTIGO 1
5.1.1. Andlise da Estrutura do Receptor de Canabinoide 1

Realizamos uma busca no PDB usando a sequéncia de aminoacidos do
CB1 (busca realizada em 27 de novembro de 2017). Dessa busca retornaram
nove estruturas tridimensionais com identidade sequencial de 25 % ou mais alta
com a sequéncia de busca. Além das quatro estruturas cristalogréficas do CB1,
a busca encontrou estruturas do Receptor de Adenosina 2A (A2A) (cédigos de
acesso PDB: 3PWH, 3REY, 3RFM, 3UZA, 3UzZC) (DORE et al., 2011,
CONGREVE et al., 2012). As estruturas de A2A apresentam uma identidade
sequencial de 25 % com a estrutura do CB1. Essas estruturas apresentam o
enovelamento caracteristico com sete hélices transmembranamres formando um
pacote de hélices. Uma outra proteina que apresenta esse enovelamento é a rho
(cédigo de acesso PDB: 1F88) (PALCZEWSKI et al., 2000). A Figura 23
apresenta o alinhamento sequencial dessas proteinas (rho, CB1 e A2A), que tém
0 pacote de sete hélices transmembranares. O CB1 apresenta uma oitava hélice
alfa curta no C-terminal. O CB1 apresenta uma sequéncia alinhada com as
hélices das outras duas proteinas, como destacado na Figura 23.

A estrutura cristalogréafica do CB1 em complexo com a molécula AM6538
(codigo de acesso PDB: 5TGZ) (HUA, et al., 2016) esta detalhada na Figura 24.
A analise da estrutura do CB1 revela que as hélices alfa variam de tamanho entre
25 a 35 residuos de aminoacidos e ndo se alinham perpendicularmente aos
fosfolipidios da bicamada, como observado para a estrutura da rho (cédigo de
acesso PDB: 1F88). A estrutura do CB1 mostra o pacote de hélices alfa que
envolve as seguintes faixas de residios de amino&cidos: hélice | (Pro 112-His
143), hélice Il (Ser 152-Val 179), hélice Il (Arg 186-Arg 220), hélice IV (Arg 230-
Gly 254), hélice V (Lis 273-His 304), hélice VI (Asp 333-lle 362) e hélice VII (Lis
373-Arg400) (Figura 24 A).

Além do pacote de hélices transmembranares, ha, na estrutura do CB1,
trés alcas extracelulares (ECL1-ECL3) e mais trés intracelulares (ICL1-ICL3)
que conectam estas hélices. O terminal amina tem 14 residuos (Gly 99-Asn 112)
e forma uma algca com forma de V, que se insere no bolsdo de ligagcdo de
antagonista e funciona como uma tampa o que limita 0 acesso ao bolsdo de
ligacdo a partir do meio extracelular (Figuras 24 A e 24 B). A alca ECL2 apresenta
18 residuos (Trp 255-Asp 272) enovelando-se num arranjo complexo que expde
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quatro residuos (Phe 268, Pro 269, His 270 e lle 271). Uma fladotoxina foi
inserida na ICL3. O posicionamento das alcas intracelulares est4 destacado em
duas visoes distintas nas Figuras 24 A e B.
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Figura 23. Alinhamento sequencial das proteinas rho, CB1 (em vermelho) e A2A.
Na figura 23, “.” indica residuos de aminoacido parcialmente similares, “:” indica
residuos simllares e “* indica residuos idénticos (conservados). O allnhamento
foi feito com o programa MUSCLE (Edgard, 2004a; 2004b). Figura extraida do
artigo RUSSO; DE AZEVEDO, 2019.

“n

Comparada com as estrururas da rho (PALCZEWSKI et al., 2000) e A2A
(DORE et al., 2011; CONGREVE et al., 2012), a estrutura do CB1 (HUA et al.,
2016) apresenta uma hélice amfipatica adicional no terminal carboxila
envolvendo os residuos Lis 402-Met 411 e denominada aqui de hélice VIII. As
hélices da estrutura do CB1 exibem varia¢cdo nos angulos relativos de tor¢éo. A
estrutura do CB1 apresenta tor¢des na hélice IV (Pro 231 e Pro 251) e hélice VII
(Pro 358) que ocorrem devido a presenga destas prolinas. Além disso, a hélice
[l curva-se na posicao ocupada por um par de glicinas (Gly 194-Gly 195) o que
permite que o oxigénio da cadeia principal da Thr 197 faca uma ligacado de
hidrogénio forte com a cadeia lateral do residuo Thr 201. Um residuo de prolina

67



na vizinhanga do bolséo de ligacdo de antagonista do CB1 na hélice VIl (Pro
358) serve para torcer esta hélice, o que resulta na aproximacgado dos residuos
Leu 359 e Met 363 deste bolsao de ligacdo. Resumindo, as tor¢oes identificadas
no pacote de hélices alfa da estrutura do CB1 permitem um empacotamento mais
denso destas hélices e criam um bols&o de ligacdo com um volume de 424,3 A3
(Figura 24 C), suficiente para receber as moléculas de agonistas inversos.

A ECL3  N-terminal B

ECL2

ICL2 ICL3

Figura 24. Estrutura cristalografica do CB1 e AM6538 (cédigo de acesso PDB:
5TGZ) (HUA et al., 2016). A) Vista de perfil da estrutura cristalografica do CB1.
A parte superior esta voltada para o meio extracelular quando o CB1 esta
inserido na bicamada fosfolipidica. B) Vista de cima da estrutura do CB1. C)
Visualizacdo da cavidade acessivel ao sovente (gradeado verde) do bolsdo de
ligacdo do CB1. As Figuras 24 A e B foram geradas com o programa Visual
Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). A Figura
24 C foi gerada com o programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).
Figuras extraidas do artigo RUSSO; DE AZEVEDO, 2019.

A Figura 25 mostra detalhes estruturais do bolséo de ligagéo de agonistas
inversos do CB1. Nesta parte da estrutura ha a participacdo de residuos que
estdo envolvidos na torcdo das estruturas helicoidais. Foi observado, na
estrutura da rho (PALCZEWSKI et al., 2000), um sistema elaborado de
moléculas de agua, interconectadas por ligacdes de hidrogénio.

Uma analise detalhada das ligagGes de hidrogénio envolvendo moléculas
de agua, entre as hélices da estrutura cristalografica do CB1, revela uma ligacéo
de hidrogénio mediada por 4gua nos residuos de aminoacidos Arg 214 (hélice
[ll) e Gly 334 (hélice VI) e uma ligacdo de hidrogénio (sem a participacdo de
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molécula de agua) com a Tyr 224 (hélice curta entre as hélices Ill e IV) e Asp
213 (hélice 1lI). O namero menor de ligacdes de hidrogénio mediadas por
moléculas de agua na estrutura do CB1 € devido ao numero reduzido destas
moléculas identificadas no CB1 (sete moléculas de agua), contra 27 moléculas
de &gua na estrutura da rho.

A identificacdo de moléculas de &agua em estruturas de proteinas
resolvidas a partir da técnica de cristalografia por difracdo de raios X €
dependente de diversos fatores (CANDURI; DE AZEVEDO, 2008), notadamente
a resolucao cristalografica. Quanto melhor (menor nimero absoluto) a resolucao
cristalografica, mais precisa é a estrutura, o que permite a identificacdo maior
namero, em média, de moléculas de agua. O que, para essas duas estruturas,
ndo pode ser usado como explicacdo para diferenca no numero de moléculas de
agua, visto que ambas foram resolvidas com a mesma resolucgéo cristalogréfica,

2,80 A.
Helix V w Py

Helix L

Helix VI

Figura 25. Rede de ligacGes de hidrogénio na estrutura do CB1. Esta figura foi
gerada com o programa Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY et al.,
1996). Figura extraida do artigo RUSSO, DE AZEVEDO, 2019.

5.1.2. Simulagdes de Docking Molecular

Para validag&o do protocolo de docking molecular usando-se o MVD, nés
simulamos o encaixe da molécula AM6538 (cddigo do ligante: ZDG) contra a
estrutura do CB1 (cédigo de acesso PDB: 5TGZ). A Figura 26 mostra 0s
resultados de docking molecular. As coordenadas cartesianas do centro da
esfera de docking sdo x = 43,44 A; y = 27,17 A; z = 318,99 A, com um raio da
esfera de docking molecular de 14 A (Fig. 26 A). O melhor RMSD de docking
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obtido foi de 0,8 A (Fig. 26 B). A andlise dos resultados de docking molecular
para todas as poses geradas indica um coeficiente de correlacdo de Spearman
de 0,63 entre o RMSD de docking contra a energia de ligagcédo calculada pela
funcdo MolDock Score. (Fig. 26 C). Esse valor de correlacdo é levemente
significativo.

A

|
-
=3
=)

(kcal/mol)

o
5 —150

-200

Protein Sci

-250

=300
0

Docking RMSD (4)

Figura 26. Resultados do re-docking com a estrutura do CB1 (cédigo de acesso
PDB: 5TGZ). A) Estrutura do CB1 com a esfera de docking (em verde) usada em
todas as simulacBes. A estrutura mostra a pose (em vermelho) e a posicéo
cristalografica do ligante (cinza claro) AM6538. B) Resultado da simulacao de
docking mostra a pose (em vermelho) e a posicao cristalografica do ligante (cinza
claro) AM6538. C) Gréfico de dispersdo entre o valor previsto de energia e o
RMSD de docking. Cada triangulo no grafico de dispersao indica uma pose
gerada nas simulac¢des de docking molecular realizadas com o programa MVD.
As Figuras 26 A e B foram geradas com o programa MVD (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006). A Figura 26 C foi gerada com o programa SAnDReS
(XAVIER et al., 2016). Figuras extraidas do artigo RUSSO, DE AZEVEDO, 2019.

A aplicacéo do melhor protocolo de docking molecular usando o programa
MVD, que foi o uso da combinac¢édo do algoritmo da ACO com a fungéo Moldock
Score, mostrou os detalhes do modo de ligacdo das moléculas rimonabanto,
otenabanto e taranabanto, contra a estrutura do CB1. A Figura 27 mostra 0s
resultados das simulagdes de docking molecular (poses) para os agonistas
inversos rimonabanto, otenabanto e taranabanto comparada com a posicéo
cristalografica da molécula AM6538. Na figura 27, vemos claramente a boa
superposicao das posi¢coes geradas computacionalmente dos agonistas inversos
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(rimonabanto, otenabanto e taranabanto) com a posi¢do cristalografica da
molécula AM6538.

Figura 27. Docking molecular (poses) dos agonistas inversos. A) Todas as quatro
estruturas dos agonistas inversos. B) Estruturas dos AM6538 (cinza) e
rimonabanto (ZINC01540228) (azul). C) Estruturas dos AM6538 (cinza) e
otenabanto (ZINC03948997) (verde). D) Estruturas dos AM6538 (cinza) e
taranabanto (ZINC28701758) (vermelho). As Figuras foram geradas com o
programa Molegro Virtual Docker (MVD) (Thomsen & Christensen, 2006).
Figuras extraidas do artigo RUSSO, DE AZEVEDO, 2019.

5.1.3. Interacdes Intermoleculares entre CB1 e agonistas inversos

Para investigar as interacdes intermoleculares envolvendo CB1 com
ligantes usamos o programa LigPlot+ (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON,
1995; LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Os resultados dessa analise estédo
destacados na Figura 28. A analise das interacfes para estrutura cristalogréafica
do complexo CB1-AM6538 (Figura 28 A) mostra uma rede intricada de contatos
de van der Waals, como foi previamente reportado (HUA, et al., 2016).
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Figura 28. A analise das interacdes intermoleculares entre agonistas inversos e
o CB1. A) AM6538, B) rimonabanto (ZINC01540228), C) otenabanto
(ZINC03948997), D) taranabanto (ZINC28701758). Ligacdes de hidrogénio sdo
indicadas por linhas tracejadas com a indicagdo da distancia em A. Os residuos
de aminoacidos que participam de ligacdes de hidrogénio tém suas estruturas
desenhadas com todos os atomos. Os residuos de aminoacidos que participam
de contatos de van der Waals sdo desenhados como semicirculos com raios
divergentes. Os atomos dos ligantes que participam de interacdes de van der
Waals tém desenhos de raios divergentes nos circulos que representam 0s
atomos. As figuras foram geradas com o programa LigPlot+ (WALLACE;
LASKOWSKI; THORNTON, 1995; LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Figuras
extraidas do artigo RUSSO; DE AZEVEDO, 2019.
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Na estrutura do complexo CB1- AM6538 (Figura 28 A) (cédigo de acesso
PDB: 5TGZ) nédo ha ligacdes de hidrogénio intermoleculares entre o CB1 e a
molécula AM6538 (cddigo de ligante: ZDG). Vemos, principalmente, interacdes
hidrofébicas com o amino terminal e a alca ECL2. H4, também, interacdes
hidrofébicas com quase todas as hélices do CB1, com excecdo da hélice IV.
Vemos na estrutura da molécula AM6538 um anel central (anel pirrole) com trés
bracos que, seguindo a nomenclatura proposta por HUA et al., 2016, séo
chamados bragos 1, 2 e 3 (Figura 27).

No complexo CB1-AM6538, o anel pirrole localiza-se entre as hélices Il e
VII, onde observamos contatos hidrofobicos entre as cadeias laterais da Phe 170
(hélice 11) e da Ser 383 (hélice VII) (Figura 28 A). A maioria dos contatos com o
braco 1 da molécula AM6538 envolve os residuos das hélices Il (Gly 166 e Phe
170), Il (vVal 196) e VI (Cys 386 e Leu 387). O brago 1 faz interagdes 11 -1 com
o residuo Phe 170 e com atomos da cadeia principal do residuo Gly 166.
Observamos, ainda, contatos com o residuo Phe 268.

Considerando-se as interacdes intermoleculares do braco 2 da estrutura
da molécula AM6538, nds observamos interacdes -1 com 0s residuos Phe 102
e Phe 268. N6s identificamos, também, contatos hidrofobicos com a hélice IlI
(Leu 193 e Val 196) e VI (Leu 359). Finalmente, para o brago 3 da molécula
AM6538, ndo identificamos interacdes -1 com 0s residuos de aminoacidos do
CB1. Observamos contatos hidrofébicos do braco 3 da molécula AM6538 com
0s seguintes residuos de aminoacidos: Met 103, lle 105, Phe 170, Phe 174, Ala
380, Ser 383 e Met 384. Em resumo, as interacdes intermoleculares da molécula
AM6538 com o CB1 envolvem somente contatos de van der Waals. A andlise
das interagOes intermoleculares realizada com o LigPlot+ n&o identificou ligagdes
de hidrogénio intermoleculares no complexo CB1-AM6538. Um aspecto ao ser
destacado, é o papel do residuo de aminoacido Phe 170, que interage com o
anel central e com os bragos 1 e 3 da molécula AM6538.

A andlise da estrutura do complexo CB1l-rimonabanto, obtida por
simulacdo de docking molecular, revela uma rede de contatos de van der Waals
similares aos observados para a estrutura cristalografica do complexo CB1-
AM6538 (Figuras 28 A e 28 B). Nao observamos ligacbes de hidrogénio
intermoleculares entre rimonabanto e CB1l. A estrutura do anel pirrole da
molécula de rimonabanto ocupa aproximadamente o mesmo sitio de ligacdo do
anel pirrole da molécula de AM6538 (Figura 27 B).

A estrutura obtida por docking molecular do rimonabanto apresenta
também posicionamento similar para os bragos da estrutura, quando comparado
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com a molécula AM6538. Entre os 16 residuos de aminoacidos envolvidos em
contatos de van der Waals com a molécula AM6538, trés residuos néo sao
observados na estrutura do rimonabanto; séo eles Phe 174, Thr 197 e Ala 380.
Além disso, nés observamos a interacdo da His 178 no complexo CB1-
rimonabanto. Esse residuo ndo apresenta interacdes intermoleculares na
estrutura do complexo CB1-AM6538 (Figuras 28 A e 28 B). Essas pequenas
diferencas, observadas na rede de contatos de van der Waals entre os dois
complexos, sdo provavelmente devido a cadeia mais longo do braco 2 na
molécula AM6538 e ao posicionamento diferente do brago 3 na estrutura do
rimonabanto (Figura 27B).

Para o complexo CBl-otenabanto obtido por docking molecular, nés
observamos uma ligacédo de hidrogénio intermolecular envolvendo o residuo His
178 (Figura 28 C). Esta histidina mostra contatos de van der Waals no complexo
CB1l-rimonabanto, mas sem ligagbes de hidrogénio com o rimonabanto.
Tomando a estrutura do complexo CB1-AM6538 como referéncia, nés nao
observamos interacdes intermoleculares envolvendo os residuos Thr 197, Phe
268 e Cys 386. Ha quatro contatos adicionais com o ligante otenabanto, além de
His 178, nés observamos contatos de van der Waals envolvendo os residuos lle
119, Ala 120 e Phe 379. Essas diferencas no padrdo de interacfes
intermoleculares, sdo, provavelmente, devidas a maior estrutura do otenabanto,
gue substitui o anel pirrole encontrado nos ligantes AM6538 e rimonabanto.

Finalmente, para a estrutura do complexo CB1-taranabanto, nés
observamos quatro ligagcbes de hidrogénio intermoleculares envolvendo os
residuos de aminoacidos Thr 197 e Ser 383, duas interacdes para cada residuo
(Figura 28 D). A analise das estruturas prévias ndo mostrou a participacdo
desses residuos em ligacdes de hidrogénio intermoleculares. A estrutura do
complexo CB1-taranabanto exibe a maioria dos contatos de van der Waals
observados para a estrutura do CB1-AM6538, com duas excecdes, os residuos
Gly 166 e Ala 380. O agonista inverso taranabanto apresenta interacdes
hidrofébicas envolvendo os residuos Trp 356 e Phe 379. NOs propomos que
essas diferencas podem ser devidas a substituicdo do anel pirrole presente nas
estruturas das moléculas de AM6538 e rimonabanto por uma estrutura flexivel
com seis angulos de tor¢ao, que foram colocadas com liberdade de giro durante
as simulacdes de docking molecular do taranabantoe contra a estrutura do CB1.

5.1.4. CONCLUSAO ARTIGO 1
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A andlise geral dos resultados revelou aspectos interessantes da estrutura
cristalogréfica do CB1-AM6538 e dos complexos do CB1 com agonistas inversos
obtidos por simulacédo de docking molecular. Esses resultados nos permitem
destacar alguns aspectos estruturais relevantes para as interacfes dessas
moléculas com o CB1. O papel central excercido pelos residuos Phe 170 e Leu
359 em todos os complexos de CB1 e a identificacdo de ligacbes de hidrogénio
envolvendo otenabanto e taranabanto, destacam a importancia da investigacao
das interagcbes intermoleculares no desenho e desenvolvimento de novos
agonistas inversos para o CB1. A identificacdo dos residuos-chave responséveis
para a especificidade de ligantes é especialmente interessante se considerarmos
o desenvolvimento de farmacos que ndo cruzam a barreira hematoencefalica,
por exemplo, aqueles para tratar doengas metabdlicas relacionadas a obesidade
(HUA, et al., 2016; JANERO, et al., 2011; MAZIER, et al., 2015; COTA, 2017;
TAM, et al., 2017). Por esta razéo, a descricdo dos residuos-chave responsaveis
pela especificidade de farmacos nos ajuda a focar na parte do agonista inverso
gue pode alterar a lipofilicidade. Por exemplo, adicionar doadores ou aceitadores
de ligacdes de hidrogénio na estrutura do brago 2 da molécula de taranabanto
pode aumentar a especificidade por CB1 e diminuir a lipofilicidade. Ou de outra
forma, a adicdo de um grupo metil na estrutura do braco 3 da molécula de
taranabanto tem o potencial de aumentar a lipofilicidade.

5.2. RESULTADOS E DISCUSSAO DO ARTIGO 2
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A dipirona é uma pro-droga utilizada ha um século no tratamento da dor
moderada. O mecanismo molecular principal da acdo analgésica da dipirona foi
desconhecido por muito tempo. Em relacdo a ativacdo do SEC, recentemente,
Santos et al. (DOS SANTOS, et al., 2014) sugeriu um possivel papel da dipirona
ativando o CB1. Além disso, também recentemente foi resolvida a estrutura do
CB1, desta vez complexado a agonistas derivados do THC (HUA, et al. , 2017),
tornando possivel o uso desta estrutura na aplicacdo de simulacdes
computacionais de docking molecular para investigar as interacdes proteina
ligante que possam auxiliar no desenvolvimento de farmacos. A analise do
metabolismo da dipirona indica que seu metabdlito 4-aminoantipirina (4-AA)
(Figura 29) é ativo e participa dos efeitos analgésicos na ativacdo de CB1 no
SNP. Varias pesquisas mostram evidéncias fortes da acdo de 4-AA nos CB1,
tanto no SNC, como no SNP (MAIONE, et al., 2015; ESCOBAR, et al., 2012),
além de ter seu efeito antagonizado por antagonistas de CB1 como AM251
(CRUNFLI; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2015). Além disso, a dipirona como
agonista CB1 também foi testada em relacdo a seus efeitos comportamentais,
tendo efeitos analgésicos, hipotérmicos e de hipomotilidade em ratos
(SCHLOSBURG, et al., 2012), além de catalepsia (CRUNFLI; VILELA; GIUSTI-
PAIVA, 2015). Esses quatro comportamentos sdo também observados
rotineiramente com o tratamento de ratos com THC, sendo largamente usados
em pesquisa e conhecidos como Testes da Tétrade Comportamental
Canabinoide (FRIDE, et al., 2006). Tendo como partida os achados de que o
metabdlito de dipirona 4-AA age como agonista em relacdo a CB1 (DOS
SANTOS, et al., 2014), e usando a estrutura de CB1 complexada a um agonista
(HUA, et al. , 2017), nés testamos a hipétese de 4-AA como agonista do CB1
usando estudos de simulacdo computacional.

FIGURA 29. Estruturas moleculares de dipirona (a) e 4-aminoantipirina (b).

5.2.1. Simulagdes de Docking Molecular
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Para validacdo do protocolo de docking molecular usando-se o MVD
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006), n6és simulamos o docking do ligante
AM11542 (codigo do ligante: 8D3) contra a estrutura do CB1 (cédigo de acesso
PDB: 5XRA). Nos utilizamos o algoritmo ACO como mecanismo de busca e a
funcdo escore Plants no calculo da energia da pose, e o programa SAnDReS
calculou o RMSD entre as poses e a posicéao cristalografica do ligante AM11542
(XAVIER, et al., 2016). NOs realizamos o download da estrutura da molécula de
4-AA (ZINC61079) a partir do banco de dados do ZINC (WALLACE;
LASKOWSKI; THORNTON, 1995; LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011), e da
estrutura 5XRA do CB1 do PDB (BERMAN, et al., 2000) e utilizamos a mesma
semente aleatoria (1369043707) em todas as simulagbes de docking. As
coordenadas cartesianas do centro da esfera de docking foram x = -42,18;y = -
164,18; z = 306,52 A, e o raio da esfera de docking foi de 15 A. O melhor
RMSD obtido foi de 0,8 A. Nds utilizamos a funcdo escore Plants para gerar as
poses. Depois utilizamos o programa Sandres para calcular o RMSD entre as
poses e a posicao cristalografica do ligante AM11542, e a posicdo de menor
energia apresentou RMSD de 0,92 A. A energia total do complexo (escore
Plants) foi -124,774 au (unidades arbitrarias). A avaliacdo da energia total
(escore Plants) do complexo usando as coordenadas cristalograficas do ligante,
mostrou energia semelhante, de -114,767 au. Essa pequena diferenca, de
10,007 au (8,02%), é devida ao deslocamento de 0,92 A da posi¢éo da pose em
relacdo a posicao cristalografica do ligante (Figura 30).

C24 Br25

FIGURA 30. Resultados do redocking com a estrutura do CB1 mostra a pose
(em cinza escuro) e a posicao cristalografica do ligante (cinza claro) Figura foi
gerada com o programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

A aplicacéo deste protocolo descrito, para a estrutura do 4-AA, mostrou
que era necessario reposicionar o centro da esfera de docking para as
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coordenadas x = -41,19; y = -165,55; z = 308,08 A, com um raio de 6 A, para se
beneficiar da similaridade de formas entre 4-AA e o sistema de anéis do
AM11542. A avaliagédo das poses obtidas através do docking entre 4-AA contra
a estrutura cristalografica de CB1 (PDB 5XRA) mostrou que o escore Plants
variou entre -48,5925 a -46,2056 au. NOs consideramos a pose com 0 menor
escore como a melhor pose, e usamos suas coordenadas atbmicas para analisar
as interacdes moleculares entre CB1 e 4-AA. Embora a energia total do
complexo entre 4-AA e CB1 ter sido maior do que a energia total do complexo
de CB1 com o agonista AM11542, a maioria das interagdes intermoleculares
fundamentais estdo conservadas na estrutura de docking entre 4-AA e CB1, e,
além disso, por 4-AA ser uma estrutura que contém apenas o sistema de anéis,
e por perder as interacfes favoraveis da cadeia alquila do AM11542, este
resultado ja era esperado (Figura 31).

FIGURA 31. Superposi¢cdo entre a pose de menor energia entre 4-AA (cinza
escuro) e a posicao cristalografica do ligante AM11542 (cinza claro). Figura foi
gerada com o programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

A analise tridimensional da distribuicdo dos residuos hidrofébicos comuns
presentes nas interacfes de CB1 tanto com 4-AA quanto com AM11542, mostra
quatro regifes hidrofébicas (Figura 32). A regido hidrofébica 1 € composta dos
residuos Phe 170, Phe 174 e Phe 177, localizados na hélice Il de CB1. Uma
segunda regido hidrofébica mostra os seguintes residuos, encontrados na hélice
[ll: Phe 189, Leu 193 e Val 196, uma regido hidrofébica 3, de menor tamanho,
esta em posicéo oposta a regido 2, e € composta pelo residuo Phe 379, na hélice
VII. Por ultimo, a regido hidrofébica 4 apresenta o residuo Phe 268, o qual se
localiza entre as hélices IV e V. O unico residuo que participa em uma ligacao
de hidrogénio é Ser 383. Este residuo polar fica na hélice VII. Sua cadeia lateral
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esta proxima as regides hidrofébicas 1 e 3, que o acomodam numa orientacéo
favoravel a participar na ligacdo de hidrogénio intermolecular.

FIGURA 32. As regifes hidrofébicas identificadas na participacao de interacdes
moleculares entre CB1-4-AA e entre CB1-AM11542. A figura foi gerada com o
programa MVD (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

5.2.2 Interacdes Moleculares entre CB1 e 4-AA.

NOs utilizamos o programa LigPlot+ (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON,
1995; LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011) para analisar as interagbes
moleculares na estrutura obtida pela simulacdo de docking entre CB1 e 4-AA e
para analisar as interacdes moleculares entre AM11542 (co6digo 8D3) e CB1
(PDB 5XRA) na estrutura cristalografica. NGs encontramos contatos de van der
Waals entre a estrutura de 4-AA e os residuos Phe 174, Phe 177, His 178, Phe
379, e uma ligacéo de hidrogénio em Ser 383. Além disso, também identificamos
interacdes entre Phe 170, Phe 189, Leu 193, Val 196 e Phe 268 (Figura 33).
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FIGURA 33. A analise das intera¢cfes intermoleculares entre 4-AA e o CB1. As
figuras foram geradas com o programa LigPlot+ (WALLACE; LASKOWSKI,
THORNTON, 1995) Figuras extraidas do artigo RUSSO; DE AZEVEDO, 2020.

Ja entre a estrutura de CB1 e AM11542, nds encontramos uma ligacédo de
hidrogénio também em Ser 383, e interacdes de van der Waals envolvendo Phe
170, Phe 174, Phe 177, Phe 189, Leu 193, Thr 197, Val 196, lle 267, Phe 268,
Pro 269, Leu 276, Trp 279, Leu 359, Met 363, e Phe 379 (Figura 34).
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FIGURA 34. A andlise das interacdes intermoleculares entre AM11542 e o CB1.
As figuras foram geradas com o programa LigPlot+ (WALLACE; LASKOWSKI;
THORNTON, 1995). Figuras extraidas do artigo RUSSO; DE AZEVEDO, 2020.

A superposicéo das duas estruturas mostrou 0s mesmos contatos de van
der Waals envolvendo os residuos Phel70, Phe 174, Phe 177, Phe 189, Leu
193, Val 196, Phe 268 e Phe 379, além da ligacdo de hidrogénio conservada em
Ser 383 (Figura 35).
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FIGURA 35. A andlise das interacfes intermoleculares para a superposicao
entre as estruturas do CB1 com 4-AA e AM11542. As figuras foram geradas com
o programa LigPlot+ (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1995;
LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Figuras extraidas do artigo RUSSO; DE
AZEVEDO, 2020.

Nos estudos estruturais de CB1, ndés encontramos as seguintes
semelhancas entre as interacdes moleculares que evidenciamos e as que foram
mostradas nesses estudos.

Hua et al. (HUA, et al., 2016) dividiu o agonista inverso de CB1, AM6538,
em um anel pirazol e trés bracos. O anel pirazol interage com Phe 170, Phe 379
e Ser 383. O braco 1 interage com Phe 170 e Val 196. O braco 2 tem interacdes
com Leu 193, Val 196, Thr 197, Leu 359 e Met 363. E o braco 3 forma interacdes
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com os residuos hidrofébicos Met 103, lle 105, lle 119, Ser 123, Phe 170, Phe
174, Ala 380, Ser 383 e Met 384.

No estudo de Shao et al. (SHAO, et al., 2016), no qual o CB1 esta ligado
ao agonista inverso taranabanto, a maior parte dos residuos do bolséo de ligacdo
de CB1, identificados em estudos mutagénicos, como determinantes para a
interacado, estdo em contato com o taranabanto, incluindo Phe 170, Phe 174, Leu
193, Phe 379 e Ser 383.

J& nos estudos em que CB1 estd complexado com agonistas, Hua et al.
(HUA, et al., 2017) observou que o sistema de anel triciclico de AM11542, forma
interacdes TT—11 com Phe 268, Phe 379, Phe 189 e Phe 177, e uma ligacao de
hidrogénio com Ser 383. A cadeia alquila do AM11542 se extende em um canal,
fazendo interacdes hidrofébicas com Leu 193, Val 196, Tyr 275, Leu 276, Leu
359 e Met 363. As cadeias alquilas mais longas permitem mais interacdes com
0 CB1, o que esta de acordo com estudos de relacdo entre atividade e estrutura
de canabinoides, 0os quais mostram que 0s comprimentos maiores das cadeias
alquilas estéo relacionadas a maior afinidade do ligante. [39,40].

5.2.3. Concluséao do Artigo 2

Nés propusemos um alvo molecular para o metabdlito da dipirona, 4-AA.
Novas evidéncias mostram a interacdo de 4-AA com CB1. NOs realizamos
docking molecular e analise das interacdes moleculares entre 4-AA e CB1, e
observamos véarias semelhancas entre essas interacbes moleculares e aquelas
entre CB1 e o0 agonista AM11452, as quais envolviam os residuos Phe 170, Phe
174, Phe 177, Phe 189, Leu 193, Val 196, Phe 379, e Ser 383. Este ultimo
residuo apresentou somente interacdes hidrofébicas quando ligado a agonistas
inversos, e ligacdo de hidrogénio quando ligado a agonistas. E possivel
especular que a ocorréncia de Ser 383 em ambiente hidrofébico pode ser
explorada no desenho de ligantes especificos para CB1 ja que isto poderia
contribuir na diminuicdo da energia de ligacdo necessaria a outras ligacdes de
hidrogénio intermoleculares. 4-AA € uma molécula que mostra similaridade de
formas e similaridade de interacdes moleculares com o sistema de anéis do
agonista de CB1 AM11542, ndo apresentando a cadeia alquila. O comprimento
da cadeia alquila é associado com a afinidade do ligante a CB1 (HUA, et al.,
2017; NIKAS, et al. 2010; XIE; MELVIN; MAKRIYANNIS,1996)

Nés hipotetizamos que a disfuncdo cognitiva causada por alguns
agonistas CB1 poderia ser causada pelas interacdes moleculares entre CB1 e a
cadeia alquila presente em THC e alguns derivados, e faltando em 4-AA. Juntos,
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a analise mecanistica e o presente estudo de simulacdo computacional indicam
gue 4-AA possivelmente interage com CBL1.

6. CONCLUSAO
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Na interacdo do CB1 com agonistas, observam-se os residuos Phe 170,
Phe 174, Phe 177, Phe 189, Leu 193, Thr 197, Val 196, lle 267, Phe 268, Pro
269, Leu 276, Trp 279, Leu 359, Met 363, e Phe 379.

Na interacdo do CB1 com agonistas inversos, se observam os residuos
Phe 102, Met 103, lle 105, lle 119, Ala 120, Gly 166, Phe 170, Phe 174, His 178,
Leu 193, Val 196, Thr 197, Phe 268, Trp 356, Leu 359, Phe 379 Ala 380, Ser
383, Met 384, Cys 386 e Leu 387.

Deve-se dar atengdo especial, nos agonistas inversos, aos residuos Phe
102, Met 103, lle 105 do terminal amino, ao residuo Phe 170 na hélice Il, e ao
residuo Phe 268 em ECL2. Na hélice VII, sempre vao ser observados dois ou
trés residuos nas interacées com agonistas inversos, sendo o mais encontrado,
o residuo Ser 383. Os residuos Phe 170 e Leu 359 foram observados em todas
as estruturas de CB1 com agonistas inversos.

Os residuos Phe 170, Phe 174, Phe 177, Phe 189, Leu 193, Val 196, e
Ser 383 estavam presentes em todas as estruturas analisadas, tanto nas
estruturas do CB1 complexado a agonistas inversos, como nas estruturas do
CB1 complexado a agonistas, mostrando sua importancia na especificidade de
interacdo com CB1 e sendo relevantes para o desenho de farmacos.

/. TRABALHOS FUTUROS
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O desenvolvimento de um protocolo de docking molecular confiavel torna
possivel explorarmos as estruturas cristalograficas do CB1 e mais recentemente
do CB2 para estudar as interacdes intermoleculares de potenciais ligantes contra
estes importantes alvos para o desenho de farmacos. Pretendemos avancar com
esta pesquisa, explorando bibliotecas de pequenas moléculas, como as
disponiveis no ZINC (IRWIN; SHOICHET, 2005; IRWIN et al., 2012),
investigando outras moléculas que apresentam potencial de interagir com o CB1
por meio de abordagens computacionais.
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Advances in the Understanding of the Cannabinoid
Receptor 1 - Focusing on the Inverse Agonists
Interactions
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Abstract

Background: Cannabincid Receptor 1 [CB1) is a membrane protein prevalent in the central nervous
system, whose crystallographic structure has recently been solved. Stedies will be needed to
investigate CB1 complexes with its ligands and its role in the development of new drugs,

Objective: Our goal here is to review the studies on CB1, starting with general aspects and focusing
on the recent structural studies, with emphasis on the inverse agonists bound struciures,

Methods: We start with a literature review, and then we describe recent studies on CEB 1
crystallographic structure and docking simulations. We use this structural information to depict
protein-ligand interactions. We also describe the molecular docking method to obtain complex
structures of CB 1 with inverse agonists.

Results: Aralysis of the crystallographic structure and docking results revealed the residues
responsible for the specificity of the inverse agonists for CB 1, Most of the intermolecular interactions
involve hydrophobic residues, with the participation of the residues Phe 170 and Leu 359 in al
complex structures investigated in the present study, For the complexes with otenabant and
taranabant, we observed intermaolecular hydrogen bonds imvolving residues His 178 (otenabant) and
Thr 197 and Ser 353 (taranabarnt).

Condusion: Analysis of the structures involving inverse agonists and CB 1 revealed the pivotal role
played by residues Phe 170 and Leu 359 in their interactions and the strong intermeolecular hydrogen
bonds highlighting the importance of the exploration of intermolecular interactions in the
development of novel imverse agonists,

Keywords: Cannabinoid recepton GPCR. docking: drug design: inverse agonist membrane protein.,
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Computational Analysis of Dipyrone Metabolite 4-
Aminoantipyrine as a Cannabinoid Receptor 1
Agonist
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Abstract

Background: Cannabinoid receptor 1 has its crystallographic structure available in complex with
agoenists and inverse agonists, which paved the way to establish an understanding of the structural
basis of interactions with ligands. Dipyrone is a prodrug with analgesic capabilities and which is widely
used in some countries, Recently it was shown some evidence of a dipyrone metabolite acting over
the Cannabincid Receptor 1.

Objective: Our goal here is to explore the dipyrone metabolite 4-aminoantipyrine as a Cannabinoid
Receptor 1 agonist, reviewing dipyrone characteristics, and investigating the structural basis for its
interaction with Cannabinoid Receptor 1.

Method: We reviewed here recent functional studies related to the dipyrone metabolite focusing on
its action as a Cannabinoid Receptor 1 agonist. We also analyzed protein-ligand interactions for this
compiex cbtained through docking simulations against the crystallographic structure of the
Cannabinoid Receptor 1.

Results: Analysis of the crystallographic structure and docking simulations revealed that most of the
interactions present in the docked pose were also present in the crystaliographic structure of
Cannabinoid Receptor 1 and agonist.

Conclusion: Analysis of the complex cf 4-aminoantipyrine and Cannabincid Receptor 1 revealed the
pivotal role played by residues Phe 170, Phe 174, Phe 177, Phe 188, Leu 193, Val 196, and Phe 379,
besides the conserved hydrogen bond at Ser 383. The mechanistic analysis and the present
computational study suggest that the dipyrone metabolite 4-amincantipyrine interacts with
Cannabinoid Receptor 1.

Keywords: 4-aminoantipyrine; cannabinoid receptor 1; dipyrone; docking; metamizole; molecular
interactions.
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