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RESUMO

A cannabis refere-se a um género de plantas que pertence as Cannabaceas, familia de plantas
Rosales (plantas com flores) que contém substincias aromadticas e canabindides, havendo
registros de seu uso no continente asidtico, com fins terapéuticos, que remontam cerca de
2.500 a.C., mas que no século XX também passou a ser usada com fins recreativos. O delta 8
tetrahidrocanabinol (A%-THC), o delta 9 tetrahidrocanabinol (A’-THC) e canabidiol (CBD) sdo
seus principais compostos canabinoides, sendo os dois primeiros com propriedades
psicotropicas que podem levar a dependéncia, enquanto o CBD nao apresenta tal propriedade,
o que lhe confere preferéncia para uso medicinal. Ja existem medicamentos produzidos no
mundo a base de cannabis sativa, mas no Brasil a legislagdo ainda ¢ rigorosa quanto a sua
aplicagdo, permitindo a importagao de medicamentos a base de CBD que nao possuam mais
de 0,2% de tetrahidrocanabinol (THC), podendo ser maior, exclusivamente, para os pacientes
que nao disponham de alternativas de tratamento. Para a melhor compreensdo de seu
potencial terapéutico e suas propriedades fisico-quimicas, esse trabalho buscou através de
calculos computacionais empregando a metodologia de docagem molecular, estudar as
propriedades fisico-quimicas do CBD, compreender como os compostos canabindides, o A’-
THC e CBD, interagem com seus receptores CB1 ¢ CB2, o que fomentard a realizagdo de
maiores estudos sobre esse tema. Para isso a metodologia foi baseada na pesquisa tanto
qualitativa, quanto quantitativa, em que, primeiramente realizou-se uma revisao da literatura
sobre as caracteristicas e propriedades da planta cannabis sativa e sobre os métodos
disponiveis na quimica computacional, em especial na docagem molecular, que permite a
modelagem molecular antes de se adentrar com os testes laboratoriais, economizando recursos
e tempo nas pesquisas. Em seguida foram realizados calculos tedricos para obtencao das
propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo, como cargas e energia e por ultimo,
foram realizados célculos de docagem para o entendimento das interagdes entre 0s compostos
e seus receptores. Foi possivel observar que o valor da Norma de Gradiente RMS, para o
CBD foi quatro vezes maior que o A>-THC, e que o CBD realiza ligagdes de hidrogénio com
o receptor CB2, em maior quantidade que os demais endocanabinoides, e ainda constatar o
poder das ferramentas da quimica computacional, como a otimizagdo ¢ docagem molecular.

Palavras chaves: Cannabis Sativa; Canabidiol; Propriedades Fisico-quimicas; Quimica
Computacional; Docagem Molecular.



ABSTRACT

Cannabis refers to a genus of plants that belongs to the Cannabaceas, a Rosales plant family
(flowering plants) that contain aromatic substances and cannabinoids, with records of its use
on the Asian continent for therapeutic purposes dating back to around 2500 BC., but which in
the 20th century also began to be used for recreational purposes. Delta 8 tetrahydrocannabinol
(A%-THC), delta 9 tetrahydrocannabinol (A’-THC) and cannabidiol (CBD) are its main
cannabinoid compounds, the first two with psychotropic properties that can lead to
dependence, while CBD does not present this property, which gives it preference for
medicinal use. There are already medicines produced in the world based on cannabis sativa,
but in Brazil the legislation is still strict regarding its application, allowing the importation of
medicines based on CBD that do not contain more than 0.2% of tetrahydrocannabinol (THC),
which may be higher, exclusively for patients who do not have treatment alternatives. For a
better understanding of its therapeutic potential and its physicochemical properties, this work
sought through computational calculations using molecular docking methodology, to study
the physicochemical properties of CBD, to understand how cannabinoid compounds, A’-THC
and CBD, interact with their CB1 and CB2 receptors, which will encourage further studies on
this topic. For this, the methodology was based on both qualitative and quantitative research,
in which, firstly, a review of the literature was carried out on the characteristics and properties
of the cannabis sativa plant and on the methods available in computational chemistry,
especially in molecular docking, which allows molecular modeling before going into
laboratory tests, saving resources and time in research. Then, theoretical calculations were
performed to obtain the physicochemical properties of the compounds under study, such as
charges and energy, and finally, docking calculations were performed to understand the
interactions between the compounds and their receptors. It was possible to observe that the
value of the RMS Gradient Norm for CBD was four times greater than that of A>-THC, and
that CBD performs hydrogen bonds with the CB2 receptor, in greater amounts than the other
endocannabinoids, and also to observe the power of computational chemistry tools, such as
molecular optimization and docking.

Keywords: Cannabis Sativa; Cannabidiol; Physicochemical Properties; Computational
Chemistry; Molecular Docking.
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1 INTRODUCAO

A cannabis sativa ¢ uma planta de origem asiatica e que ha milénios ¢ conhecida por
suas propriedades terapéuticas, mas que recentemente no século XX passou a ser usada com
fins recreativos, passando a ser proibida em boa parte do planeta, devido suas propriedades
alucindégenas e de dependéncia. Entretanto varias de suas aplicacdes terapéuticas foram
relatadas a partir das culturas que indicavam essa planta para o combate de males como
ansiedade, depressdo, epilepsia, além de seu uso como antiemético e analgésico (RIBEIRO,
2014).

Estudos recentes foram capazes de mostrar que os principios ativos responsaveis por
essas propriedades da planta eram os canabindides com destaque para o tetrahidrocanabinol
(THC) e o canabidiol (CBD). Tanto o THC, quanto o CBD apresentam propriedades
terapéuticas, entretanto o CBD ndo possui propriedades alucindgenas e ndo causa a
dependéncia quimica que ocorre com o THC (VIEIRA, MARQUES, SOUSA, 2020).

Com as descobertas mais recentes, 0 CBD vem se mostrando uma substancia com
significativa importancia terapéutica, o que nos leva a refletir no problema de pesquisa desse
trabalho: que propriedades fisico-quimicas implicam nas propriedades terapéuticas desta
substancia? Pressupde-se que compreendendo como estas propriedades fisico-quimicas
podem vir a desencadear as propriedades terap€uticas, teremos a possibilidade de desenvolver
novos medicamentos para tratar disfun¢des neurologicas severas. Gragas aos progressos na
mecanica quantica, tivemos uma evolucdo da quimica teodrica, que acompanhada do
aprimoramento da tecnologia da informagdo, houve um grande avango da quimica
computacional no desenvolvimento de software para simulacdo das interagdes moleculares
com ampla aplicabilidade, em especial na Bioquimica e na sintese de farmacos (MARGON,
2001), técnica que sera aplicada neste estudo para otimizacdo da molécula CBD e
compreender como interage quimicamente com seus receptores, os chamados receptores

canabinoides.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar as propriedades fisico-quimicas e elencar as terapéuticas do canabidiol

(CBD), composto extraido da planta cannabis sativa.

2.1 Objetivos especificos

Com o intuito de se atingir o objetivo geral deste trabalho, tem-se como objetivos

especificos:
- Calcular as propriedades fisico-quimicas do CBD, através de céalculos quanticos;

- Estudar as propriedades dos receptores celulares que interagem com o CBD, o CB1 e

o CB2, receptores canabindides;

- Buscar na literatura quais propriedades terapéuticas sdo associadas ao tratamento

com CBD;

- Realizar calculos de interagio do A%-THC, A’-THC e CBD com os receptores

canabindides através do método de docagem molecular (no inglés molecular docking).



3 JUSTIFICATIVA

A presente pesquisa mostra-se pertinente e oportuna devido ao elevado potencial
terapéutico ¢ medicamentoso do CBD, sem apresentar as propriedades alucindgenas e de
dependéncia como ocorre no THC, também obtido a partir da cannabis sativa.

Devido ao uso recreativo da cannabis sativa que gerou dependéncia de seus usudrios,
muitos paises proibiram o cultivo, consumo e refinamento das substincias desta planta e
consequentemente o estudo das substancias que a compde foram ignorados por muito tempo,
sem cogitar seu potencial terapéutico. Somente a partir de 1964 com a descoberta do THC e
mais posteriormente em 1992 com a descoberta da anandamida, neurotransmissor
endocanabinodide do sistema nervoso central, que as pesquisas passaram a ser fomentadas,
portanto este trabalho se justifica para amenizar as lacunas deste lapso de tempo nas pesquisas
sobre o tema.

Destaca-se a atual adesdo de varios paises ao uso do 6leo contendo o principio ativo
CBD para tratamento como ansiolitico, antiemético, antipsicético, além de propriedades
antioxidantes neuroprotetoras. Inclui-se o Brasil que considerava at¢ 2014 o CBD como
substancia proibida devido sua origem partir da cannabis sativa, sendo regulado seu uso para
importagao a partir da Resolugdo de Diretoria Colegiada — RDC n° 327 de 09 de dezembro de
2019, emitida conjuntamente pelo Ministério da Satde e Anvisa - Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria. Esta resolugdo fixou as condi¢des e procedimentos para fabricacdo e
importagado e estabelece requisitos para comercializagdo, prescri¢do e dispensacao de produtos
com origem na cannabis para fins medicinais de uso humano, o que abre também o leque para

pesquisa destas substancias, corroborando para estimular este trabalho.



4 REFERENCIAL TEORICO

A cannabis refere-se a um género de plantas que pertence as Cannabaceas, familia de
plantas Rosales (plantas com flores) que contém substancias aromadticas e canabindides e que
referenda trés subespécies de plantas ilustrado na Figura 1: cannabis sativa, cannabis indica e
cannabis ruderalis. Entretanto, a partir do sequenciamento genético, muitos pesquisadores
consideram que a cannabis indica e cannabis ruderalis sao subespécies da cannabis sativa,
que se adaptaram a diferentes regides do mundo: A cannabis sativa ¢ encontrada na Africa,
América Central, Sudeste Asiatico e partes ocidentais da Asia e que devido ao clima
apresentam doses mais baixas de CBD e mais altas de THC; a cannabis indica ¢ nativa do
Afeganistio, India, Paquistdo e Turquia, apresentam niveis mais altos de CBD e mais baixo
de THC; e a cannabis ruderalis ¢ adaptada para ambientes extremos como Europa Oriental,
regides do Himalaia na India, Sibéria e Russia e possuem quantidade maior de CBD e
menores de THC, mas insuficiente para seu aproveitamento medicinal (HONORIO,

ARROIO, SILVA, 2006) (MORALIS, SILVA, LIMA, 2021).

Figura 1: Subespécies da Cannabis: cannabis sativa, cannabis indica e cannabis

ruderalis.
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Fonte: GeaSeeds e Azarius, (2017, apud ROCHA 2019, p. 9).

Conforme explica Oliveira e Bitencour (2021) a cannabis sativa apresentam
individuos masculinos e femininos, sendo que os individuos masculinos apresentam maior
porte, ramos mais finos e folhas mais longamente em formato de langa que os individuos
femininos e, em geral, as plantas masculinas morrem ao polinizar as plantas femininas.

Morais, Silva e Lima (2021) completam que estas plantas apresentam aproximadamente 400



substancias quimicas, sendo cerca de 60 conhecidas como canabindides. A cannabis é nativa
do continente asiatico, mas se desenvolve muito bem em regides do globo com clima tropical
ou temperado. Era utilizada para confeccionar cordas, tecidos e extrair tinturas. Sua fibra ¢
uma das mais resistentes dentre o reino vegetal (até cinco vezes mais resistente que o algodao)
e foi muito usada para confeccdo da corda de canhamo, e por isso também era chamada de

canhamo da india (OLIVEIRA, 2019).

Segundo Carlini et al. (2005, apud Morais, Silva e Lima, 2021) existem registros do
uso da cannabis sativa a cerca de 2.500 a.C. no continente asiatico, com fins terapéuticos.
Mas somente no século XX passou a ser usada com uso recreativo, sendo considerada ilegal
devido seus efeitos prejudiciais, alucindgenos e de dependéncia. Ressalta-se que dos mais de
60 canabinoides encontrados na cannabis destacam-se o tetrahidrocanabinol (THC) ¢ o
canabidiol (CBD), por apresentarem propriedades medicinais e terapéuticas como atividade
analgésica, antitumoral, antiemética, estimulante de apetite e relaxamento muscular

(HONORIO, ARROIO, SILVA, 2006) (MORAIS, SILVA, LIMA, 2021).

Meissner e Cascella (2021) ainda completam que o composto canabindide psicoativo
mais importante ¢ o tetrahidrocanabinol (THC), em particular o isomero delta nove
tetrahidrocanabinol (A’~THC), mas que outros compostos de destaque presentes na cannabis
sativa sao canabidiol (CBD), cannabigerol (CBG), canabinol (CBN), canabicromeno (CBC) e
olivetol. O canabidiol (CBD) ndo ¢ intoxicante, por ndo apresentar propriedade pisicoativa,
exercendo varios efeitos farmacoldgicos benéficos como atividade analgésica,
antiinflamatoéria, ansiolitico, antiemético, antipsicotico, além de propriedades antioxidantes
neuroprotetoras. O delta oito tetrahidrocanabinol (A®-THC) é outro isdmero canabindide
presente na cannabis sativa, que diferencia-se estruturalmente do A>-THC pela localizagio de
uma ligacdo dupla, que no AS-THC fica no carbono 8, enquanto no A’>~THC fica no carbono 9.
Essa simples diferenca de posi¢do da ligacdo dupla favorece a atividade biolégica do A’-THC
sobre 0 AS-THC (A°-THC > A3-THC), tornando-o mais potente, além de ser mais abundante
na planta, que o A-THC (HONORIO, ARROIO, SILVA 2006). Do ponto de vista biologico,
o A%-THC tem efeito similar ao A~ THC, porém com um potencial psicotropico mais baixo, o
que vem lhe dando potencial terapéutico promissor, apresentado propriedades antieméticas,
ansioliticas, estimulantes de apetite, analgésicas e neuro protetoras (SECHAT, 2021). A
Figura 2 demonstra a férmula estrutural da A°>-THC (C21H3002), a Figura 3 demonstra a
formula estrutural do A3-THC (C21H300:) e a Figura 4 demostra a formula estrutura do CBD

(C21H3002).
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Figura 2: (6aR,10aR)-6,6,9-trimethyl-3-pentyl-6a,7,8,10a-tetrahydro-6H-
benzo[c]chromen-1-ol (A’-THC).
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Fonte: MORALIS, SILVA, LIMA (2021, p.3).

Figura 3: 6,6,9-trimethyl-3-pentyl-6a,7,10,10a-tetrahydrobenzo[c]chromen-1-ol (A®-
THC)

Fonte: HONORIO, ARROIO, SILVA (2006, p. 323).

Figura 4: 2-[(1R,6R)-6-isopropenyl-3-methylcyclohex-2-en-1-yl]-5-pentylbenzene-
,3-diol (CBD).
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Fonte: MORALIS, SILVA, LIMA (2021, p.3).

O CBD pode ser encontrado em até 40% dos extratos da planta sendo muito
importante por ser o principal componente nio alucindgeno da cannabis sativa, ja que o A°-
THC, apesar de presente em maior quantidade, tem a capacidade de produzir efeito psicoativo

e alucindgeno (MORALIS, SILVA, LIMA, 2021).
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Honorio, Arroio, Silva (2006) explicam que o uso medicinal do canabidiol ¢ permitido
em alguns estados americanos e paises como a Bélgica e Holanda para aliviar sintomas
relacionados ao tratamento do cancer, enquanto Meissner e Cascella (2021) explicam que em
2018 o FDA — Food and Drug Administration, equivalente a vigilancia sanitaria americana,
aprovou o CBD para criangas de dois anos ou mais que sofrem de distirbios convulsivos da
sindrome de Lennox-Gastaut e sindrome de Dravet. Melo e Santos (2016) explicam que
mesmo tendo o CBD sido considerado cientificamente adequado para tratamento de epilepsia
e sem efeitos psicotropicos, até o ano de 2014 a Anvisa - Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, considerava substancia proibida no Brasil, o que impedia sua importagdo,

excepcionalmente importada mediante autorizagao judicial.

Pela Resolucdo de Diretoria Colegiada — RDC N° 327, os produtos de cannabis
contendo como ativos exclusivamente derivados vegetais ou fitofarmacos da Cannabis sativa,
devem possuir predominantemente, canabidiol (CBD) e ndo mais que 0,2% de
tetrahidrocanabinol (THC), podendo ser maior, exclusivamente, para os pacientes que nao
disponham de alternativas de tratamento. Estes produtos ficam autorizados para utilizagao
exclusivamente por via oral ou nasal, ndo sendo permitida publicidade ou distribuicdo de
amostras gratis, e nao sendo permitida a importacdo da planta ou partes dela. A Resolugdo de
Diretoria Colegiada — RDC define Canabidiol (CBD) como um fitocanabinoide de nome
quimico:  2-[(1R,6R)-3-metil-6-(1-metiletenil)-2-ciclohexen-1-il]-5-pentil-1,3-Benzenodiol,
nimero CAS: 13956-29-1 e formula molecular: C21H3002. (MINISTERIO DA SAUDE,
2019).

As reacdes que o A’>-THC gera no organismo referem-se ao fato dos canabindides se
ligarem a receptores especificos como o receptor canabindide 1 — CBIl e o receptor
canabinoide 2 — CB2 como explica Francischetti ¢ Abreu (2006 apud MUNRO et al., 1993
apud OLIVEIRA, BITENCOURT, 2021, p. 4):

No organismo, os canabindides se ligam a receptores especificos, como o CBI1 e o
CB2. Os receptores CB1 encontram-se no sistema nervoso central, estando presentes
em areas mediadoras das fungdes cognitivas, coordena¢do motora, dor, memoria em
curto prazo, hipotermia, hiperfagia. Sendo encontrados também na medula espinhal,
ganglios da medula dorsal, sistema nervoso entérico, adip6citos, células endoteliais,
entre outros. Os receptores CB2 estdo localizados em sua grande maioria no sistema
nervoso periférico, e se relacionam com o sistema imune (FRANCISCHETTI e
ABREU, 2006 apud MUNRO et al., 1993 apud OLIVEIRA, BITENCOURT, 2021,

p-4).

Estudos t€ém demonstrado que o canabidiol (CBD) tem efeitos positivos e consistente

em pacientes com transtornos psiquiatricos e que futuramente pode ser uma importante



ferramenta terapéutica para tratamento de distarbios relacionados a transtornos psiquidtricos

(OLIVEIRA, BITENCOURT, 2021).

4.1 Receptores Canabinéides

Moreira e Crippa (2009) explicam que estudos realizados com ratos possibilitaram
observar que, varios canabindides naturais e sintéticos se ligavam as membranas do encéfalo
destes animais em um padrdo que sugeria a existéncia de um sitio ativo especifico, o que
levou a descoberta de um sistema canabindide. J& Zuard (2006) relata que em 1964 os
pesquisadores Yechiel Gaoni e Raphael Mechoulam identificaram a estrutura quimica do
THC o que aqueceu o interesse pelas pesquisas, que foi renovado no inicio da década de 1990
com a clonagem dos receptores especificos para os canabindides no sistema nervoso e,
posteriormente, em 1992, com o isolamento da anandamida, também denominada com N-

araquidonoiletanolamina (AEA), um neurotransmissor endogeno semelhante ao THC.

O receptor descoberto em 1990 recebeu do Comité para Nomenclatura de Receptores e
Classificacdo de Drogas da Unido Internacional de Farmacologia e Terapéutica Experimental
(International Union for Pharmacology and Experimental Therapeutics - IUPHAR) o nome
de CBI1. Alguns anos depois descobriu-se um segundo receptor que recebeu o nome de CB2,
devido sua ordem de descoberta, sendo que ambos os receptores sdo acoplados a uma proteina
G e sdo ativados pelos canabinoides endogenos ou sintéticos (HOWLET et al, 2002, apud
MOREIRA E CRIPPA, 2009).

Li et al. (2019) expde que os receptores canabindides CB1 e CB2 sdo componentes
chaves do sistema endocabindide (SEC) e sdo os principais alvos do fitocanabinéide derivado
da planta cannabis sativa, delta 9 tetrahidrocanabinol (A’ THC). Segundo Castro (2018) os
receptores CB1 sdo responsaveis pela maior parte dos efeitos psicotropicos e esta presente em
maior quantidade no sistema nervoso central (SNC), enquanto os receptores CB2 estdo

presentes nas células do sistema imunolégico; microglia! e em condi¢des de dor cronica. A

! Microglia é um tipo de célula do sistema nervoso central (SNC) que, entre ouras fun¢des, atuam como
os globulos brancos atuam na corrente sanguinea, ou seja, atuam como um sistema imunolégico no SNC. Elas
varrem o SNC em busca de agentes externos a combater, além de eliminar sinapses mortas ou neurénios que
estdo morrendo e precisam ser eliminados. Fonte: MOOM, Peter. Células de apoio do sistema nervoso ajudam
a entender o Alzheimer. Sao Paulo: 2017. Jornal da USP. Disponivel em: https://jornal.usp.br/ciencias/ciencias-
da-saude/celulas-de-apoio-do-sistema-nervoso-ajudam-a-entender-o-alzheimer/. Acesso em: 08 ago. 2021.
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Figura 5 ilustra como os receptores estdo espalhados pelo corpo humano formando o sistema

endocanabinoide humano (SEC).

Figura 5: Sistema endocanabin6ide humano.

O Sistema Endocanabindide Humano
CBD, CBN e THC se encaixam como uma chave e

fechadura nos receptores humanos existentes. Os receptores CB1 sio Receptores sdo encontrados
Esses receptores sdo parte do sistema endocanabinoide enconfrados principalmente na superficie das células
que afetam os processos fisiologicos, a modulacéo da dor, no cérebro e no sistema

a memaria e o apetite, além de efeitos antiinflamatérios e nervaso central @ em menor

outras respostas do sistema imunolégico. extensdo, em oufros tecidos.

O sistema endocanabinocide compreende dois tipos de
receptores, CB1 e CB2, que desempenham funcdes
distintas na salde e no bem-estar humanos.

Gomen

Tetrahidrocanabinol

CBD n&o "se ajusta"
diretamente aos
receptores CB1 ou
CB2, mas tem efeitos

Canabidiol indiretos  poderosos
ainda em estudo.

Canabinol

Os receptores CB2 estdo
principalmente nos drgdos
periféricos, especialmente
nas células associadas ao
sistema imunolagico.

Fonte: the-human-solution.org (traduzido pelo autor).

Por aparecerem em quantidades menores no corpo humano, se comparado aos
receptores CB1, os receptores CB2 sdo menos estudados, entretanto Castro (2018) e Li et a/
(2019) explicam que o receptor CB2 e CB1 apresenta 44% de identidade de sua sequéncia
total e 68% de semelhanga de sequéncia nas regides transmemblanares e estudos mais
recentes sugerem a existéncia de pelo menos mais um receptor endégeno para canabinoide,

até entdo denominado de “receptor putativo do tipo CB3”.

4.2 Neurotransmissores Canabindides

Morreira e Crippa (2009) explicam que os canabinodides interagem com diversos

neurotransmissores ¢ neuromoduladores, e essa interacdo pode explicar varios dos efeitos
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farmacoldgicos neuropsiquidtricos da  Cannabis. Nos vertebrados os principais
neurotransmissores, também chamados de ligantes canabindides endogenos (sintetizados pelo
proprio organismo) ja identificados sdo dois: a aracdonil-etanolamida (AEA), também
denominada de anandamida (C22H37NO2), que segundo Mechoulam et al (1998 apud
MOREIRA e CRIPPA, 2009) o termo “ananda” oriundo do sanscrito, significando felicidade
serena, bem-aventuranga ou felicidade perfeita; e o 2-aracdonil-glicerol (2-AG) (C23H3304),
cujas estruturas quimicas estdo representadas na Figura 6. Os principais ligantes canabinoides
sintéticos identificados sdo oriundos da cannabis sativa: THC presente no SNC e o CBD,

presente no sistema imunoldgico.

Figura 6: Estrutura quimica da anandamida e do 2-aracdonil-glicerol (2-AG).

Anandamida

2-aracdonil-glicerol (2-AG)

Fonte: HONORIO, ARROIO, SILVA (2006, p. 322).

Os endocanabindides, ou canabindides enddgenos, sdo lipideos sintetizados pelo
organismo humano a partir dos 4cidos graxos essenciais (aquelas gorduras que nosso
organismo nao produz e precisamos consumi-los em nossa alimentagdo) ¢ que compde o
sistema endocanabindide (SEC), responsaveis por equilibrar processos fisioldgicos e
cognitivos, o que inclui fertilidade, apetite, sensacdo de dor, humor e memoria. Castro (2018)
explica que estes neurotransmissores sdo produzidos por demanda nos neurdénios pos-
sindpticos e ndo sdo armazenados, sendo liberados diretamente na fenda sinaptica ou corrente
sanguinea e sua regulacdo se da pelo acimulo de ions de célcio no neurénio pds-sinaptico. Os

endocanabinoides, como a anandamida, atuam no SEC mantendo a homeostase motivacional,
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enquanto o canabindide exdgeno, como o THC, levam a perturbagdo da via de estruturacao

neuromodulatoria.

A anandamida ¢ uma molécula lipossoluvel (caracteristica dos acidos graxos) e por
1Sso atravessa a barreira entre cérebro e sangue o que lhe da a caracteristica de mensageira
entre as c€lulas nervosas, atuando em diversas atividades do corpo, como o apetite, memoria,
dor, depressdao e fertilidade e como sua caracteristica ¢ manter a homeostase do sistema
Nnervoso sem seu armazenamento prévio vesicular (geragdo por demanda), sua deficiéncia ou
excesso provocard o desequilibrio destas fungdes. Seu excesso poderd induzir ao
esquecimento, mas em quantidades pequenas podera melhorar a memoéria. O THC ¢ o
endocanabinoide exdgeno analogo a anandamida, mas cem vezes mais potente, € como a
anandamida, ativa o receptor CB1 e se liga parcialmente ao receptor CB2 atuando como um
agonista® parcial, mas provocando o desequilibrio nas sinapses cognitivas devido sua
intensidade e permanéncia maior no organismo, causa seus efeitos psicotropicos alucindégenos
e de euforia. Ribeiro, ef al (2021) explica que os niveis dos neurotransmissores anandamida e
da 2-AG sao reguladas pelas enzimas amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) para
anandamida, e a lipase monoacilglicerol (MAGL — monoacylglycerol lipase) para 2-AG.

Estas enzimas degradam os neurotransmissores para interromper sua acao.

O CBD tem baixa afinidade de ligacdo aos receptores CB1 e CB2, e por isso nao
apresenta propriedades psicotropicas, mas potencializa os beneficios do THC e da
anandamida, pois o canabidiol modula a acao da anandamida e do THC no receptor CB1 por
modulacdo alostérica melhorando as concentragdes do FAAH ¢ do 2-AG, controlando e
equilibrando estes canabindides e consequentemente seus efeitos. A exemplo de um paciente
com depressdo por baixos niveis de anandamida, ou com TOC — Transtorno Obsessivo
Compulsivo por elevados niveis de anandamida, podem ter os sintomas atenuados, devido ao
uso do CBD que promovera o equilibrio modulador da agdo da AEA no receptor CB1,

melhorando as concentragoes de FAAH e 2-AG (RIBEIRO, et al, 2021).

4.3 Funcionamento do Sistema Endocanabinodide

2 Agonista refere-se a uma molécula que ativa a célula ao se ligar em um receptor, causando uma agio.
Ja o Antagonista refere-se a uma molécula que bloqueia um receptor e inibe sua atividade. HONORIO, Kéthia
Maria; ARROIO, Agnaldo; SILVA, Albérico Borges Ferreira da. Aspectos terapéuticos de compostos da
planta cannabis sativa. S3o Paulo: 2006. Quimica Nova. V. 29, n. 2, p. 318-325.
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O sistema endocanabinoide recebeu este nome devido sua descoberta ter ocorrido a
partir dos estudos da cannabis. Os receptores endocanabindides sdo encontrados em todo
corpo e apresentam varias fungdes, mas sempre objetivando o equilibrio homeostatico do
organismo, ou seja, o equilibrio interno do organismo apesar das condigdes externas. Um
neurotransmissor (anandamida e 2-AG) se liga a um receptor canabindide (CB1 e CB2 —
conhecidos atualmente), e entdo ¢ enviado um sinal para o interior da célula que provoca a
alteragcdo temporaria de seu funcionamento. Os niveis dos neurotransmissores que se ligam
aos receptores canabinoides sdo controlados pelas enzimas amida hidrolase de acidos graxos
(FAAH) que decompde a anandamida, e pela lipase monoacilglicerol (MAGL -
monoacylglycerol lipase) que decompode a 2-AG (CASTRO, 2018; RIBEIRO, et al, 2021).

Piomelli et al (2003, apud, MOREIRA e CRIPP, 2009, p. 1) esclarece que os
receptores CB1 e CB2 “sdo acoplados a uma proteina G que, quando ativada, inibe a enzima
adenilato ciclase, aumenta a atividade de canais de potassio e inibe canais de calcio
modulando a liberagdo de outros neurotransmissores”. Os neurotransmissores exoégenos THC
e CBD podem interagir neste mecanismo, seja pela ligacdo do THC ao receptor CB1 seja pelo
CBD interagindo com as enzimas FAAH e MAGL que controlam os niveis dos
neurotransmissores anandamida e 2-AG, o que traz uma perspectiva de elaboracao de drogas
que ajudem no controle de doencas ligadas a desregulagdo nos niveis destes
neurotransmissores, em especial o CBD que ja comprovou-se ndo possuir efeitos psicoativos,
mas pelo contrario, contribuindo também para o tratamento de pessoas que fizeram uso
indiscriminado de substancias com altos indices de THC. Compreender as propriedades
fisico-quimicas do CBD na atuagdo sobre as enzimas que degradam os neurotransmissores
podera contribuir para elaboragdo de medicamentos e tratamento de doencas vinculadas ao
sistema endocanabindide (SEC). A Figura 7 traz uma representacdo do mecanismo

endocanabinoide.
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Figura 7: Representacao do sistema endocanabinoide.
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Fonte: SAITO (2010, p. 9). Adaptado.

4.4 Potencial terapéutico da Cannabis Sativa

O potencial quimico da Cannabis Sativa esta relacionado as varias substancias
quimicas encontradas neste vegetal, enumerados na Tabela 1, sendo os canabindides, sua
principal classe. Os canabinoides compreendem 61 elementos, das mais de 400 substincias
encontradas na cannabis sativa, ¢ apresentam propriedades terapéuticas, mas também
possuem efeitos psicotropicos, ou seja, podem atuar quimicamente no sistema nervoso, em
especial os responsaveis pelo comportamento e percepcao da realidade, o que lhe atribui uma
imagem de vildo quanto ao seu uso medicinal (HONORIO, ARROIO, SILVA, 2006). A
principal relacdo do wuso da cannabis sativa sobre o organismo estd relacionada,
principalmente, com a propor¢do de THC e CBD existentes em sua estrutura, sendo que o A’-
THC provoca dependéncia e ¢ o componente responsavel pela inducao de sintomas psicoticos,
enquanto o CBD ndo desencadeia estes efeitos, levando a comunidade cientifica a concentrar

seus estudos neste canabinodide (CBD) (VIEIRA, MARQUES, SOUSA, 2020).



Tabela 1: Compostos encontrados na Cannabis Sativa.
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CLASSE NUMERO DE COMPOSTOS ENCONTRADOS NA PLANTA
Canabinodides 61
Canabigerol 6
Canabicromento (CBC) 4
Canabidiol (CBD) 7
Delta-9-THC 9
Delta-8-THC 2
Canabiciclol (CBL) 3
Canabielsoin (CBE) 3
Canabinol (CBN) 6
Canabinodiol (CBND) 2
Canabitriol (CBT) 6
Outros canabindides 13
Compostos Nitrogenados 20
Bases Quartendrias 5
Amidas 1
Aminas 12
Alcaldides espemidinas 2
Aminodcidos 18
Proteinas, glicoproteinas e enzimas 9
Hidrocarbonetos 50
Alcoois simples 7
Aldeidos simples 12
Cetonas simples 13
Acidos simples 20
Acidos graxos 12
Esteres e lactonas simples 13
Esterdides 11
Acucares e analogos 34
Monossacarideos 13
Dissacarideos 2
Polissacarideos 5
Ciclitdis 12
Amino-acucares 2
Terpenos 103
Monoterpenos 58
Sesquiterpenos 38
Diterpenos 1
Triterpenos 2
Mistura de terpendide 4
Fendis ndo-canabindides 16
Glicosideos Flavonéide 19
Vitaminas 1
Pigmentos 2
TOTAL 421
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Fonte: HONORIO, ARROIO, SILVA (2006, p. 319).

Estudos realizados com o isolamento dos principais componentes bioquimicos da
planta, a partir da década de 1960, que favoreceram a andlise das caracteristicas fisico-
quimicas da cannabis sativa, desenvolvido pelo Professor Raphael Mechoulam, quimico
organico israelense e professor de Quimica Medicinal na Universidade Hebraica de
Jerusalém, permitiram compreender melhor as propriedades psicotropicas atribuidas ao A’-
THC, isdmero do THC com propriedades psicotrépicas, além de mostrar que o CDB possui

efeitos antipsicotico, em oposigio ao A>-THC (RIBEIRO, 2014).

Apesar de somente nas ultimas décadas, o estudo da camnabis sativa ter se
intensificado, seu uso com fins terapéuticos ¢ milenar (anterior a 2.500 a.C.) e por atuar no
sistema endocanabindide, que segundo COSTA (2017, apud VIEIRA, MAQUES, SOUSA,
2020) ¢ responsavel por uma série de processos fisioldgicos regulatorios, agindo em
processos inflamatorios, regulacdo de apetite, metabolismo, equilibrio de energia,
termogénese, desenvolvimento neuroldgico, fungcdo imune, fungdo cardiovascular, digestao,
plasticidade sinaptica e aprendizagem, dor, memoria, disturbios psiquicos, movimento,
nocicep¢ao/dor, comportamento psicomotor, ciclos do sono/vigilia, regulacdo de estresse e
emocao, ela pode apresentar potencial terapéutico em distarbios de todos estes processos

fisiologicos.

Os estudos, até o momento, mostraram que existem dois principais receptores que
compdem o sistema endocanabindide, nominados de CB1 e CB2, e que existe fortes
evidéncias de um terceiro receptor. O CBI1 localiza-se nas terminacdes pré-sinapticas no
interior do sistema nervoso, sendo responsavel pelos efeitos neurocomportamentais dos
canabindides, enquanto o CB2 ¢ o principal receptor canabindide do sistema imunoldgico,
com algumas manifestagdes neurais, por também atuar na defesa do sistema nervoso central.
Esses receptores endocanabnoéides interagem com agonistas endégenos — substancias que se
ligam aos receptores celulares — para controlarem as reagdes bioquimicas nestes sistemas
mantendo a homeostase do sistema. Destes agonistas, como a etanolamina araquidonoil
(anandamida / AEA), o glicerol 2-araquidonoil (2-AG), a dopamina N-araquidonoil (NADA),
o ¢éter glicerol 2-araquidonoil (noladina) e a etanolamina O-araquidonoil (virodamina),
destacam-se no interesse cientifico farmacoldgico até o momento, a anandamida (AEA) e a 2-
araquidonoil (2-AG), pois eles imitam os efeitos farmacolégicos do A>-THC no organismo
(porém o A’-THC ¢ 100 vezes mais potente, sendo considerado um agonista exogeno), e

conhecendo-se como essa substancia age no organismo, teremos um potencial terapéutico
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enorme no uso da cannabis sativa para elaboragdo de farmacos para controle de disfungdes

relacionadas a estes processo bioquimicos (VIEIRA, MAQUES, SOUSA, 2020).

O CBD ¢ outro agonista canabindide exdgeno que da elevado potencial terapéutico a
cannabis sativa, pois ja se sabe que ele atenua a ansiedade e os efeitos psicoticomiméticos
causados pelo A9-THC, e ainda apresenta efeitos ansioliticos e/ou antipsicoticos, entre outros,
sem provocar a dependéncia (MATOS et all, apud VIEIRA, MAQUES, SOUSA, 2020). A
hipotese ¢ que o CBD interage com as enzimas FAAH e MAGL que controlam os niveis dos
neurotransmissores anandamida e 2-AG, equilibrando seus niveis, uma vez que a producao

destas substancias ¢ por demanda e nao ha estocagem.

Os fatos observados e os indicios apresentados propiciaram o desenvolvimento de
farmacos a base da cannabis sativa como os exemplos citados por Honorio, Arroio, Silva

(2006):

Dois exemplos de farmacos desenvolvidos com base em compostos canabindides
sd0 0 Marinol® (Dronabinol, (-)-D9-THC), desenvolvido pelo laboratério Roxane
(Columbus - EUA) e o Cesamet® (Nabilone), desenvolvido pelo laboratério Eli
Lilly (Indianépolis - EUA) e agora liberado para uso terapéutico no Reino Unido.
[...] Estes medicamentos sdo comercializados para controle de nduseas produzidas
durante tratamentos de quimioterapia e como estimulantes do apetite, durante
processos de anorexia desenvolvidos em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (HONORIO, ARROIO, SILVA, 2006, p. 320).

Além de farmacos, também ja ¢ possivel produzir e consumir o 6leo de canabidiol
(CBD) usado para minimizar os efeitos da ansiedade, tratar insonia, inflamagdo, estresse e
epilepsia. Este oleo ¢ extraido sem a presenca do THC, o que ndo lhe confere efeitos
psicotropicos. O oleo ¢ extraido das flores da cannabis sativa pois possuem baixos niveis de
THC (em torno de 0,3%). As flores sdo secadas por trés a quatro semanas, quando entdo sao
submetidas a um processo de extracdo com etanol e destilagdo ou dioxido de carbono. Ao se
colocar as flores secas de molho em etanol por algum tempo, o CBD, os outros canabinoides e
os terpenos se dissolvem no alcool, se separando do material fibroso. Na sequéncia usando a
destilag@o fracionada ¢ possivel separar o CBD das outras substancias pelos diferentes pontos
de ebulicdo. Ja com o didxido de carbono o processo ocorre a baixas temperaturas requerendo
equipamento mais caro, porém que resulta em um produto bem mais puro. O produto ¢ um
0leo espesso ou mesmo um so6lido, que por estar muito concentrado ¢ diluido em oOleos
carreadores (6leo vegetal usado para diluir 6leos essenciais), como 6leo de coco, dleo da
semente de canhamo ou uva, 6leo de améndoas, que ainda podem receber ingredientes
adicionais para dar-lhes coloragdo, aroma, ou associagdes caracteristicas (GANJA TALKS,

2021).
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O oleo de canabidiol, ou 6leo de CBD, ¢ caracterizado por um extrato de cannabis ou
canhamo, formulado para apresentar altos niveis de CBD em rela¢do aos outros compostos
vegetais ali presentes. Os estudos demonstram que o 6leo composto apenas por CBD ou
composi¢des com até 0,3% de THC, ndo ¢ intoxicante (SECHAT, 2019), ratificando que no
caso da legislagdo brasileira, o 6leo de CBD deve possuir predominantemente, CBD e nao
mais que 0,2% de tetrahidrocanabinol (THC), podendo ser maior, exclusivamente, para os
pacientes que ndo disponham de alternativas de tratamento (MINISTERIO DA SAUDE,
2019). O CBD ¢ lipossoluvel e ao ser constituido em oOleo, favorece a absorcdo pela
membrana plasmatica das células, que sdo constituidas de fosfolipidios, e ao ser associado a
um veiculo lipofilico (6leo), que apresenta o mesmo carater fisico-quimico da membrana
celular, facilita a absor¢cao (PEREIRA JUNIOR, 2013). O Quadro 1 relaciona as propriedades
fisico-quimicas do canabidiol (CBD).

Quadro 1: Propriedades fisico-quimicas do canabidiol (CBD)

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS VALOR
Peso Molecular 314.466 g/mol
Constante de Dissociagdo - pKa 9.64
Coeficiente de Particao octanol/agua — Log Kow 8.010
Solubilidade em 4gua 250 mg/L a 25 °C
Ponto de ebuli¢ao 188,5 °C
Ponto de fusdo 67 °C

Fonte: CARMO (2016, p. 32).
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5 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Nesse trabalho foi adotado o método tanto qualitativo quanto quantitativo para
obtencdo dos resultados. O método qualitativo ¢ indicado em situacdes complexas ou
estritamente particulares que o método quantitativo pode mensurar, mas nao pode explicar,
enquanto o método quantitativo caracteriza-se pela quantificacdo tanto na coleta de dados,
quanto no seu tratamento por meio de técnicas estatisticas (MENDONCA, ROCHA, NUNES,
2008). Dessa maneira, a parte qualitativa se baseou na revisdo da literatura, para estudo
aprofundado sobre as aplicagdes terapéuticas da planta cannabis sativa e dos compostos
canabinédides, como o A-THC, A>-THC e CBD, estudos sobre os receptores que interagem
com essas moléculas. Essa revisao foi realizada através de uma extensa pesquisa sobre os
canabindides, em particular sobre o canabidiol (CBD), suas propriedades fisico-quimicas e
suas propriedades terapéuticas. Foram consultados livros didaticos e artigos cientificos
disponiveis nas plataformas Scielo, PubMed, Quimica Nova, Elsevier, dentre outras. Foram
usados os descritores canabidiol, CBD, tetrahidrocanabinol, THC, cannabis sativa,
anandamida, 2-AG, maconha, cdnhamo, recepitores canabinoides, endocanabinoides, entre

outros que julgarmos importantes durante a pesquisa.

Para a parte quantitativa, adotou-se uma experimentagdo realizada no computador
através de programas especificos que realizam calculos teoricos, tanto para obtengdo das
propriedades fisico-quimicas do canabidiol, empregando Teoria do Funcional de Densidade
(sigla em inglés DFT), e desse ¢ possivel obter, por exemplo, valores de energia, orbitais
moleculares, cargas, entre outras propriedades, bem como célculos especificos para entender
as interagdes que ocorrem entre AS-THC, A>-THC, CBD e os receptores CB1 e CB2 a nivel
molecular, realizada através da metodologia de docagem molecular, do inglés molecular

docking.

Os arquivos das moléculas foram elaborados no GaussView 6 e tiveram suas
estruturas tridimensionais otimizadas pelo programa Gaussian 09, disponibilizado através do
Cluster Euler do Instituto de Ciéncias Matematicas e de Computagdo da Universidade de Sao
Paulo (ICMC-USP-Sao Carlos). O GaussView 6 ¢ utilizado para criacdo de arquivos de
entrada gaussianas, o que possibilita a execucao de calculos a partir de interface grafica sem a
necessidade de passar instrugdes por linhas de comando, além de ajudar na interpretacdo dos

resultados do arquivo de saida do Gaussian (GAUSSIAN, 2022).
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5.1 Métodos Computacionais Para Calculos De Modelagem Molecular

A Quimica, por natureza, ¢ uma ciéncia experimental e como tal exige um numero
muito grande de testes e experimentos laboratoriais para se compreender ou desenvolver uma
reacdo, sistema ou substancia, o que demanda tempo e custos elevados. Mas com o advento
da tecnologia da informagdo, popularizacao dos computadores, desenvolvimento das redes de
computadores, em especial a Internet que permitiu a formacgdo dos >clusters de memoria e
processamento, a Quimica Computacional (QC) se desenvolveu e muniu os quimicos de
softwares capazes de simular comportamentos de ordem atdomica, promovendo um avango na
quimica tedrica, levando ao laboratorio aqueles experimentos com valores ja simulados
teoricamente e com resultado esperado nos novos estudos. Morgon (2001, p. 676) explica que
“a quimica teorica, basicamente compreendida em quantica (métodos ab initio, semi-
empirico, funcional de densidade, ...) e classica (dindmica molecular - deterministico e Monte

Carlo - estocastico; ...) tem-se tornado bastante popular nas tltimas décadas”.

Até o inicio dos anos 1960, quimicos teoricos utilizavam simples modelos analiticos
em seus trabalhos, mas que muitas vezes eram incompletos e ndo resultavam a melhor
possibilidade de representacao qualitativa da molécula ou aglomerado de moléculas, mas com
0 avango computacional e com a velocidade dos calculos, os quimicos tedricos, dispuseram de
modelos mais completos e realizando célculos complexos com maior precisdo para os

sistemas moleculares (HASE, 2003, apud ORTOLAN, 2014, p.1).

As aplicagdes da quimica computacional (QC) atinge diversas areas da quimica como:
Fisico-Quimica — no calculo de propriedades termodinamicas, na interpretacdo do espectro
molecular, na determinacao de comprimentos e angulos de ligagdo, no calculo de diferencgas
de energia conformacional e barreiras de energia rotacional; Quimica Organica — no estudo de
isomeros, no estudo de aromaticidade dos compostos, na analise de espectros RMN; Quimica
Inorganica — na teoria do campo ligante — método quantitativo aproximado, no estudo de ions
complexos de metais de transi¢ao, em catalises homogéneas e heterogéneas e em processos de
adsor¢do; Quimica-Analitica — em métodos espectroscopicos de andlise e no estudo de
compostos de interesse ambiental; e na Bioquimica — na andlise conformacional de grandes
sistemas moleculares de importancia bioldgica (proteinas, enzimas, etc.) no estudo de

interacdao enzima-substrato, em processos sob efeito de solventes; (MORGON, 2001).

3 Cluster: sio computadores que trabalham em conjunto para executar programas que realizam muitos
calculos, comportando-se como se fossem um unico sistema. USP. Cluster Educacional. Disponivel em:
https://cetirp.sti.usp.br/competencias/cluster-educacional/. Acesso em: 23 jan. 2022.
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O grande desafio na quimica computacional, para o calculo das estruturas eletronicas,
esta na solugio da equagdo eletrénica de Schrodinger, H¥ = EY, onde E é a energia eletronica
e ¥ ¢ a funcao de onda multi-eletronica, uma fun¢ao das coordenadas de todos os elétrons e
nucleos. Para a solu¢do da equacdo de Schrodinger utiliza-se a aproximagdo de Born-
Oppenheimer que consiste na separacdo do movimento eletrdnico e nuclear. O hamiltoniano
eletronico, representado por H ¢ que expressa a energia total do sistema, ¢ calculado pela
equacdo 1, onde o termo rj; € a distdncia do elétron 1 ao nucleo I de carga Z. e 1jj € a separagdo

elétron-elétron (ATKINS et al., 2014b).

Equagcio 1: Equagdo do Hamiltoniano (&).

o Energia potencial de Energia potencial de
Energia cinética atracdo de cada elétron repulsdo entre dois
dos elétrons a cada um dos nicleos elétros separados por i
Ne Ny Ne 2
Zme 4neorh 2 (e ATTE T
i=11=1 L#]

Fonte: Atkins et al. (2014b, p. 238).

O fator %2 na soma do ultimo termo assegura que cada repulsdo seja contada

2

apenas uma vez. A combinacao ocorre em toda a quimica computacional, sendo

MER rij

comum denota-la com jo, fazendo com que o hamiltoniano seja expresso conforme a equagao

2. O Quadro 2 traz o detalhamento dos termos do Hamiltoniano (ATKINS et al., 2014b).

Equagcio 2: Equagdo do Hamiltoniano () em termo de jo.

Fonte: Atkins et al. (2014b, p. 239).
Quadro 2: Termos da Equagio do Hamiltoniano () para calculo da equagio

eletronica de Schrodinger, HY = EW.

TERMO DESCRICAO

A

H Hamiltoniano
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TERMO DESCRICAO
NE
_ h_z z 72 O primeiro termo representa a energia cinética de
2m, — : Ne elétrons.
N, N, O segundo termo ¢ a energia potencial de atracao
z z Z 182 entre cada elétron (V.) e cada um dos nucleos (NV,)
o TEYTY; da molécula, com o elétron i na distancia r; do
nucleo / de carga Ze.
Ne
1 e? O terceiro termo traz a energia potencial de
5; 4rreyt; j repulsdo entre dois elétrons separados por 7.
iej Representam os elétrons
1 Representa os nicleos
I Constante de Planck: 1,05457 x 10734 J.s
Me Massa do elétron: 9,10938 x 103! Kg
€0 Permissividade do vacuo: 8,85419 x 10?2 J''.C2.m™!
e Carga elementar do elétron: 1,602176 x 107 C
Operador Laplaciano:
V? Vi= 822 - _az,, - azz
ox*  dy° 0z
Coordenadas cartesianas
Zr Carga do nucleo do atomo
E Energia eletronica
v Funcao de onda multi-eletronica

Fonte: Atkins et al. (2014b, p. 239) e Ortolan (2014).

Existem diferentes métodos para calculos dentro da quimica computacional,
caracterizados conforme os sistemas de analise. Esses métodos podem ser classificados em
métodos Semiempiricos, métodos Ab Initio ou nao-empiricos € métodos da Teoria do
Funcional de Densidade (DFT). Nos métodos Semiempiricos os calculos sdo realizados a
partir de parametros experimentais e¢ sdo estimados de dados espectroscopicos ou
propriedades fisicas, como as energias de ionizagdo, e sdo métodos aplicados a moléculas com

grande nimero de atomos devido sua velocidade computacional, mas podendo haver
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sacrificios da precisdao dos resultados (ATKINS et al., 2014b). O método Ab Initio traz bons
resultados quando busca descrever sistemas pequenos, com poucos atomos, ndao sendo
apropriado para moléculas maiores como proteinas, acidos nucleicos e polimeros, devido seu
elevado consumo de tempo nos célculos computacionais, sendo a metodologia mais simples
usada em seus célculos a Hartree-Fock (SA et al., 2020). J4 o método da Teoria do Funcional
da Densidade, conhecido pela sigla DFT, do inglés Density Functional Theory, ¢ a técnica
mais utilizada, cujas vantagens incluem menor esforco computacional, menos tempo de
computador e — em alguns casos, particularmente para complexos de d-metal — melhor
concordancia com valores experimentais do que os obtidos a partir de métodos baseados na

teoria Hartree-Fock (ATKINS et al., 2014b).

Me¢étodos de mecanica quantica tém sido muito utilizados para otimizacdo da estrutura
de ligantes e obten¢do de propriedades moleculares relevantes para a descri¢ao da interagdo
entre ligantes e receptor biologico (FRIESNER, 1998; MORREALE, 2002). Os métodos de
calculos baseados em mecanica quantica utilizam o principio de que todo o fendmeno de agdo
das substancias bioativas se deve as estruturas molecular e eletronica que estas substancias
possuem, assim como os tipos de interacdo no meio bioldgico. Neste trabalho foram
empregados os métodos de calculos baseados na Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
(KHON, 1996), conforme implementados no programa Gaussian (MARQUES, BOTTI,
2006). Os célculos quanticos foram realizados, via acesso remoto, no programa Gaussian,
instalado no Cluster Euler, localizado no Instituto de Ciéncias Matematicas e de Computagao
da Universidade de Sao Paulo (ICMC-USP-Sao Carlos), apos cadastramento de conta e

autorizagao de uso pelos responsaveis do cluster.

O funcional B3LYP com a fung¢do de base 6-31g(d,p) (LEE, 1988) foi utilizado para a
otimizacdo da molécula e também para o céalculo de cargas CHELPG, que sdo cargas
derivadas do potencial eletrostatico e importantes nas interacdes ligante-receptor bioldgico

durante a formagao de complexos nos estudos de docagem molecular.

5.2 Interagdes ligante-Receptor - Docagem Molecular

Um método concebido para predizer a configuracdo e afinidade de ligacdo de um
ligante por um receptor especifico ¢ conhecido como docagem molecular, ou atracagem

molecular, ou acoplamento molecular (do inglés, molecular docking). Métodos de docagem
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sdo computacionalmente menos exigentes do que métodos de simulagdo baseados em energia
livre (calculados com base na equagao termodinamica da energia livre de Gibbs: G = — kT In
Z(N, P, T), como no método Monte Carlo e teoria da perturbacdo termodinamica adotada na
metodologia 4b Initio) e sdo usados na triagem virtual de grandes bibliotecas de substancias
quimicas, com o objetivo de identificar novos compostos potencialmente ativos que se liguem
ao receptor-alvo. Durante todo o processo de docagem, muitas orientagdes € conformacoes
diferentes dos ligantes sdo geradas no sitio ativo da proteina utilizando um algoritmo de
busca. A energia livre de ligagdo de cada conformagdo ¢ subsequentemente estimada usando
uma fungdo de scoring (LILL, 2011). Na verdade, o complexo gerado por um programa de
docagem ¢ o resultado da busca que o algoritmo faz pela energia de ligagdo mais baixa
proveniente do modo de ligacdo do composto no sitio pré-definido da proteina. Desta forma,
esta abordagem pode ser muito util para predizer e interpretar o modo de ligagdo de um
composto no sitio receptor e estimar a energia livre de ligacdo por meio das interagdes
intermoleculares. Neste trabalho, o estudo de docagem dos compostos canabinodides AS-THC,
A°-THC e CBD na estrutura dos receptores canabinoides foi realizado com o programa
GOLD, acrénimo de termo em inglés Genetic Optimisation for ligand Docking - Otimizagao

Genética para Acoplamento de Ligantes (JONES, 1995; 1997).

GOLD ¢ um programa automatizado de acoplamento de ligantes que usa um algoritmo
genético para explorar toda a gama de flexibilidade conformacional do ligante com
flexibilidade parcial da proteina utilizando os termos de avaliacdo de ligagdes de hidrogénio
baseado em valores empiricos para a forga de ligacao entre diferentes d&tomos de hidrogénio
(JONES, 1995; 1997). Portanto, a fungdo implementada no software utiliza termos baseados
nos campos de for¢a molecular, um campo vetorial que descreve as forgas agindo sobre uma
particula em vérias posi¢des no espaco, quantificando a soma das energias de interagdo
receptor ligante e da energia interna do ligante, mas com a aplicacao de pesos que sao obtidos

experimentalmente (MORRIS et al., 1998 apud OLIVEIRA, 2016, p. 24).

O método de docagem tem dois pontos centrais: o algoritmo de busca que explora a
superficie de energia livre da proteina, procurando as melhores conformacgdes para o ligante, e
a fungdo de avaliagdo de energia, ou pontuagdo de aptidao, que avalia as conformagdes do
ligante a proteina e suas afinidades, ranqueando-as conforme pardmetros pré-definidos.
Existem trés principais abordagens no algoritmo de busca no que refere-se a flexibilidade do
receptor-ligante: ligante e receptor rigidos, onde o receptor ¢ mantido rigido e apenas os graus
de liberdade rotacionais e translacionais do ligante sdo testados; ligante flexivel e receptor

rigido, onde o receptor ¢ mantido rigido e todos os graus de liberdades do ligante (rotacional,
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translacional e conformacional) s3o considerados; e ligante e receptor flexivel, quando o
receptor ¢ considerado totalmente ou parcialmente flexivel e todos os graus de liberdades do
ligante (rotacional, translacional e conformacional) sdo considerados. A abordagem ligante e

proteina flexiveis ¢ considerada de melhor precisdo, porém com maior consumo

computacional (MENG et al., 2011).

Os graus de liberdades translacional, rotacional, e conformacional do ligante e da
proteina, proporcionam um numero expressivo de possibilidades de ligagdo entre estas
moléculas (ligante e receptor). Os algoritmos de amostragem no processo de docagem
molecular, buscam mapear um ligante em um sitio ativo de uma proteina a partir da geometria
e das informacgdes quimicas, para se estabelecer o composto com maior afinidade (menor
energia) ao sitio ativo da proteina. Identificada o composto de maior afinidade, ele podera ser

usado tanto para ativar quanto para inativar a proteina, favorecendo a produgao de farmacos.

Meétodos estocasticos como Monte Carlo e algoritmos genéticos pesquisam o espaco
conformacional modificando aleatoriamente uma conformacao de ligante ou uma populacao
de ligantes para realizagao do mapeamento (MENG ef al., 2011). O método de Monte Carlo
gera poses do ligante a medida que rotaciona sua ligagdo e translada o corpo rigido. Cada
conformagdo obtida ¢ testada por um critério baseado em energia. Os algoritmos genéticos,
por sua vez, derivam da teoria da evolucdo de Darwin e tem os graus de liberdades
codificados como cadeias bindrias nominadas de genes, que compord o ‘“cromossomo”
representando a conformacao do ligante. Entdo o algoritmo genético, por analogia a biologia,
simulara mutagdo e cruzamentos (operadores genéticos) destes genes gerando novas
estruturas que serdo avaliadas por uma fun¢do de pontuagdo. As novas estruturas sendo
consideradas possiveis, dentro de uma referéncia de energia, poderdo ser usadas em uma nova
geragdo (MENG et al., 2011). O software GOLD, adotado neste estudo para realizagao do
docking, utiliza o algoritmo genético, sendo que o “cromossomo” no GOLD detém
informagdes como as ligagdes de hidrogénio e interagdes lipofilicas entre receptor-ligante de
algumas partes flexiveis da proteina, caracterizando assim um método de docagem com

ligantes flexiveis e com receptor parcialmente flexivel (KROEMER, 2007).

As fungdes de pontuacdo objetivam distinguir as conformagdes corretas das incorretas,
ou ligantes de compostos inativos. Pode ser dividida em fun¢des de pontuacido baseadas em
campo de forca, empiricas e knowledge-based (baseadas em conhecimento). As fungdes
classicas de pontuacdo baseadas em campo de forca avaliam a energia de ligagdo do

complexo receptor-ligante, calculando a soma das interacdes dos termos ligados e ndo ligados
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(eletrostatica e Van Der Waals). Nas fun¢des de pontuacdo empirica a energia de ligagdo se
decompde em varios componentes de energia, como ligacao de hidrogénio, interacao idnica,
efeito hidrofobico e entropia de ligagdo. Cada componente ¢ multiplicado por um coeficiente,
obtidos através da analise de afinidades de ligagdo conhecidas, e entdo somado para dar um
resultado. Funcdes knowledge-based s3ao baseadas na andlise estatistica de estruturas
cristalinas de complexos receptor-ligante na interagdo entre pares de atomo do complexo.
Nesta fun¢do supdem-se que quanto mais favoravel for uma interagdo, maior sera a frequéncia

de ocorréncia (MENG et al., 2011).

A validacao do processo de docking, para determinar se o software ¢ capaz de predizer
assertivamente a posi¢ao do ligante no sitio ativo da proteina, ¢ conhecido por redocking e
consiste em comparar a posi¢ao de um ligante cristalizado juntamente com a proteina com a
posicdo de um ligante que foi docado no sitio ativo desta mesma proteina (UFRGS, 2021). A
fim de escolher a funcao de pontuacao do software GOLD, que melhor prediz as interagdes
observadas na estrutura cristalografica utilizada neste estudo, realizou-se simulagdes por
redocking no qual as estruturas 6KPG e 6KPF foram submetidas as analises de docking com o
seu ligante co-cristalizado (8D0), utilizando as fun¢des de pontuagdo GoldScore, ChemScore,

ChemPLP e ASP.

O docking foi realizado simulando computacionalmente a exclusdo do ligante das
proteinas CB1 e CB2 (8D0), e suas coordenadas usadas pelo software para se buscar a melhor
conformacdo (menor nivel de energia) para que os canabnoides A*-THC, A’>-THC e CBD
estabelecessem a ligagao neste sitio ativo da proteina. Para selecdo das conformagdes a serem
analisadas, foi considerado a de maior Score Fitness (pontuagdo de aptidao) dentre as dez que
foram geradas conforme parametrizado e observado a referéncia RMSD (Root Mean Square
Deviation) que mede o desvio quadritico médio previsto pelo modelo e os valores
observados. A abordagem de flexibilidade do receptor-ligante adotada foi com ligante flexivel

e receptor rigido, devido sua boa relagdo entre precisdo e custo computacional.

5.3 Banco de Dados de Estruturas Biologicas

Existem banco de dados com a representagdo computacional de estruturas bioldgicas
que sdo disponibilizadas a comunidade em geral para estudos cientificos e pesquisas

educacionais, como ¢ o caso da Protein Data Bank — PDB, que utiliza de técnicas como a
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cristalografia de raio-X, técnica que consiste em passar ondas de raio-X pelo cristal da
substancia em estudo pela difusdao e difragao do feixe, por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), técnica analitica usada para determinar a estrutura molecular e
composi¢ao quimica de um composto, analisando a interacdo dos nicleos em rotagdo em um
forte campo magnético, ¢ modelagem comparativa, também chamada de modelagem por
homologia, técnica que se baseia no alinhamento dos aminoacidos idénticos entre proteina-
alvo e proteina-molde e no compartilhamento da conformagdo espacial entre esses residuos

(CALIXTO, 2013).

As técnicas adotadas pelos bancos de dados de estruturas bioldgicas, torna possivel a
interpretagdo de padroes que dao a estrutura molecular do complexo, usada por varios
pesquisadores para realizacdo dos ensaios como a docagem computacional (OLIVEIRA,
2016). O RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB) opera o
centro de dados dos EUA para o arquivo global de PDB e disponibiliza os dados de PDB
gratuitamente para todos os consumidores de dados sem limitagdes de uso. Sua visdo ¢
permitir o acesso aberto ao conhecimento acumulado da estrutura 3D, funcdo e evolucdo das
macromoléculas bioldgicas, expandindo as fronteiras da biologia fundamental, biomedicina e
biotecnologia. O PDB foi instituido em 1971 no Brookhaven National Laboratories —
Laboratorio Nacional de Brookhaven — sob a condu¢do de Walter Hamilton e originalmente
continha apenas 7 estruturas (atualmente, em fevereiro de 2022, possui 187.423 estruturas).
Apds a morte de Hamilton, Tom Koetzle comegou a liderar o PDB em 1973, e depois Joel
Sussman em 1994. Liderado por Helen M. Berman, o RCSB — Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics tornou-se responsavel pela gestdio do PDB em 1998. As estruturas
3D das biomoléculas sdo disponibilizadas para consulta e captura no sitio

https://www.rcsb.org/ (RCSB PBD, 2022).

Para realizagdo deste trabalho foi usado o banco de dados da PDB, que ¢ lider global
em dados experimentais e repositorio de dados estruturais de biomoléculas para pesquisa
cientifica, para capturar a estruturas tridimensionais dos receptores CB1, ilustradas na Figura

8, e CB2, ilustradas na Figura 9, usadas no docking com o CBD, A®-THC e com o A’>-THC.
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Figura 8: Estrutura Cryo-EM do complexo proteico CB1-G (coédigo PDB 6KPG).

Fonte: https://www.rcsb.org.

Figura 9: Estrutura Cryo-EM de um GPCR classe A com complexo de proteina G —
CB2 (codigo PDB 6KPF).

Fonte: https://www.rcsb.org.

O banco de dados da PDB, disponibiliza os arquivos em extensdo PBD, disponiveis

para download, que podem ser importados em softwares de docagem molecular ou mesmo
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visualizado em softwares de imagem especifico, identificando o sitio ativo da molécula que

sera objeto de estudo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para realizacdo deste trabalho, apds revisao bibliografica, plotamos a representacao
das moléculas CBD, AS-THC e A>-THC, conforme ilustrado na Figura 10, usando o aplicativo
GaussView 6, um software que faz interacdo para interface grafica com o Gaussian
disponibilizado pelo Instituto de Quimica de Sao Carlos-USP. Observamos que a estrutura
quimica das moléculas CBD, AS-THC e A’-THC apresentam grupos funcionais éter e fenol,
caracterizados pelas estruturas dispostas na Figura 11, grupos funcionais polares (SM, 2014).
Porém as moléculas de canabindides neutros de CBD, A%-THC e A>-THC apresentam maior
solubilidade em lipidios ou compostos apolares, por apresentarem a maior parte de sua
estrutura com carater apolar, tendo em vista que possuem mais atomos de carbono e

hidrogénio (REVERCHON apud VARGA, 2021).

Figura 10: Estrutura A>-THC, A>-THC e CBD, elaborada no GaussView 6 pelo autor.

(a) AS-THC (b) A°-THC

Fonte: GaussView 6 - Autor.

Figura 11: Grupo funcional de caracterizagao do éter e do fenol.
OH

R =R

(a) Eter (b) Fenol

Fonte: SM (2014).
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Por acesso remoto ao Cluster, as estruturas em seu estado neutro foram otimizadas
utilizando o método com o funcional hibrido B3LYP (ver item 5.2) e funcdo de base 6-

31g(d,p), adotando o software Gaussian 09.

Da otimizagdo das moléculas dos canabinodides, extraimos algumas das principais
propriedades fisico-quimicas destes compostos, como a Energia Eletronica (Hartree), Norma
de Gradiente RMS, Momento Dipolo (Carga), Polarizabilidade o, Temperatura e Pressao
atribuidas para otimizagdo, E (Energia Térmica), Capacidade Calorifica, Entropia (S),
Frequéncia de Vibragao, Orbital HOMO e Orbital LUMO, com as quais elaboramos a Tabela

2 para o CBD e para o A>-THC, além de ilustramos os vetores de vibracio pela Figura 12.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas das moléculas CBD e A°-THC.

Propriedade Descricio da Propriedade CBD A°-THC
Energia Eletronica
(Hartree) Solugdo aproximada para
1 Hartree = 627,51 equacdo de Schrédinger. -968,78077 -968,80292
Kcal/mol
Revelam as regides ao longo do
caminho da reagdo onde
Norma de Gradiente | ocorrem os principais eventos 0.000004 0.000001
RMS (Hartree/Bohr) | quimicos (por exemplo, ’ ’
quebra/formagdo de ligagdes).
Figura 12.
Calculo teodrico da carga total
Momento Dipolo da molécula a partir da soma
(Carga) (Debye) das cargas parciais. 1 debye = 2,472092 2,688732

3,336 x 10°° Coulomb/Metro.

Capacidade de formar dipolos
instantaneos. Tendéncia de
formar um dipolo elétrico
quando submetida a um campo

Polarizabilidade o elétrico, distorcendo sua nuvem 231,657333 227,453333

(ua) eletronica. a € o raio do atomo,

u.a. ¢ unidade atdmica. 1 a.u. =

8,6393.10 cm>.esul e 1 esu =

3,335641.10-10 C.
Temperatura (Kelvin) |298,15 K=25°C 298,15 298,15
Pressdo (atm) 1 1

Resultado da soma da energia
E (Energia Térmica) | cinética e potencial de todas as
(Kcal/mol) particulas constituintes de um
corpo.

308,336 309,172

Grandeza fisica que determina
arelagdo entre a quantidade de
calor fornecida a um corpo ¢ a 94,640 92,028
variagdo de temperatura
observada neste corpo.

Capacidade Calorifica
(cal/mol * kelvin)

Grandeza termodinamica que
Entropia (S) mede o grau de desordem ou de
(cal/mol * kelvin) aleatoriedade de um sistema
fisico.

170,580 162,621
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Propriedade

Descricio da Propriedade

CBD

A°-THC

Frequéncia de
Vibracao (Hz)

Figura 12

Varia de 16,97 a 3.819,26
ciclos

Varia de 13,14 a 3.845,94
ciclos

Orbital HOMO (eV)

HOMO = Orbital Molecular
Ocupado Mais Alto (em inglés
Highest Occupied Molecular
Orbital). Tratados como
orbitais de fronteira. A
diferenca de energias do
HOMO e LUMO, denominada
salto de banda, algumas vezes
pode servir como uma medida
da excitabilidade da molécula:
a menor energia, mais
facilmente pode ser excitada

-0,20674

-0,20113

Orbital LUMO (eV)

LUMO = Orbital Molecular
Nao Ocupado Mais Baixo (em
inglés Lowest Unoccupied
Molecular Orbital). Tratados
como orbitais de fronteira. A
diferenca de energias do
HOMO e LUMO, denominada
salto de banda, algumas vezes
pode servir como uma medida
da excitabilidade da molécula:
a menor energia, mais
facilmente pode ser excitada

0,00658

0,00981

Fonte: Autor; Atkins, Paula, Friedman (2014b); Gaussian (2022);

Atkins e Paula (2014a), explicam que pela Teoria do Orbital Molecular (TOM), criada

para explicar alguns comportamentos experimentais que a Teoria de Ligacdo da Valéncia

(TVL) nao consegue, aceitamos que os elétrons nao pertencem a determinadas ligagdes, mas

devem ser tratados como pertencentes a totalidade da molécula. Quando os atomos formam

uma ligacdo, seus orbitais atdmicos se superpdem e dao lugar aos orbitais moleculares. O

orbital molecular ocupado mais alto, em referéncia ao orbital ligante, trard a energia na

formacao da ligagdo, enquanto o orbital molecular ndo ocupado mais baixo, em referéncia ao

orbital antiligante, tendera a degeneracao da ligagcdo. A diferenca entre os orbitais moleculares

nos permite estipular o salto de banda e pode servir como uma medida da excitabilidade da

molécula: a menor energia, mais facilmente pode ser excitada. Estes orbitais de fronteira da

camada de valéncia, tenderao a promover ligacdes entre &tomos do receptor e ligante.
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Figura 12: Vetores de deslocamento e vetor de unidade derivada do dipolo na

frequéncia vibracional e Norma de Gradiente RMS.

RMS Gradient Norm RMS Gradient Norm
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RMS Gradient Norm
(Hartree/Bohr)

. R T S e e e eeeeERete
0 5 10 15 20 25 30 35 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Optimization Step Number Optimization Step Number
Optimization Step Number = 33, Total Energy (Hartree) = -968.7807798 Optimization Step Number = 15, Total Eneray (Hartree) = -968.8029205
CBD A’-THC

Fonte: Autor

As estruturas dos receptores canabindides CB1 e CB2, presentes no SNC, foram
capturados do repositério de biomoléculas RCSB PDB — Protein Data Bank (banco de dados
de proteinas) acessivel pelo enderego https://www.rcsb.org/. Foram feitos os downloads dos
arquivos (extensdo *.pdb) de identidade 6KPG (receptor CB1), ilustrado na Figura 8 e 6KPF
(receptor CB2) ilustrado na Figura 9. No Quadro 3 transcrevemos as informacgdes
disponibilizadas no repositorio RCSB PDB como sintese das biomoléculas e a seguir o
resumo disponibilizado pelo RCSB PDB em seu sitio, transcrito da plataforma Pubmed, um
portal de busca de acesso livre a plataforma MEDLINE, sobre citagdes e resumos de artigos

de investigagdo em biomedicina:
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Resumo do PubMed: Os sistemas endocanabindides humanos modulam multiplos
processos fisioldgicos principalmente através da ativacdo dos receptores
canabindides CB1 e CB2. Sua alta similaridade de sequéncia, baixa seletividade
agonista e falta de conhecimento de ativagdo e acoplamento de proteina G té€m
dificultado o desenvolvimento de aplicagdes terapéuticas. E importante ressaltar que
a falta de informagdes estruturais restringiu significativamente o desenvolvimento
de medicamentos agonistas seletivos de CB2 promissores para o tratamento de dores
inflamatdrias e neuropaticas sem a psicoatividade de CB1. Aqui, relatamos as
estruturas de microscopia crioeletronica de CB2 e CBI1 ligados a canabinodides
sintéticos em complexo com G(i), bem como estrutura cristalina CB2 ligada a
agonista. De importante beneficio cientifico e terapéutico, nossos resultados revelam
um mecanismo diversificado de ativacdo e sinalizacdo, a base estrutural do design de
agonistas seletivos de CB2 e a interacdo inesperada do colesterol com CBI,
sugestivo de seu papel modulador alostérico enddégeno. (RCSB PDB, 2022, p. 1).

Quadro 3: Resumo das moléculas 6KPG (receptor CB1), e 6KPF (receptor CB2).

Item \ 6KPG (receptor CB1) | 6KPF (receptor CB2)
Estrutura Cryo-EM
Classificacao Proteina de membrana Proteina de membrana
Organismo Homo Sapiens Homo Sapiens
. Spodoptera frugiperda, vetor de
?El)s;:flf::l:sg: expressao de mamifero: HA-MCS- Spodoptera frugiperda
pcDNA3.1
Mutacoes Sim Nao
Protina da . .
Sim Sim
membrana
DOI http://doi.org/10.2210/pdb6KPG/pdb | http://doi.org/10.2210/pdb6KPF/pdb
Dados experimentais
Método Microscopia Eletronica Microscopia Eletronica
Resoluciio 3,00 A 2,90 A
Estado (~le Particula Particula
agregacio
Método dfi Particula Unica Particula Unica
Reconstrucao

Fonte: RCSB PDB (2012).

Foram copiados da plataforma RCSB PDB os arquivos de dominio publico em
formato fasta (extensdo *.fasta) dos receptores CB1 (6KPG) e CB2 (6KPF), formato de
arquivo que contém a sequéncia de cada cadeia de aminoacidos ou nucleotideos padrao ou
alterados, oferecendo detalhes basicos da sequéncia de uma proteina especifica (QUARESMA
JUNIOR, 2019). As proteinas sdo macromoléculas que controlam todos os processos que
ocorrem em uma cé¢lula, com enorme diversidade de funcdes e capazes de formar os mais
variados constituintes biologicos, sendo as proteinas de todos os organismos (da bactéria a
baleia) formadas a partir de um conjunto de 20 aminoécidos, que possuem uma cadeia lateral
de propriedades quimicas caracteristicas e apresentam uma estrutura geral que consiste num
grupo amino, um grupo carboxilico e uma cadeia lateral R, de dimensdo e caracteristicas

variaveis, ligados a um carbono saturado (C), ilustrado na Figura 13. Nove dos 20
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aminoacidos sdo considerados essenciais aos seres humanos, recebendo a denominacao de

aminoacidos essenciais, pois nosso organismo nao ¢ capaz de sintetiza-los, devendo ser

adquiridos pela alimentagdo: Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Fenilalanina,

Treonina, Triptofano, Valina. Representados por abreviagdo de trés letras e um simbolo de

uma letra, conforme mostrado no Quadro 4, a combinagdo destes 20 aminoacidos ligados de

forma covalente em uma sequéncia linear ¢ capaz de produzir proteinas com propriedades

completamente diferentes (NELSON, COX, 2014).

Figura 13: Estrutura geral de um aminoécido.

@

Fonte: Nelson, Cox (2014, p. 76). Esta estrutura ¢ comum a todos os tipos de a-aminoacidos, exceto um (a

prolina, aminoacido ciclico, ¢ a excec¢do). O grupo R, ou cadeia lateral (roxo), ligado ao carbono a (cinza) é

diferente em cada aminoacido.

Quadro 4: Relagao de aminoacidos.

Valores de pKa
Aminoacido | Abreviacio | Simbolo pKi pK: pKr Grupos R
(—COOH) (—NH3sY) (grupo R)

Glicina GLY G 2,34 9,6 alifaticos, apolares
Alanina ALA A 2,34 9,69 alifaticos, apolares
Prolina PRO P 1,99 10,96 alifaticos, apolares
Valina VAL A\ 2,32 9,62 alifaticos, apolares
Leucina LEU L 2,36 9,6 alifaticos, apolares
Isoleucina ILE I 2,36 9,68 alifaticos, apolares
Metionina MET M 2,28 9,21 alifaticos, apolares
Fenilalanina PHE F 1,83 9,13 aromaticos
Tirosina TYR Y 2,2 9,11 10,07 aromaticos
Triptofano TRP \\% 2,38 9,39 aromaticos
Serina SER S 2,21 9,15 polares, ndo carregados
Treonina THR T 2,11 9,62 polares, ndo carregados
Cisteina* CYS C 1,96 10,28 8,18 polares, nio carregados

4 Em geral, a cisteina ¢ classificada como polar apesar de apresentar um indice hidropatico positivo. Isso
reflete a capacidade do grupo sulfidril em atuar como écido fraco e formar uma fraca ligagdo de hidrogénio com
0 oxigénio ou nitrogénio.
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Valores de pKa

Aminoacido | Abreviacio | Simbolo pKi pK: pKr Grupos R

(—COOH) (—NH3sY) (grupo R)
Asparagina ASN N 2,02 8,8 polares, ndo carregados
Glutamina GLN Q 2,17 9,13 polares, ndo carregados
Lisina LYS K 2,18 8,95 10,53 carregados positivamente
Histidina HIS H 1,82 9,17 6 carregados positivamente
Arginina ARG R 2,17 9,04 12,48 carregados positivamente
Aspartato ASP D 1,88 9,6 3,65 ne?fﬁiiﬁ:z "
Glutamato GLU E 2,19 9,67 425 ne?fﬁiiﬁ:z "

Fonte: Nelson, Cox (2014, p. 77).

O receptor CB1 possui cinco cadeias de aminodacidos ilustradas na Figura 14, sendo

que o ligante faz parte da cadeia D. A Tabela 3 contabiliza o nimero de aminoacidos por

cadeia do receptor CB1.

Figura 14: Representagdo tridimensional das cadeias de aminoacido do receptor

canabinoide CB1.

RECEPTOR CB1

Ligante

Cadeia A — Subunidade

alfa-1 da proteina G(i) de &
ligagdo ao nucleotideo de

guanina

Cadeia B — Proteina de
ligagdo ao nucleotideo
de guanina
G(D/G(S)/G(T)
subunidade beta-1

Cadeia D — Receptor
de canabindide 1

Cadeia E —scFv16

Cadeia C —Proteina
de ligagdo ao
nucleotideo de guanina

Fonte: Arquivo RCSB PDB editado pelo autor.

G(D)/G(S)/G(O)
subunidade gama-2

Tabela 3: Quantidade de aminoacidos por cadeia do receptor CB1.

Aminodcido | Sigla Chain-A | Chain-B | Chain-C | Chain-R | Chain-S Total
Qtde Qtde Qtde Qtde Qtde
Alanina ALA 15 30 10 21 11 87
Arginina ARG 8 22 3 15 11 59
Asparagina | ASN 10 17 2 7 4 40
Aspartato ASP 17 30 3 9 8 67
Cisteina CYS 8 14 1 9 4 36
Glutamina |GLN 5 12 2 4 10 33
Glutamato | GLU 20 9 6 4 8 47
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Aminodcido | Sigla Chain-A | Chain-B | Chain-C | Chain-R | Chain-S Total
Qtde Qtde Qtde Qtde Qtde

Glicina GLY 10 27 0 11 24 72
Histidina HIS 5 8 1 9 3 26
Isoleucina ILE 15 18 3 26 8 70
Leucina LEU 18 30 5 42 21 116
Lisina LYS 24 10 5 12 6 57
Metionina MET 6 7 2 10 6 31
Fenilalanina | PHE 15 11 1 19 11 57
Prolina PRO 2 5 4 8 10 29
Serina SER 11 27 3 21 35 97
Treonina THR 16 28 1 13 18 76
Triptofano | TRP 2 8 0 5 4 19
Tirosina TYR 6 8 1 10 14 39
Valina VAL 12 17 3 30 15 77
TOTAL 225 338 56 285 231 1135

Fonte: Autor.

O receptor CB2 também possui cinco cadeias de aminoacidos ilustradas na Figura 15,
sendo que o ligante faz parte da cadeia D. A Tabela 4 contabiliza o nimero de aminoacidos

por cadeia do receptor CB2.

Figura 15: Representagdo tridimensional das cadeias de aminoacido do receptor

canabinoide CB2.

RECEPTOR CB2

Cadeia C — Proteina
de ligagao ao
nucleotideo de
guanina
G(I)/G(S)/G(O)
subunidade gama-2

Cadeia B — Proteina
de ligagdo ao
nucleotideo de
guanina
G(D/G(S)/G(T)
subunidade beta-1

Cadeia E — scFv16

Cadeia D — Receptor
canabindide 2

Cadeia A —
Subunidade alfa-1 da
proteina G(i) de
ligagfio ao nucleotideo 7 4N
de guanina

2‘:‘{? Ligante

Fonte: Arquivo RCSB PDB editado pelo autor.



Tabela 4: Quantidade de aminoacidos por cadeia do receptor CB2.

Aminodcido | Sigla Chain-A | Chain-B | Chain-C | Chain-R | Chain-S Total
Qtde Qtde Qtde Qtde _Qtde

Alanina ALA 14 30 11 27 11 93
Arginina ARG 8 22 3 11 11 55
Asparagina | ASN 10 17 2 5 4 38
Aspartato ASP 16 30 3 7 8 64
Cisteina CYS 8 14 1 10 4 37
Glutamina |GLN 5 12 2 5 10 34
Glutamato |GLU 17 9 6 3 9 44
Glicina GLY 10 27 0 15 24 76
Histidina HIS 5 8 1 11 3 28
Isoleucina |ILE 15 18 3 14 8 58
Leucina LEU 17 30 5 53 21 126
Lisina LYS 24 10 5 12 6 57
Metionina | MET 6 7 2 9 6 30
Fenilalanina | PHE 15 11 1 15 11 53
Prolina PRO 2 5 4 12 10 33
Serina SER 11 27 3 27 35 103
Treonina THR 16 28 1 13 18 76
Triptofano | TRP 2 8 0 6 4 20
Tirosina TYR 6 8 1 11 14 40
Valina VAL 11 17 3 24 15 70
TOTAL 218 338 57 290 232 1135

Fonte: Autor.
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O redocking e o docking molecular foram realizados com o software GOLD 5.0, com

a colaboragdo de uma aluna de Doutorado do grupo de Quimica Quantica desse instituto, a

aluna Laise Pellegrini Alencar Chiari. Os arquivos PDB dos receptores tiveram suas estruturas

construidas por microscopia crioeletronica (Cryo-EM, do inglés cryoelectron microscopy),

com resolugiio de 3,00 A para a proteina 6KPG (receptor CB1) € 2,9 A para a proteina 6KPF
(receptor CB2) (RCSB PDB, 2012; CHIARI, 2021). Para realiza¢do do docking optou-se por

baixar as coordenadas do ligantes cristalizados dos sitios de ligagdo dos receptores CB1 e

CB2, através do repositorio de biomoléculas RCSB PBD, sendo capturado o ligante 8D0

ilustrado na Figura 16. Ja sua localizacao na proteina ¢ ilustrada na Figura 17, onde o ligante

estad inserido em um mapa de densidade molecular.
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Figura 16: Ligante cristalizados 8DO0 dos sitios de ligacdo dos receptores canabinoides
CBl1 e CB2.

51

W\

czsC\
\N

N1

OHe:

Fonte: RCSB PDB.

Figura 17: Cryo-EM do ligantes 8D0 disposto na proteina dos receptores
canabindides CB1 e CB2 em mapa de densidade.

(a) Proteina 6KPG (receptor CB1) (b) Proteina 6KPF (receptor CB2)

Fonte: RCSB PDB.

Dos calculos de redocking das proteinas com seus ligantes co-cristalizados, foi
possivel verificar o valor de fitnes e a pontuagdo ¢ RMSD para as fungdes ChemPLP,
GoldScore, ChemScore e ASP, estampado na Quadro 5. Como todas as fungdes apresentaram
RSMD inferior a 2, qualquer uma das fung¢des poderia ser utilizada na docagem, mas optou-se
pela ChemPLP por apresentar a menor pontuagdo RSMD dentre as demais fungdes para

ambos 0s receptores.
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Quadro 5: Valores de pontuacdo GOLD Score Fitness ¢ RSMD para as fung¢des
ChemPLP, GoldScore, ChemScore ¢ ASP.

FUNCAO DE GOLD Referéncia GOLD Score
RECEPTOR PON’I(‘:UACAO RMSD Fitness
ChemPLP 0,4360 94,5571
CBI GoldScore 0,4954 80,1297
ChemScore 0,7546 48,8222
ASP 0,7135 51,3468
ChemPLP 0,8508 94,7865
CB2 GoldScore 0,7087 82,4428
ChemScore 0,9451 50,0509
ASP 0,4606 55,5946

Fonte: Chiari (2021).

Para esse estudo, foram realizados docking para as moléculas ligantes A’-THC, A®-
THC e CBD para os receptores CB1 e CB2. Destes docking foram geradas 10 possiveis
solucdes, onde tratamos da solugdo que apresentou o maior Score Fitness (pontuacdo de
aptiddo) calculada pelo GOLD, fun¢do que indica quantitativamente a estabilidade do
complexo proteina-ligante a partir de solu¢des de docking, com foco no CBD devido suas

propriedades ndo psicotropicas.

O raio VDW (Van der Waals) ¢ um raio padrdo do atomo atribuido a partir da
presenga de atomos especificos, como por exemplo para atomos de Oxigé€nio, Carbono,
Nitrogénio e Enxofre, onde os raios dependerao da presenga ou nao de Hidrogénio explicito,
ou no caso da presenga de atomo de Fosforo, Fluor, Cloro, Bromo e Iodo, os raios atdmicos
sdo derivados do pardmetro Amber parm99, enquanto para demais atomos o raio VDW seria
duas vezes os raios de ligagdo covalente listados em uma tabela de referéncia (UCSF
CHIMERA, 2008). Os raios VDW sao usados pelo software Chimera para calcular as
superficies de interacdo entre os atomos e encontrar contatos proximos entre eles. A fungao
overlap (sobreposi¢do) reflete a sobreposicdo das superficies de VDW dos atomos. Se
pensarmos nos atomos como esferas, onde as esferas se interpenetram teriamos uma
sobreposicdo positiva; ja onde as esferas se tocam exatamente, teriamos sobreposi¢do zero; €
onde as esferas ndo entram em contato, a distancia entre suas superficies ¢ a magnitude de
sobreposi¢do negativa. Pela fungdo overlap podemos filtrar as interagdes de conflito e contato
entre os atomos de uma cadeia especifica da molécula, sendo a sobreposi¢cdo entre dois
atomos calculada pela soma de seus raios VDW menos a distancia entre eles € menos uma
permissao para pares potencialmente ligados por hidrogénio: sobreposicdo jj = r ypw i + r vow

;i —d j — permissdo j (UCSF CHIMERA, 2014). A seguir traremos os calculos de overlap
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gerados nas interagdes dos ligantes (A3-THC, A>-THC e CBD) as proteinas receptoras (CB1 e
CB2).

Usando os parametros considerados razodveis e sugeridos no tutorial do software
Chimera (UCSF CHIMERA, 2014) de 0,6 A (intervalo de corte sugerido: 0,4 a 1,0 A) para
interferéncia padrio, adotando tolerancia de 0,4 A (intervalo de tolerancia sugerido: 0,2 a 0,6
A) para detectar as interferéncias/conflitos (clash) dos 4tomos da molécula ligante ao
receptor, e de -0,4 A (intervalo de corte sugerido: 0,0 a -1,0 A) para o contato padrio,
adotando tolerancia de 0,0 A (intervalo de corte sugerido: apenas 0,0 A) para detectar os
contatos (contact) dos atomos da molécula ligante ao receptor, geramos o overlap dos
receptores com o ligante endogeno capturado da plataforma PDB (8D0). Também apuramos
as ligagdes de hidrogénio realizada pelo ligante, calculando-se com flexibilizagdo de até 0,4 A

e 20° e transcrevemos nos topicos a seguir.

6.1 Docking molecular - receptor CB1

Foi realizado o docking molecular com as moléculas A’-THC, AS-THC e CBD para o
receptor CB1, encontrado principalmente no SNC, onde foram propostos dez arquivos de
possiveis solugdes, sendo detalhada a conformag¢do com maior Score Fitness (pontuacdo de
aptiddo), destacado em vermelho nas Tabelas 5, 8 e 11, referentes aos valores de pontuacao
GOLD Score Fitness das solugdes propostas pelo GOLD, nominadas pela ordem de saida do
software, mas classificadas em funcao do Score Fitness (pontuagao de aptidao) e, conforme
verificado no arquivo “bestranking.lst” gerado pelo GOLD, que traz a indicacao da simulagao

da conformacdo mais proxima do ligante original da molécula.

6.1.1 Docking molecular - receptor CB1 e canabinoéide AS-THC

Para o canabinéide A®-THC e receptor CB1 as solugdes geradas pelo GOLD constam
da Tabela 5. A conformacdo contida no arquivo “gold soln 8THC ml 10.mol2” ¢,
teoricamente, a mais ajustada ao receptor. Realizamos uma verificacdo visual pelo software
Chimera da disposicao espacial contida no arquivo “gold soln 8THC ml 10.mol2”
sobreposta ao ligante original para confirmagdo da semelhan¢a de ambos os ligantes, que esta

mostrada na Figura 18.
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Tabela 5: Valores de pontuacdo GOLD Score Fitness das solucdes propostas pelo
GOLD para o ligante A>-THC e o CBI1.

SOLUCAO GOLD Score Fitness GOL];UI\Q/Ie;]e)rencm
gold soln STHC m1_10.mol2 76,9860 6,3754
gold soln 8THC ml_8.mol2 76,1681 6,0536
gold soln 8THC ml 9.mol2 74,3449 6,0612
gold soln 8THC ml_ 7.mol2 73,4170 60,1116
gold soln 8THC ml 2.mol2 67,5079 6,7427
gold soln 8THC ml 4.mol2 67,2716 60,2058
gold soln 8THC ml 1.mol2 67,1810 6,8691
gold soln 8THC ml_ 5.mol2 66,8197 60,8026
gold soln 8THC ml 3.mol2 66,5547 6,2467
gold soln 8THC ml_ 6.mol2 66,1967 60,2030

Fonte: Autor.

Figura 18: Sobreposicdo do ligantes 8D0 (RCSB PDB) em sobreposi¢do ao A-THC

disposto na proteina do receptor canabindide CB1.

I ligante 8DO

B 2s-THC

Fonte: autor.

Das interferéncias/conflitos (c/ash) dos atomos da molécula ligante ao receptor e dos
contatos (contact) dos atomos da molécula ligante ao receptor, geramos o overlap do receptor
CBI1 com o ligante endégeno capturado da plataforma PDB (8D0) e do CB1 docado com o
A8-THC e elaboramos a Tabela 6, que lista a quantidade de contatos e interferéncias. Também

apuramos as ligagdes de hidrogénio realizada pelo ligante e transcrevemos na Tabela 7.

Tabela 6: sobreposicdo (Overlap) das ligagdes formadas entre o ligante endogeno

- 8D0 (PDB) e 0 CB1 em comparacdo com o ligante A3-THC e o receptor CBI1.
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Contatos (contact): Conlflitos/Interferéncia (clash):
Padrio -0,4 A e Tolerancia 0,0 A Padrio 0,6 A e Tolerancia 0,4 A
Quantidade Intervalo (A) Quantidade Intervalo (A)
CBI - ligante
endogeno - D0 61 -0,376877 a 0,154445 0 -
(PDB)
AS-THC 140 -0,395323 a 0,787904 2 0,748015 a 0,787904

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

Tabela 7: Ligacdes de hidrogénio formadas entre o ligante enddgeno - 8D0 (PDB)
— CB1 e 0 A’-THC - CBI1 (flexibilizacdo de até 0,4 A e 20°).

Distancia (A) Distancia (A)
Doador-Receptor | Doador-Hidrogénio

$D0 (PDB) — CB1

Doador Receptor Hidrogénio

TYR275.ROH [8D0 501.R S1 | no hydrogen 3.905 N/A
8D0 501.R O2 HIS 178.R NE2 | no hydrogen 3.186 N/A
A®-THC - CBI

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

6.1.2 Docking molecular - receptor CB1 e canabinoide A’-THC

Para o canabinédide A’>-THC e receptor CB1 as solu¢des geradas pelo GOLD constam
da Tabela 8. A conformagdo contida no arquivo “gold soln 9THC ml 4.mol2” ¢,
teoricamente, a mais ajustada ao receptor. Realizamos uma verificagdo visual pelo software
Chimera da disposi¢do espacial contida no arquivo “gold soln 9THC ml 4.mol2”
sobreposta ao ligante original para confirmagao da semelhanga de ambos os ligantes, que esta

mostrada na Figura 19.

Tabela 8: Valores de pontuacdo GOLD Score Fitness das solucdes propostas pelo

GOLD para o ligante A’>-THC e o receptor CB1.

SOLUCAO GOLD Score Fitness GOLD Referéncia RMSD
gold soln 9THC ml1 4.mol2 74,1691 6,1293
gold soln 9THC m1l 2.mol2 72,1104 6,0214
gold soln 9THC ml 6.mol2 71,0935 6,0835
gold soln 9THC m1l 1.mol2 66,6288 6,2217
gold soln 9THC ml 5.mol2 66,5518 6,1245
gold soln 9THC m1l 3.mol2 66,3646 6,2408
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SOLUCAO GOLD Score Fitness GOLD Referéncia RMSD
gold soln 9THC ml 8.mol2 66,3306 6,3224
gold soln 9THC ml 10.mol2 66,0466 6,2990
gold soln 9THC ml 9.mol2 65,9239 6,1810
gold soln 9THC ml 7.mol2 65,8254 6,2985

Fonte: Autor.

Figura 19: Sobreposi¢io do ligantes 8D0 (RCSB PDB) em sobreposigio ao A’-THC

disposto na proteina do receptor canabinoide CB1.

[l ligante 8DO

B »s-tHC

Fonte: autor.

Das interferéncias/conflitos (clash) dos atomos da molécula ligante ao receptor e dos
contatos (contact) dos atomos da molécula ligante ao receptor, geramos o overlap do receptor
CB1 com o ligante enddgeno capturado da plataforma PDB (8D0) e do CB1 docado com o
A°-THC elaboramos a Tabela 9 que lista a quantidade de contatos e interferéncias. Também

apuramos as ligacdes de hidrogénio realizadas pelo ligante e transcrevemos na Tabela 10.

Tabela 9: sobreposicdo (Overlap) das ligagdes formadas entre o ligante endogeno

- 8D0 (PDB) e 0 CB1 em comparagio com o ligante A’-THC e o receptor CBI.

Contatos (contact): Conflitos/Interferéncia (clash):
Padrio -0,4 A e Tolerancia 0,0 A Padrdo 0,6 A e Tolerancia 0,4 A
Quantidade Intervalo (A) Quantidade Intervalo (A)
CBI1 - ligante
endogeno - 8D0 61 -0,376877 a 0,154445 0 -
(PDB)
A°-THC 110 -396937 a 0,584674 0 -

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.



44

Tabela 10: Ligacdes de hidrogénio formadas entre o ligante enddgeno - 8DO

(PDB) — CB1 e 0 A’>-THC - CBI1 (flexibilizagio de até 0,4 A e 20°).

Distancia (A) Distancia (A)
Doador-Receptor | Doador-Hidrogénio

$D0 (PDB) — CB1

Doador Receptor Hidrogénio

TYR 275.R OH |[8D0 501.R S1 |no hydrogen 3.905 N/A
8D0 501.R O2 HIS 178.R NE2 | no hydrogen 3.186 N/A
A’-THC - CB1

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

6.1.3 Docking molecular - receptor CB1 e canabidiol CBD

Para o CBD e receptor CB1 as solugdes geradas pelo GOLD constam da Tabela 11. A
conformagdo contida no arquivo “gold soln CBDnew ml 2.mol2” ¢, teoricamente, a mais
ajustada ao receptor. Realizamos uma verificagao visual pelo software Chimera da disposi¢ao
espacial contida no arquivo “gold soln CBDnew ml 2.mol2” sobreposta ao ligante original

para confirmag¢do da semelhanca de ambos os ligantes, que esta mostrada na Figura 20.

Tabela 11: Valores de pontuagdo GOLD Score Fitness das solugdes propostas

pelo GOLD para o ligante CBD e o receptor CB1.

% . GOLD Referéncia

SOLUCAO GOLD Score Fitness RMSD
gold soln CBDnew m1l 2.mol2 75,3076 6,2671
gold soln CBDnew ml 5.mol2 71,0959 6,5881
gold soln CBDnew ml 8.mol2 71,0684 6,5014
gold soln CBDnew ml 1.mol2 70,9533 6,5831
gold soln CBDnew ml 6.mol2 70,8804 6,5.951
gold soln CBDnew ml 9.mol2 70,4592 6,6172
gold soln CBDnew ml 7.mol2 70,4429 6,6143
gold soln CBDnew ml 10.mol2 70,0095 6,6287
gold soln CBDnew ml 4.mol2 69,7926 6,3982
gold soln CBDnew ml 3.mol2 68,4505 6,4281

Fonte: Autor.



45

Figura 20: Sobreposi¢do do ligantes 8D0 (RCSB PDB) em sobreposi¢do ao CBD

disposto na proteina do receptor canabinoide CB1.

[l ligante 8DO

Bl cBD

Fonte: autor.

Das interferéncias/conflitos (clash) dos atomos da molécula ligante ao receptor e dos
contatos (contact) dos atomos da molécula ligante ao receptor, geramos o overlap do receptor
CB1 com o ligante enddgeno capturado da plataforma PDB (8D0) e do CB1 docado com o
CBD e elaboramos a Tabela 12, que lista a quantidade de contatos e interferéncias. Também
apuramos as ligacdes de hidrogénio realizadas pelo ligante, calculando-se com flexibilizagdao

de até 0,4 A e 20° e transcrevemos na Tabela 13.

Tabela 12: sobreposi¢ao (Overlap) das ligagdes formadas entre o ligante

endogeno - 8D0 (PDB) e o CB1 em comparacdo com o ligante CBD e o receptor CBI1.

Contatos (contact): Conflitos/Interferéncia (clash):
Padrio -0,4 A e Tolerancia 0,0 A Padrio 0,6 A e Tolerancia 0,4 A
Quantidade Intervalo (A) Quantidade Intervalo (A)
CBI1 - ligante
endogeno - 8D0 61 -0,376877 a 0,154445 0 -
(PDB)
CBD 126 -0,390227 a 0,58352 0 -

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

Tabela 13: Liga¢des de hidrogénio formadas entre o ligante enddégeno - 8DO

(PDB) — CB1 e 0 CBD - CBI1 (flexibilizacio de até 0,4 A e 20°).

Distancia (A) Distéancia (A)
Doador-Receptor | Doador-Hidrogénio
8D0 (PDB) — CBI1
TYR275.R OH |8D0501.R S1 | no hydrogen 3.905 N/A
8D0 501.R O2 HIS 178.R NE2 | no hydrogen 3.186 N/A

Doador Receptor Hidrogeénio
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CBD - CB1
UNK 1.het O LEU 193.R O UNK 1.het H 2.775 1.914

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

6.2 Docking molecular - receptor CB2

Assim como para a proteina CB1, foi realizado o docking molecular com as moléculas
A°-THC, A®-THC e CBD para o neuro receptor CB2, encontrado em células periféricas,
principalmente no Sistema Imunoldgico, onde foram propostos dez arquivos de possiveis
solucdes sendo detalhada a conformagdao com maior Score Fitness (pontuagdo de aptidao),
destacado em vermelho nas Tabelas 14, 17 e 20 referentes aos valores de pontuagdo GOLD
Score Fitness das solugdes propostas pelo GOLD, nominadas pela ordem de saida do
software, mas classificadas em funcao do Score Fitness (pontuagao de aptidao) e, conforme
verificado no arquivo “bestranking.lst” gerado pelo GOLD, que traz a indicacao da simulagao

da conformacgao mais proxima do ligante original da molécula.

6.2.1 Docking molecular - receptor CB2 e canabindide AS-THC

Para o canabindide AS-THC e receptor CB2 as solu¢des geradas pelo GOLD constam
da Tabela 14. A conforma¢do contida no arquivo “gold soln 8STHC ml 7.mol2” ¢,
teoricamente, a mais ajustada ao receptor. Realizamos uma verificagdo visual pelo software
Chimera da disposicao espacial contida no “gold soln 8STHC ml 7.mol2” sobreposta ao
ligante original para confirma¢do da semelhanca de ambos os ligantes, que esta mostrada na

Figura 21.

Tabela 14: Valores de pontuagdo GOLD Score Fitness das solugdes propostas

pelo GOLD para o ligante A*-THC e o CB2.

SOLUCAO GOLD Score Fitness GOLD Referéncia RMSD
gold_soln_ 8THC m1_7.mol2 75,1289 6,6688
gold soln 8THC m1l 8.mol2 75,1232 6,6582
gold soln 8THC ml_ 1.mol2 75,1155 6,6641
gold soln 8THC m1l_ 6.mol2 75,0115 6,6721
gold soln 8THC ml_10.mol2 74,9450 6,6469
gold soln 8THC m1l 2.mol2 74,7887 6,6588
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SOLUCAO GOLD Score Fitness GOLD Referéncia RMSD
gold soln 8THC ml 4.mol2 74,7042 6,6633
gold soln 8THC ml 3.mol2 74,6306 6,6538
gold soln 8THC ml_ 5.mol2 74,2533 6,6692
gold soln 8THC ml 9.mol2 74,1438 6,6630

Fonte: Autor.

Figura 21: Sobreposicdo do ligantes 8D0 (RCSB PDB) em sobreposi¢do ao AS-THC

disposto na proteina do receptor canabinoide CB2.

Il tigante 8DO

Fonte: autor.

Das interferéncias/conflitos (c/ash) dos a&tomos da molécula ligante ao receptor, e dos
contatos (contact) dos atomos da molécula ligante ao receptor, geramos o overlap do receptor
CB2 com o ligante enddgeno capturado da plataforma PDB (8D0) e do CB2 docado com o
A.-THC e elaboramos a Tabela 15, que lista a quantidade de contatos e interferéncias.
Também apuramos as ligacdes de hidrogénio realizada pelo ligante, e transcrevemos na

Tabela 16.

Tabela 15: sobreposi¢ao (Overlap) das ligagdes formadas entre o ligante

endégeno - 8D0O (PDB) e o CB2 em comparacdo com o ligante A-THC e o receptor CB2.

Contatos (contact): Conflitos/Interferéncia (clash):
Padrio -0,4 A e Tolerancia 0,0 A Padrdo 0,6 A e Tolerancia 0,4 A
Quantidade Intervalo (A) Quantidade Intervalo (A)
CB2 - ligante
endogeno - 8D0 72 -0,394642 a 0,187087 0 -
(PDB)
AS-THC 113 -0,397605 a 0,520801 0 -

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.
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Tabela 16: Ligacdes de hidrogénio formadas entre o ligante enddgeno - 8DO

(PDB) — CB2 e 0 A:-THC — CB2 (flexibilizacdo de até 0,4 A e 20°).

Distancia (A) Distancia (A)
Doador-Receptor | Doador-Hidrogénio
8D0 (PBG) — CB1

SER 285.R OG |8D0401.R O3 |no hydrogen | 3.072 | N/A

Doador Receptor Hidrogénio

A*-THC — CB2

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

6.2.2 Docking molecular - receptor CB2 e canabinoéide A°>-THC

Para o canabinédide A’>-THC e receptor CB2 as solu¢des geradas pelo GOLD constam
da Tabela 17. A conformag¢do contida no arquivo “gold soln 9THC ml 9.mol2” ¢,
teoricamente a mais ajustada ao receptor. Realizamos uma verificagdo visual pelo software
Chimera da disposicao espacial contida no “gold soln 9THC ml 9.mol2” sobreposta ao
ligante original para confirma¢do da semelhanca de ambos os ligantes, que esta mostrada na

Figura 22.

Tabela 17: Valores de pontuagdo GOLD Score Fitness das solugdes propostas

pelo GOLD para o ligante A>-THC e o CB2.

SOLUCAO GOLD Score Fitness GOLD Referéncia RMSD
gold_soln 9THC m1 9.mol2 74,9720 6,6714
gold soln 9THC m1l 3.mol2 74,8935 6,6586
gold soln 9THC ml_10.mol2 74,8918 6,6493
gold soln 9THC m1l 5.mol2 74,8042 6,6773
gold soln 9THC ml 4.mol2 74,7791 6,6705
gold soln 9THC ml 7.mol2 74,5930 6,6498
gold soln 9THC ml_ 6.mol2 73,9244 6,6711
gold soln 9THC m1l 1.mol2 73,8325 6,6590
gold soln 9THC ml 2.mol2 73,6229 6,6729
gold soln 9THC m1l 8.mol2 73,3975 6,6700

Fonte: Autor.
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Figura 22: Sobreposicdo do ligantes 8D0 (RCSB PDB) em sobreposi¢io ao A’-THC

disposto na proteina do receptor canabinoide CB2.

Il ligante 8DO

Fonte: autor.

Das interferéncias/conflitos (clash) dos atomos da molécula ligante ao receptor, e dos
contatos (contact) dos atomos da molécula ligante ao receptor, geramos o overlap do receptor
CB2 com o ligante endogeno capturado da plataforma PDB (8D0) e do CB2 docado com o
A°-THC e elaboramos a Tabela 18, que lista a quantidade de contatos e interferéncia. Também
apuramos as ligacdes de hidrogénio realizada pelo ligante, calculando-se com flexibilizagao

de até 0,4 A e 20° e transcrevemos na Tabela 19.

Tabela 18: sobreposi¢do (Overlap) das ligacdes formadas entre o ligante

endogeno - 8D0 (PDB) e o CB2 em comparagdo com o ligante A>-THC e o receptor CB2.

Contatos (contact): Conlflitos/Interferéncia (clash):
Padrio -0,4 A e Tolerancia 0,0 A Padrio 0,6 A e Tolerancia 0,4 A
Quantidade Intervalo (A) Quantidade Intervalo (A)
CB?2 - ligante
endogeno - D0 72 -0,394642 a 0,187087 0 -
(PDB)
A-THC 121 -0,383994 a 0,636313 0 -

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

Tabela 19: Liga¢des de hidrogénio formadas entre o ligante enddégeno - 8DO

(PDB) — CB2 e 0 A’-THC — CB2 (flexibilizacdo de até 0,4 A e 20°).

Distancia (A) Distéancia (A)
Doador-Receptor Doador-Hidrogénio
8D0 (PBG) — CBI

SER 285.R OG |8D0401.R O3 |no hydrogen | 3.072 | N/A

Doador Receptor Hidrogénio

A’-THC — CB2
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Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

6.2.3 Docking molecular - receptor CB2 e canabindide CBD

Para o canabindide CBD e receptor CB2 as solucdes geradas pelo GOLD constam da
Tabela 20. A conformagdo contida no arquivo “gold soln CBDnew ml 7.mol2” ¢,
teoricamente, a mais ajustada ao receptor. Realizamos uma verificagdo visual pelo software
Chimera das conformac¢do do arquivo “gold soln CBDnew ml 7.mol2” sobreposta ao
ligante original para confirma¢do da semelhanca de ambos os ligantes, que esta mostrada na

Figura 23.

Tabela 20: Valores de pontuagdo GOLD Score Fitness das solu¢des propostas
pelo GOLD para o ligante CBD e o receptor CB2.

SOLUCAO GOLD Score Fitness GOL%ﬁenge““a
gold_soln_CBDnew _m1_7.mol2 72,8669 9,3787
gold soln CBDnew ml 4.mol2 71,5015 5,2380
gold soln CBDnew ml 3.mol2 71,3266 5,0859
gold soln CBDnew ml_ 8.mol2 71,0659 5,0433
gold soln CBDnew ml 2.mol2 70,0779 5,2766
gold soln CBDnew ml_ 5.mol2 69,6193 4,6795
gold soln CBDnew ml 6.mol2 69,3835 9,7705
gold soln CBDnew ml 10.mol2 69,1220 4,7632
gold soln CBDnew ml 1.mol2 66,1645 9,1098
gold soln CBDnew ml 9.mol2 65,3066 8,9959

Fonte: Autor.
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Figura 23: Sobreposi¢do do ligantes 8D0 (RCSB PDB) em sobreposi¢do ao CBD

disposto na proteina do receptor canabinoide CB2.

Il ligante 8DO

Fonte: autor.

Das interferéncias/conflitos (c/ash) dos a&tomos da molécula ligante ao receptor, e dos
contatos (contact) dos atomos da molécula ligante ao receptor, geramos o overlap do receptor
CB2 com o ligante enddgeno capturado da plataforma PDB (8D0) e do CB2 docado com o
CBD e elaboramos a Tabela 21, que lista a quantidade de contatos e interferéncias. Também

apuramos as ligacdes de hidrogénio realizada pelo ligante e transcrevemos na Tabela 22.

Tabela 21: sobreposi¢do (Overlap) das ligacdes formadas entre o ligante

endogeno - 8D0 (PDB) e o CB2 em comparacdo com o ligante CBD e o receptor CB2.

Contatos (contact): Conflitos/Interferéncia (clash):
Padrio -0,4 A e Tolerancia 0,0 A Padrdo 0,6 A e Tolerancia 0,4 A
Quantidade Intervalo (A) Quantidade Intervalo (A)
CB?2 - ligante
endogeno - 8D0 72 -0,394642 a 0,187087 0 -
(PDB)
CBD 112 -0,391599 a 0,962978 5 0,607214 a 0,962978

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

Tabela 22: Liga¢des de hidrogénio formadas entre o ligante enddégeno - 8DO

(PDB) — CB2 e 0 CBD — CB2 (flexibilizacdo de até 0,4 A e 20°).

Distancia (A) Distéancia (A)
Doador-Receptor Doador-Hidrogénio

8D0 (PBG) — CB1

Doador Receptor Hidrogeénio
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SER 285.R OG |8D0401.R O3 |no hydrogen 3.072 N/A
CBD - CB2

UNK LhetO | HIS95.RNE2 | UNK Lhet H 3,030 2,112

UNK 1.hetO | LEUI82RO | UNK LhetH 2,679 1,752

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

6.3 Analise do molecular Docking

Para a proteina do receptor canabindide CB1 verifica-se que as solugdes propostas no
docking apresentam a disposi¢do espacial semelhante para o AS-THC, A’-THC, e para o
ligante endocanabindide 8DO0, enquanto o CBD apresenta conformagdes com o radical pentil
em oposi¢ao ao grupo da cadeia ciclica em comparacao aos demais ligantes, como pode ser
visto na Figura 24. Porém, para o receptor canabindide CB2, as solugdes propostas no
docking, apresentam disposi¢do espacial similar para os trés canabindides exogenos (AS-THC,
A°-THC e CBD), enquanto para o ligante 8D0, apresenta disposicdo espacial na horizontal
quando comparado com os canabinoides exdgenos, que se apresentam na vertical, como pode
ser visto na Figura 25. Para ambos os receptores, CB1 ¢ CB2, se tem todos os ligantes no
mesmo plano quando sobrepostos na proteina. Com diferentes disposigdes dos
endocanabinodides no espaco dentro do sitio ativo da proteina, teremos diferentes interagdes
com os aminoacidos que formam seu sitio, dando-lhe diferentes propriedades, abordagem que

nao foi explorada neste trabalho, devido a complexidade desta discussao.
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Figura 24: Disposicao espacial dos ligantes canabinoides no receptor CB1.

8D0 AS-THC

.

A°-THC CBD

Fonte: autor.

Figura 25: Disposicao espacial dos ligantes canabinodides no receptor CB2.

8D0 AS3-THC

Fonte: autor.

A atividade bioldgica dos compostos que interagem com os receptores CB1 ¢ CB2

podem ser analisadas em termos de constante de dissociacdo do inibidor em sua forma
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logaritmica (pKi), que podem ser capturadas em bancos de dados de biomoléculas, como o
ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/), NCBI Genome (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genome/), GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) que reunem dados quimicos,
de bioatividade e de genoma para auxiliar na elaboracdo de novos medicamentos e
medicamentos mais eficazes a partir desta informagdes.

Pode-se realizar uma avaliagao dos descritores moleculares extraidos dos calculos de
otimizacdo e frequéncia da geometria, mostrados na Tabela 2, onde observamos que a energia
do orbital LUMO do CBD ¢ 67% menor que a energia do A>-THC, enquanto esta diferenca
para o orbital HOMO do CBD é 2,71% maior que a energia do A>-THC. A diferenca entre as
energias dos orbitais HOMO e LUMO pode sinalizar a reatividade da molécula. Calculando-
se a variacao entre a energia LUMO e HOMO para os receptores exdogenos chegamos aos
valores da Tabela 23 e sugere que o CBD ¢ minimamente mais propicio a realizagdo de

ligagdes que o A’-THC, uma vez que sua variacio de energia foi menor.

Tabela 23: Variagdo entre energia dos orbitais HOMO e LUMO do CBD e A’-

THC.
PROPRIEDADE CBD A-THC
Orbital HOMO (eV) -0,20674 -0,20113
Orbital LUMO (eV) 0,00658 0,00981
A(HOMO-LUMO) (Ev) -0,21332 -0,21094

Fonte: Autor: gerado a partir do Chimera.

Essas propriedades elencadas podem se relacionar com os resultados destacados na
docagem molecular dos canabinoides com os receptores CB1 e CB2. Observa-se que a
pontuacdo RMSD no redocking é expressivamente menor para os ligantes endégeno 8D0 que
no docking para os ligantes exdgenos A°-THC e CBD com os receptores CB1 e CB2. Isso
demonstra que os ligantes exogenos requerem mais energia para se ligar ao receptor do que os
endogenos, o que desfavorece o A>-THC e o CBD. Sabemos que a quantidade de energia
requerida para que um ligante se conecte com o alvo molecular reflete na atividade bioldgica
desta molécula, pois quanto mais facil for a interagdo entre o composto e o alvo, ou seja,
quanto mais estavel for o complexo formado, menor sera a energia necessaria para que esta
interacao ocorra (BARROS, 2015).

Sabe-se da literatura que o CBD possui maior reatividade com o receptor CB2 ao
receptor CB1 e analisando os resultados da quantidade de liga¢des de hidrogénio formadas

entre os ligantes endogenos e exogenos, percebemos que o CBD realiza trés ligagdes de
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hidrogénio ao pardmetro de flexibilizacio de até 0,4 A e 20° enquanto os demais ndo as
realizam. Vale esclarecer que aumentando a flexibilizacdo das ligagdes de hidrogénio sao
visualizadas outras ligagdes de hidrogénio pelo Chimera, porém optamos por uma
flexibilizagdo ndo muito alta, condizente com o que se vé na literatura (UCSF CHIMERA,
2008; UCSF CHIMERA, 2014).

Em continuidade a este trabalho, pode-se aprofundar no estudo dos descritores
moleculares, extraidos dos célculos de otimizagdo da geometria e frequéncias vibracionais
como a energia da molécula, energia no ponto zero, polarizabilidade isotropica, momento
dipolo final, energias de orbitais de fronteira HOMO e LUMO e forcas intermoleculares
(forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio), a exemplo de trabalhos como de Chiari
(2021), Pereira Junior (2013) e Ribeiro (2014), realizados em pesquisas de mestrado e

doutorado.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com esse trabalho foi possivel, realizar um estudo tedrico dos compostos canabindides
e da planta cannabis sativa e através de métodos computacionais, verificar as caracteristicas
fisico-quimicas dos canabindides bem como a maneira como esses compostos interagem com

os receptores CB1 e CB2.

Verificamos que apesar de possuir mais de 400 substancias, sendo em torno de 60
canabindides, a cannabis sativa, até onde se sabe, se destaca por dois canabindides com maior
potencial terapéutico, o CDB por ser o tnico canabinoide sem propriedades psicotropicas € o
A°-THC, por interagir mais intensamente com o receptor CBI1, presente no SNC e que
interfere em atividades cognitivas. As propriedades fisico-quimicas relacionam-se com as
propriedades biologicas dos canabinoides, pois elas vao ditar as condi¢des em que ocorrerdo
interacdes intermoleculares entre os atomos mais eletronegativos dos canabindides e os

aminoacidos dos receptores CB1 e CB2.

Foi possivel ainda com este trabalho a realizacdo dos calculos de algumas das
propriedades fisico-quimicas do CBD, do A®-THC e do A’>~-THC (mesmo que o objetivo fosse
apenas o CBD), com o uso de ferramentas da quimica computacional, como a otimizagao de
moléculas e docagem molecular (no inglés molecular docking), permitindo um paralelo entre
estas propriedades e a interagdo destes canabindides e seus receptores CB1 e CB2. Ja para a
defini¢ao das propriedades terapéuticas associadas ao tratamento com CBD, foi possivel
através da revisao bibliografica, onde ja se sabe que o 6leo de CBD pode ser utilizado para
tratamento da ansiedade e dos efeitos psicoticomiméticos causados pelo A’-THC
(comprometimento da memoria, apatia, desmotivacdo, crises alucindgenas, panico,
convicgOes delirantes etc.), e ainda apresenta efeitos ansioliticos, antipsicéticos, analgésico
para dor crdnica, auxilia no combate a dependéncia do tabagismo e opioides, insonia,

epilepsia, esquizofrenia, entre outros.

Apo6s revisao bibliografica sobre o tema Cannabis Sativa e quimica computacional
foram plotadas e otimizadas as moléculas AS-THC, A°-THC e CBD. Com as moléculas dos
receptores canabindides CB1 e CB2, realizamos o docking molecular. A partir do docking
molecular foram realizadas comparag¢des de modelagem e algumas de suas propriedades que
permitiram notar que a molécula é sutilmente mais estavel que a molécula de A’-THC, pois

apresenta menor energia eletronica.



57

Dos calculos realizados observou-se no redocking, pela pontuagdio RMSD, que A’-
THC e o CBD requerem mais energia para se ligarem receptor CB1 e CB2, quando
comparado ao ligante natural dos receptores (8D0), o que nos sugere que a geometria das
moléculas do A’>-THC e do CBD desfavorece essa ligacdo em relagdo ao ligante enddgeno, o
que pode colaborar para explicar sua poténcia 100 vezes maior do A’>-THC a anandamida,

além de seu maior tempo de permanéncia no organismo.

O célculo da diferenga entre as energias dos orbitais HOMO e LUMO pode, em
muitos casos, sinalizar a reatividade da molécula. O valor apurado na diferenca de energia
destes orbitais sugere que o CBD tem 10% menos energia que o A’-THC, o que deveria
propiciar maior afinidade para ligagdes do CBD aos receptores que o A’-THC, fato que se
opde aos dados experimentais, visto que se sabe que o CBD tem menor afinidade aos

receptores CB1 e CB2 que o A’-THC.

Ha 4tomos de oxigénio presentes em todos os receptores, mas do estudo
computacional, adotando-se o pardmetro de flexibilizacdo de 0,4 A e 20°, apenas o CBD
realiza ligagdes de hidrogénio, sendo uma entre o hidrogénio do CBD e o oxigénio do
aminoacido LEU.193.R do receptor CB1 e outras duas entre o hidrogénio do CBD e os
atomos de nitrogénio do aminoacido HIS.95.R e o atomo de oxigénio do aminoacido
LEU.182.R, ambos do receptor CB2, o que mais uma vez demonstra um comportamento
destoante da pratica experimental, ja que as pontes de hidrogénio sdo forgas intermoleculares
intensas, o que sugere prover maior afinidade entre os ligantes, o que deveria trazer maior

afinidade entre o CBD e os receptores CB1 e CB2 e niio com o A’-THC.

Dos resultados apurados, abre-se um norte para aprofundarmos na pesquisa sobre as
propriedades fisico-quimicas e o comportamento bioldgico dos ligantes canabinoides CBD e
A°-THC, pois tais propriedades sinalizam a afinidade do CBD e ndo do A’-THC aos
receptores canabindides CB1 e CB2, o que pode nos sugerir que o comportamento bioldgico
causados por estes ligantes esteja mais associado as reagdes que ocorrem apds a ligagcdo
receptor-ligante, que a sua afinidade de ligacdo, ou mesmo indiciar a existéncia de outro

receptor endocanabindide, como ja se suspeita em estudos mais avangados.

Este trabalho, permitiu a construcao do conhecimento pessoal do autor sob dois vieses:
o primeiro sobre o potencial terapéutico da Cannabis Sativa propriamente dito € o segundo
sobre a quimica computacional, temas que se tinha-se pouco ou nenhum conhecimento, mas

que despertou um desejo ainda maior pela Ciéncia. Portanto finalizo concluindo que talvez a
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maior vitéria deste trabalho, foi o norte dado a Ciéncia, pelo qual vale-se ousar, assim como a

curva, que um dia pode ter sido uma reta que ousou.
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