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RESUMO

Os fitocanabinoides presentes na maconha (Cannabis sativa) tém sido alvo de estudos,
especialmente o THC, conhecido por seus efeitos psicotropicos e terapéuticos. Embora o0s
receptores CB1 e CB2 sejam os principais receptores do THC, outras moléculas podem atuar
para o desenvolvimento das condi¢des fisioldgicas associadas ao uso da planta. Este trabalho
investigou, por meio do estudo de docking molecular, potenciais proteinas receptoras para o
THC, visando ampliar o entendimento das interacdes moleculares possiveis e os efeitos
bioldgicos decorrentes. Para isso, foram realizadas buscas no Protein Data Bank (PDB) para
selecdo de estruturas proteicas de origem humana com resolugio <3 A. A validacio do
protocolo foi feita via redocking com ligantes originais, utilizando o AutoDock Vina. Os
modelos gerados foram analisados no Discovery Studio, considerando a afinidade de ligacdo e
as interagdes presentes no sitio ativo. Os resultados confirmaram a interacéo esperada do THC
com os receptores canabinoides CB1 e CB2, mas também revelaram dois outros provaveis
receptores com afinidade ao fitocanabinoide, foram eles: TRPV4 e DRD3. A interacdo do THC
com esses receptores pode estar associada aos processos fisioldégicos de osmorregulacgéo,
mecanossensibilizacdo e recompensa emocional. Dessa maneira, esse estudo contribui para a
maior compreensdo dos efeitos bioldgicos e reacdes adversas decorrentes do uso terapéutico do
composto.

Palavras-chave: Ancoragem molecular. Fitocanabinoide. Maconha. Efeitos biologicos.



ABSTRACT

The phytocannabinoids found in marijuana (Cannabis sativa) have garnered significant
attention in research, particularly THC, known for its pronounced psychoactive and therapeutic
effects. While THC primarily targets CB1 and CB2 receptors, other molecules also play crucial
roles in shaping the physiological impacts associated with this plant. This study decisively
investigates potential receptor proteins for THC through comprehensive molecular docking
analysis, thereby enhancing our understanding of the molecular interactions and their biological
implications. We conducted thorough searches in the Protein Data Bank (PDB), selecting
human protein structures with a resolution of <3 A. The robustness of our protocol was
confirmed through redocking with original ligands using AutoDock Vina. The resulting models
were meticulously analyzed in Discovery Studio, focusing on binding affinity and interactions
at the active site. Our findings reaffirm the expected interactions of THC with cannabinoid
receptors CB1 and CB2. Moreover, we have identified two additional receptors that
demonstrate significant affinity for THC: TRPV4 and DRD3. THC’s interaction with these
receptors is likely linked to critical physiological processes, including osmoregulation,
mechanosensitization, and emotional reward. This study provides valuable insights into the
biological effects and potential adverse reactions that may arise from the therapeutic use of
THC.

Keywords: Molecular anchorage. Phytocannabinoid. Marijuana. Biological effects.
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1 INTRODUCAO

A maconha (Cannabis sativa) tem sido usada para fins recreativos, terapéuticos e outras
aplicacdes ha anos. Essa planta contém centenas de compostos, denominados fitocanabinoides,
sendo o A9-tetrahidrocanabinol (THC) um dos mais reconhecidos representantes por estar
associado as crises psicoticas dos usuérios da planta (Aradjo; Almeida; Aradjo, 2023). Uma
desordem mental foi observada em pessoas a partir do uso didrio de variedades de maconha
com concentracdo de THC igual ou superior a 10% (Di Forti et al., 2019). Segundo o0s autores,
essa concentracdo aumenta em até cinco vezes o risco de crise psicOtica nos usuarios em
comparagao com ndo usudrios. Por outro lado, 0 THC em doses inferiores a 10% tem sido usado
de forma terapéutica, com reduzido efeito sobre a saude mental, em pacientes que sofrem de
anorexia decorrente do quadro clinico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e
também do céncer (Badowski; Yanful, 2018).

O THC interage com receptores canabinoides, integrantes do sistema endocanabinoide
(eCB). Esse sistema é o principal responsavel pela homeostase energética do sistema
intercelular, como também, do metabolismo e gasto de energia corpdrea para manutencéo do
peso e apeténcia (Rezende et al., 2023). Além disso, 0 eCB também pode auxiliar processos
cognitivos relacionados a memoria, humor e dor, por meio dos receptores canabinoides
classicos (CB1 e CB2) ou pela interagdo com outros receptores presentes nos sistemas
imunoldgico e cardiovascular e em 6rgdos como figado, pulmdes e trato gastrointestinal (Godoy
et al., 2006; Rezende et al., 2023; Ye et al., 2019).

O entendimento das ligagcOes estabelecidas entre um composto e seu alvo, como as que
ocorrem entre 0 THC e seus receptores, pode ser alcancado por meio de estudos de
acoplamento, também conhecidos como docking molecular, ancoragem ou docagem (Batista et
al., 2022; Butt et al., 2020; Morris et al., 2009). Em linhas gerais, esses estudos permitem
simular interagcdes moleculares, ampliando a compreensdo do mecanismo de acdo do composto
no organismo, além de permitir identificar novos receptores. O conhecimento oriundo dos
estudos de docagem tem implicacgdes diretas no desenvolvimento de tratamentos mais precisos,
com a identificacdo de alvos especificos associados aos efeitos terapéuticos desejados, e
pesquisa mais econdmica, pelo melhor direcionamento a partir da triagem inicial (Russo, 2020).

Assim, a realizacdo de um estudo de docking molecular para explorar as interacfes entre
o A9-Tetrahidrocanabinol (THC) e receptores-alvo selecionados visa aprofundar a

compreensdo sobre os efeitos bioldgicos potenciais desse composto.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo de docking molecular para investigar as interagdes entre o A9-
Tetrahidrocanabinol (THC) e receptores-alvo selecionados, com o intuito de ampliar a

compreensdo dos efeitos bioldgicos potenciais desse composto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

(i) Identificar, por meio de levantamento bibliogréafico e busca em bancos de dados de
proteinas, possiveis receptores com potencial interacdo com o THC;

(ii) Simular, por meio de docking molecular, as intera¢6es entre 0 THC e os receptores
selecionados;

(iii) Avaliar os modelos de interacdo preditos com base em suas qualidades
estereoquimicas e nas informacdes experimentais disponiveis;

(iv) Propor os possiveis efeitos bioldgicos associados aos modelos de interacdo preditos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O THCE AS DEMAIS MOLECULAS DA CANNABIS SATIVA

A planta Cannabis sativa € amplamente conhecida por sua composi¢do quimica
diversificada, abrigando uma variedade de compostos, sendo os canabinoides os mais notaveis
e estudados. Entre esses canabinoides, o A9-Tetrahidrocanabinol (THC) se destaca como um
dos principais responsaveis pelos efeitos psicoativos associados ao consumo de Cannabis
(Hondrio; Arroio; Silva, 2006).

O THC tem o potencial de interagir com os receptores canabinoides no sistema nervoso,
especialmente com o CB1, desencadeando efeitos psicoativos como sensacdo de euforia,
relaxamento e alteracdes na percepc¢do sensorial. Outro composto proeminente encontrado na
Cannabis é o Canabidiol (CBD), que difere do THC por ndo apresentar efeitos psicoativos
significativos. O CBD tem ganhado atencdo devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
ansioliticas e neuroprotetoras (Crippa; Zuardi; Hallak, 2010).

Além dos canabinoides, a planta também contém terpenos, compostos responsaveis pelo
aroma caracteristico da Cannabis. Alguns terpenos tém demonstrado propriedades terapéuticas
interessantes, como 0 mirceno, que possui potencial sedativo, ou o limoneno, que esta associado
a efeitos antidepressivos (Passos et al., 2009). Embora ndo sejam canabinoides, esses terpenos
podem interagir com os compostos da planta e potencializar seus efeitos terapéuticos.

Além do THC e do CBD mencionados, a planta contém outros canabinoides em
menores quantidades, como o CBN (canabinol), formado pela degradagéo do THC, e 0o THCV
(tetrahidrocanabivarina), que apresenta caracteristicas distintas, incluindo potencial para
modular os efeitos do THC (Wiley et al., 2024).

3.2 APLICACOES TERAPEUTICAS DO THC

O THC ¢ o principal componente psicoativo da C. sativa e tem sido estudado pelas suas
promissoras aplicacOes terapéuticas, embora ainda haja muito a ser explorado. Esta substancia
tem o potencial de aliviar a dor cronica, modulando a percepg¢do da dor ao interagir com 0s
receptores canabinoides (principalmente CB1) (Cecilio; Oliveira Junior, 2023).

Em certos quadros de salde, como aqueles com HIV/AIDS, o THC pode funcionar

combatendo a perda de peso e estimulando o apetite, 0 que pode ser critico dadas as exigéncias



fisicas destas condicbes (Brucki et al., 2021). Na area neuroldgica, a combinacdo de THC e
CBD pode atuar como coadjuvante no tratamento de doencas como a esclerose multipla
(Tanganeli et al., 2023), apresentando propriedades anti-inflamatorias e neuroprotetoras que
podem ajudar a reduzir os sintomas e melhorar a qualidade de vida (Marinho; Silva, 2023).

Outra area importante de pesquisa é o potencial antitumoral do THC, que sugere sua
capacidade de inibir o crescimento de células cancerigenas (Guzmén; Sanchez; Velasco, 2017).
Embora sejam necessarias mais pesquisas para obter uma compreensdo mais completa, estes
resultados preliminares sugerem possiveis aplicacbes no desenvolvimento de terapias
complementares contra o cancer. Além disso, o0 THC demonstrou ser eficaz no controle de
nauseas e vOmitos em pacientes submetidos a tratamentos como quimioterapia, proporcionando
assim melhor qualidade de vida durante o tratamento (Hondrio; Arroio; Silva, 2006;).

Diante das aplicacGes terapéuticas promissoras do THC faz-se necessaria a investigacao
continua para compreender completamente o seu mecanismo de acdo, dosagem ideal e
potenciais efeitos secundarios. Esta procura por tratamentos mais precisos e personalizados a
base de THC representa uma area dindamica e em evolucao no setor de terapéuticas inovadoras

alternativas.

3.3 OS RECEPTORES CANABINOIDES

Os receptores canabinoides sdo um componente fundamental do sistema
endocanabinoide e desempenham um papel vital na regulacéo de varias func@es fisiologicas no
corpo humano (Godoy et al., 2006). Esses receptores, chamados CB1 e CB2, séo encontrados
principalmente no sistema nervoso central e no sistema imunologico, respectivamente. Eles s&o
0s receptores canabinoides mais conhecidos e estudados (Francischetti; Abreu, 2006; Godoy et
al., 2006).

O CB1 estd amplamente distribuido no cérebro, esta associado a efeitos psicoativos
(Cecilio; Oliveira Janior, 2023). Ele € o alvo principal dos efeitos do THC. Por outro lado, o
CB2 esta mais concentrado nas células do sistema imunol6gico e nos tecidos periféricos,
desempenhando um papel importante na regulacdo das respostas imunes (Francischetti; Abreu,
2006). Estes receptores agem como importantes mediadores de comunicagdo entre as células,
respondendo aos endocanabinoides produzidos pelo proprio corpo e aos fitocanabinoides

presentes na Cannabis. As interag0es entre os canabinoides e estes receptores desencadeiam
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uma sucessdo de eventos intracelulares que modulam processos como a neurotransmissao,

respostas inflamatorias e regulacao do equilibrio energético (Costa et al., 2011).

3.4 OEFEITO LIGANTE/RECEPTOR

A comunicacdo entre o ligante (como o THC) e o receptor canabinoide pode ser
compreendida através do conceito de agonismo e antagonismo, uma vez que o THC atua como
um agonista parcial nos receptores canabinoides CB1 e CB2, tendo uma maior afinidade pelo
receptor CB1, desencadeando respostas celulares especificas de acordo com informacdes
levantas por Cecilio e Oliveira Junior (2023). A interacdo molecular ligante ocorre em
receptores especificos, como os GPCRs (receptores acoplados a proteina G), uma familia
diversificada de receptores de membrana que convertem sinais externos, como luz, peptideos,
lipideos, aclcares e proteinas, em respostas celulares especificas (Guido; Oliveira;
Andricopulo, 2012).

Geralmente, quando um agonista se liga a um receptor, ocorre a ativacdo de uma
proteina G especifica, resultando na dissociacdo da GDP (Tuteja, 2009). Os ligantes GPCR séo
divididos em quatro categorias com base na natureza de sua intera¢do: agonistas, antagonistas,
agonistas parciais e agonistas inversos. Os agonistas ligam-se aos receptores e desencadeiam
respostas celulares, causando alteragcdes conformacionais. Os antagonistas se ligam, impedem
a ligacdo dos agonistas e ndo causam resposta. Os agonistas parciais sdo uma classe
intermedidria que ndo causam uma mudanca conformacional no agonista completo apos a
ligacdo, mas ainda permitem atividade parcial, ao mesmo tempo, eles “impedem” que o
receptor se ligue totalmente ao agonista. Quando um agonista completo e um agonista parcial
estdo presentes, 0 agonista parcial atua como um antagonista competitivo, resultando numa
reducdo liquida na ativacdo do receptor. Os agonistas inversos ligam-se aos receptores, mas

induzem respostas fisioldgicas opostas as esperadas do agonista (Shahbazi et al., 2020).

3.5 OUTROS POSSIVEIS RECEPTORES AO THC

A busca por receptores além dos tradicionalmente conhecidos é essencial para uma
compreensdo abrangente dos efeitos do THC. Apesar de 0 CB1 e o CB2 serem 0s principais
receptores canabinoides identificados, pesquisas recentes indicam a existéncia de outros

possiveis alvos para 0 THC (Cherry et al., 2024).



Estudos farmacoldgicos indicam que moléculas canabinoides podem interagir com uma
variedade de receptores alem dos tradicionais CB1 e CB2. Dentre esses receptores, incluem-se
os vaniloides TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPAL, TRPMS8, assim como receptores
metabotropicos, tais como GPR55, GPR3, GPR6, GPR12 e GPR19, além de outros receptores,
enzimas e proteinas (Rezende et al., 2023; Ye et al., 2019).

GPR3, GPR6 e GPR12 pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G, sendo
constitutivamente ativos. Estudos anteriores associaram o GPR3 a doenca de Alzheimer,
enquanto o GPR6 tem sido relacionado ao desenvolvimento da doenca de Parkinson (Laun et
al., 2019; Laun; Song, 2017). O GPR12, distribuido amplamente no cerebro em
desenvolvimento, exibe um padrdo temporal durante o desenvolvimento, indicando seu
possivel envolvimento no crescimento neuronal, diferenciacdo e formacgdo de contatos
sinapticos. Pesquisas anteriores também sugeriram que variantes intergénicas do GPR12 tém
correlacdo com o desempenho cognitivo e a resposta ao tratamento na esquizofrenia (Li et al.,
2023). Apesar de serem considerados receptores 6rfdos, uma vez que ndo foram confirmados
agonistas enddgenos para eles, GPR3, GPR6 e GPR12 apresentam relacdo filogenética com os

receptores canabinoides (Laun et al., 2019; Laun; Song, 2017).

3.6 DOCKING COMO FERRAMENTA DE ESTUDO DE INTERACAO MOLECULAR

O docking molecular ¢ uma técnica de simulacdo computacional que prevé como uma
molécula, chamada ligante, se posiciona em relacédo a estrutura de uma proteina. Nesse tipo de
simulagdo, o ligante ¢ uma pequena molécula organica. E importante destacar que essa
abordagem ndo se limita apenas ao estudo das interagcdes entre uma proteina e um ligante, mas
também envolve varias combinacdes moleculares, como proteina-proteina, proteina-DNA,
RNA-proteina, DNA-ligante e RNA-ligante (Russo, 2020).

As técnicas de docking molecular proporcionam estimativas da energia livre de ligacao
entre o ligante e a proteina, antecipando-se a sintese experimental dessas substancias. Os custos
computacionais associados a esses estudos sdo consideravelmente inferiores em comparacao
com as despesas laboratoriais necessarias para a sintese e avaliacdo farmacoldgica de diversas
substancias (Lin; Li; Lin, 2020). Essa ferramenta fundamental € empregada para a triagem de
compostos, eliminando aqueles que ndo sdo adequados como alvos, e identificando candidatos

potenciais com interagdes promissoras no sitio ativo do receptor (Rodrigues et al., 2012).
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Através do docking molecular, sdo geradas diversas conformacdes espaciais do ligante,
permitindo ao analista determinar qual delas € a mais provavel na interacdo com o alvo. A partir
de cada conformacéo espacial, sdo calculadas as energias livres de ligacdo entre o ligante e o
alvo, sendo que a menor energia é considerada a mais provavel para explicar a conformacéo da
interacdo (Sousa, 2015).

No geral, a execucao do docking pode variar dependendo do método utilizado, em que
podem ser utilizados ligantes e receptores rigidos (Agarwal; Mehrotra, 2016). No entanto, esse
método fica limitado pela menor capacidade conformacional produzida, sendo mais utilizado
para a docagem entre duas macromoléculas. Outra forma de abordagem utilizada é lidar com
ligantes flexiveis e receptores rigidos, 0 que torna o processo mais caro, visto que, o0 nimero de
conformacdes possiveis do ligante € determinado pelos seus graus de liberdade, exigindo custos
operacionais. Contudo, apesar do custo operacional, esse método é mais eficiente,
aproximando-se de condicdes bioldgicas, quando comparado ao primeiro método (Lin, Li e Lin,
2020).

A proposta de docking molecular integra diversas etapas estratégicas, desde a pesquisa
inicial em base de dados como Protein Data Bank (PDB) até a analise detalhada dos resultados

por meio de ferramentas especializadas como Autodock.

3.6.1 Protein Data Bank (PDB)

O Banco de Dados de Proteinas (PDB — www.rcsb.org/) é uma plataforma online que
guarda dados tridimensionais sobre proteinas, receptores e estruturas de acidos nucleicos. Ele
disponibiliza informagdes detalhadas sobre a estrutura, incluindo as coordenadas precisas dos

atomos para inimeras biomoléculas (Burley et al., 2017; Burley et al., 2023).

3.6.2 AutoDock Vina

O AutoDock e o AutoDock Vina, desenvolvidos pelo The Scripps Research Institute,
estdo entre as ferramentas gratuitas e de codigo aberto mais utilizadas para simulagdes de
docking molecular. O AutoDock Vina integra o conjunto de ferramentas AutoDock, composto
por programas de linha de comando capazes de prever as conformac6es de ligacdo de um ligante

flexivel a um alvo macromolecular de estrutura conhecida (Butt et al., 2020).



3.6.3 AutoGrid

O AutoGrid é uma ferramenta que faz parte do conjunto de programas do AutoDock. O
AutoGrid é responsavel por gerar uma grade tridimensional no espaco ao redor da molécula-
alvo. Essa grade serve como um mapa para avaliar as interacdes potenciais entre o ligante e o
receptor. A posigdo e a extensédo dessa grade sdo definidas com base na estrutura do receptor e

na localizacéo do sitio de ligacdo (Zhang et al., 2019).

3.6.4 AutoDockTools4 (ADT)

O AutoDockTools4 (ADT) é uma ferramenta gréfica e interativa que faz parte do
conjunto de programas AutoDock. Essa ferramenta fornece uma interface de usuario amigéavel
para a preparacdo de estruturas moleculares, configuracdo de parametros de simulacao e analise
dos resultados obtidos (Morris, 2009).

3.6.5 BIOVIA Discovery Studio

O Biovia Discovery Studio é uma ferramenta amplamente utilizada na analise e
visualizacdo de estruturas tridimensionais de proteinas e pequenas moléculas quimicas em
estudos de docking molecular, permitindo a inspecédo de residuos, atomos e interacdes inter e
intramoleculares. Além disso, é frequentemente empregado na preparacdo e conversdo de

proteinas para o formato protein data bank (pdb) (Ayodele et al., 2023).
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4 METODOLOGIA

4.1 BUSCA, IDENTIFICACAO E SELECAO DE POTENCIAIS RECEPTORES PARA O
THC

O Protein Data Bank — PDB (https://www.rcsb.org/) foi utilizado como banco de dados

para a busca, identificacdo e selecao de receptores-alvos. As buscas foram realizadas utilizando
as palavras-chave “CB1”; “CB2”; “CANNABINOID RECEPTOR 1”7 ¢ “CANNABINOID
RECEPTOR 2”. Todas as informagdes obtidas foram registradas, considerando o cddigo
disponivel no PDB; a resolucdo atribuida a estrutura; além do Digital Object Identifier — DOI
da publicacéo associada (ANEXO 1-4). Os registros foram realizados no periodo de agosto a
setembro de 2024.

A partir das informagdes obtidas foram selecionados aqueles receptores-alvos de origem
humana (Homo sapiens), com resolucdo de até 3 angstroms (A) e que apresentavam ligantes
acoplados na sua estrutura. Esses receptores sdo apresentados na tabela 1.

A palavra-chave “THC” também foi utilizada para uma busca no PDB a fim de obter
informacdes especificas associadas ao ligante. Para esse registro foram utilizados os dados do
Pharos (https://pharos.nih.gov/), que relaciona receptores associados e preditos para o termo de

busca. Os dados obtidos foram confrontados com as informages oriundas do levantamento
bibliografico previamente realizado. Os receptores preditos selecionados foram submetidos a
buscas no PDB, no periodo de setembro a dezembro de 2024. As palavras-chave utilizadas
nessa etapa do estudo foram: “DRD3”, “GLRA1”, “GLRA2”, “GLRA3”, “GPR3”, “GPR6”,
“GPR12”, “GPR18”, “GPR19”, “GPR55”, “TRPA1”, “TRPMS8”, “TRPV1”, “TRPV2”,
“TRPV3” e “TRPV4”. As informagdes de cada busca realizada foram registradas em tabelas
que incluem os cédigos PDB, a resolucdo da estrutura e o DOI da publicacdo de referéncia
(ANEXOS 5-16). Essas informacdes foram avaliadas e os receptores de origem humana (Homo
sapiens), com até 3 angstroms (A) de resolucéo e cuja estrutura apresentava ligantes acoplados

foram organizados e apresentados conforme a tabela 2.


https://www.rcsb.org/
https://pharos.nih.gov/

4.2 PRE-DOCKING E REDOCKING

As estruturas dos receptores selecionados na etapa anterior foram avaliadas quanto a
homologia apresentada pelos seus possiveis ligantes ao THC e também quanto ao nimero de
ligantes associados. Apenas aqueles receptores que apresentavam ligantes estruturalmente
semelhantes ao THC ou que possuiam um dnico ligante associado, mesmo que diferente do
THC, seguiram para a etapa do redocking. Nessa etapa os receptores selecionados e seus
ligantes originais foram ancorados e a interagdo estabelecida foi avaliada visando a validagado

do protocolo de ancoragem. O protocolo aplicado nesse estudo obedeceu aos seguintes passos:

4.2.1 Preparacdo dos arquivos

e O arquivo referente a cada receptor selecionado foi preparado utilizando o programa
AutoDockTools 1.5.6 (Morris, 2009). As estruturas foram submetidas a um procedimento de
correcdo, em que as moléculas de &gua e o ligante original acoplado foram removidos. Atomos
de hidrogénio também foram adicionados. Os arquivos no formato “*.pdbqt” foram salvos;

e O preparo dos ligantes foi realizado com o programa Discovery Studio 2024 (Systémes,
2016), seguindo o mesmo procedimento relatado para os receptores. O arquivo resultante foi
salvo no formato “*.pdb” e convertido para o formato “*.pdbqt” usando o programa
AutoDockTools.

4.2.2 Configuracdo da grade e parametros de ancoragem

A configuracdo da grade foi definida com base nos atributos do ligante original no
receptor, segundo dados do programa Discovery Studio. A exibi¢do da grade usou o programa
AutoDockTools. Todas as informacgdes foram registradas, gerando um arquivo com o nome do
ligante preparado, o nome do receptor preparado, o tamanho da caixa (X, Y, Z), o arquivo de
saida e 0 numero de tentativas de ancoragem a ser executada.

Para o redocking, uma pasta para cada receptor foi criada. Cada pasta apresentava 0s
dados relevantes para a ancoragem. A saber: 0 arquivo do receptor preparado em formato

“* pdbgt”; o arquivo do ligante preparado; os arquivos dos programas AutoDock Vina 1.1.2
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(Trott; Olson, 2010) e suas extensdes — Vina, Vina Split e Vina license; além das informacdes
da grade necessérias para o procedimento de ancoragem.

4.2.3 Avaliacéo dos resultados das simulacdes de ancoragem

Os resultados obtidos com o procedimento anterior foram avaliados a partir das poses
geradas. Cada pose foi salva no formato “*.pdb”, usando o programa AutoDockTools. Esses
arquivos individuais, juntamente com o arquivo do ligante original, inicialmente retirado do
receptor, foram visualizados com o programa Discovery Studio para comparagdo das poses.
Nessa avaliacdo foi verificado o alinhamento da pose gerada em relacdo a pose original e o
valor do RMSD (Root Mean Square Deviation). Além disso, foi utilizada uma exaustividade
igual a 100 para a maioria dos procedimentos, salvo as excecdes relatadas. A ancoragem foi
considerada validada para aqueles ligantes que apresentavam o melhor alinhamento de poses e
RMSD inferior a 2 A.

4.3 DOCKING MOLECULAR

O programa Autodock Vina 1.1.2 (Trott; Olson, 2010) foi utilizado para os estudos de
docking molecular de acordo com o protocolo a seguir:

4.3.1 Preparo dos arquivos

e Os receptores selecionados foram preparados seguindo 0S mesmos critérios
estabelecidos no redocking. Os arquivos .pdb foram convertidos para o formato “*.pdbqt”. ndo
sendo necessario novas preparacdes desses receptores;

e O arquivo do THC foi obtido do Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16078). A molécula foi simplificada, os
hidrogénios foram adicionados e a geometria foi otimizada utilizando o programa Avogadro
(Hanwell, 2012). O arquivo foi convertido para o formato “*.pdbgt” usando o programa
AutoDockTools.

4.3.2 Configuracdo da grade e parametros de ancoragem



A configuracdo da grade e os pardmetros de ancoragem foram 0s mesmos validados
durante o redocking, utilizando dados da pose que melhor se alinhou com o ligante original e 0
valor de RMSD inferior a 2 A.

4.3.3 Avaliacéo dos resultados das simulacgdes de ancoragem

As informacGes da etapa anterior foram usadas no programa Autodock Vina e 0s
resultados gerados foram convertidos em formato “*.pdb” no programa AutoDockTools. O
arquivo final dos resultados foi analisado no programa Discovery Studio, que permitiu
visualizar todas caracteristicas da interacdo simulada, incluindo as forcas de ligacdo
estabelecidas entre o ligante e o receptor e os residuos envolvidos nessa interagdo.

4.4 AVALIACAO DOS MODELOS DE INTERACAO PREDITOS E EFEITOS
BIOLOGICOS ASSOCIADOS

As configuracOes resultantes do docking molecular foram examinadas com base na
afinidade energética calculada pelo Autodock Vina. O Discovery Studio também foi empregado
para analisar as conformacdes de ligacdo de cada ligante nas proteinas, incluindo as interagdes
existentes no sitio de ligacdo entre o composto e o0 alvo, como liga¢des de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas e ligacdes m. Além disso, os modelos foram confrontados com dados
experimentais disponiveis na literatura. Com base nas interac@es observadas, foram sugeridos
possiveis efeitos bioldgicos, considerando tanto o grau de afinidade de liga¢do quanto o padréo
das interagdes com os receptores biolédgicos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 POTENCIAIS RECEPTORES DO THC

Estruturas com resolucio < 3 A foram priorizadas neste estudo devido a alta precisdo na
localizacdo atdbmica, essencial para analises de docking e modelagem molecular. Isso se deve
ao fato de que, quanto menor o valor da resolugio em A, mais detalhadas e nitidas sdo as
informagdes estruturais, permitindo maior confiabilidade nas analises (Harris et al., 2024;
Souza, 2015). Além disso, foram consideradas apenas proteinas humanas (Homo Sapiens),
considerando o objetivo de compreender como o THC interage com receptores humanos,
particularmente no contexto da descoberta de alvos terapéuticos em diversas doencas. Por fim,
foram selecionadas estruturas receptoras que apresentavam ligantes acoplados, uma premissa
para obter informacdes detalhadas sobre o sitio ativo dos receptores e suas interacdes,
permitindo a aplicacdo do protocolo e a validacdo dos estudos de simulacdo com ligante de
interesse ancorado.

A busca pela palavra-chave “CB1” no PDB gerou 32 resultados iniciais, dos quais 12
foram selecionados considerando os critérios de registro. J& para a palavra-chave “CB2” foram
encontrados inicialmente 8 resultados, sendo 4 resultados selecionados para a registro. A
palavra-chave “CANNABINOID RECEPTOR 1” pesquisada retornou 28 resultados, desses 9
atenderam aos critérios de registro; enquanto que “CANNABINOID RECEPTOR 2” gerou 10
resultados, dos quais 5 foram registrados. Dessa maneira, dos 30 resultados obtidos no PDB,
apos a aplicacdo dos critérios finais de registro, que incluiram o organismo de origem (Homo
sapiens), resolucéo de até 3 A e a presenca de ligantes acoplados nas estruturas, foi consolidada
uma tabela final contendo 18 resultados (tabela 1). Cabe destacar que alguns dos resultados
obtidos no PDB se repetiram entre as palavras-chave 'CB1' e 'CANNABINOID RECEPTOR
1', bem como entre 'CB2' e 'CANNABINOID RECEPTOR 2', 0 que contribuiu para a redu¢édo

no nimero total de resultados selecionados.

Tabela 1- Receptores-alvos selecionados para o estudo de docking molecular em interagcdo com

o THC.
5TGZ 2,80 A https://doi.org/10.1016/j.cell.2016.10.004
5U09 2.60 A https://doi.org/10.1038/nature20613

5XR8 2.95 A https://doi.org/10.1038/nature23272



https://doi.org/10.1016/j.cell.2016.10.004
https://doi.org/10.1038/nature20613
https://doi.org/10.1038/nature23272

5XRA 2.80 A https://doi.org/10.1038/nature23272
6KPG 3.00A https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.01.008
7FEE 270A https://doi.org/10.1038/s41589-022-01038-y
8GHV 2.80 A https://doi.org/10.1038/s41467-023-37864-4
8K8J 2.88 A https://doi.org/10.1002/advs.202306311
9ERX 2.90 A https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-4277209/v1
1XI12 1,50 A https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2005.08.081
1ZX1 2,16 A N&o publicado
2BZS 2,00 A https://doi.org/10.1021/jm050730n
70PR 2,32 A https://doi.org/10.1039/d1md00225b
5ZTY 2.80 A https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.12.011
6KPF 2.90 A https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.01.008
8GUR 2.84 A https://doi.org/10.1038/s41467-023-37112-9
8GUS 2,97 A https://doi.org/10.1038/s41467-023-37112-9
8GUT 2.98 A https://doi.org/10.1038/s41467-023-37112-9

Legenda: * DOI ndo disponivel no periodo da busca e sele¢do dos dados.

Além dos receptores CB1 e CB2, Araujo et al. (2023), Rezende et al. (2023) e Ye et al.
(2019) também citam outros receptores potencialmente associados ao THC, incluindo GPR3,
GPR6, GPR12, GPR19, TRPM8, TRPV1, TRPV3 e TRPV4. Essa literatura também faz
registro dos receptores: GLRAL, GLRA2, GLRA3, GPR18, GPR55, TRPAL, TRPV2 e DRD3.
Para essas palavras-chave foram encontrados os seguintes resultados: GPR3 - 9 resultados
iniciais, dos quais 2 foram registrados; GPR12 - 1 resultado encontrado, mas esse ndo possuia
ligante acoplado a sua estrutura, sendo descartado; TRPV1 - 73 resultados foram gerados, sendo
3 registrados; TRPV?2 - 44 resultados, contudo todos foram descartados; TRPV3 - 45 resultados,
desses 8 foram registrados; TRPV4 — 31 resultados foram encontrados, 4 foram mantidos no
registro; TRPA1L - 21 resultados gerados, sendo 8 selecionados para registro; e TRPMS8 - 33
resultados, com 2 registros ao final; GLRAL - 49 resultados, sendo todos descartados; GLRA2
- 4 resultados, todos também descartados; GLRA3 - 15 resultados, dos quais 11 foram mantidos;
DRD3 - 7 resultados, sendo 4 selecionados para seguir no estudo; GPR55, GPR18, GPR6 e
GPR19 nédo apresentaram estruturas disponiveis no PDB. Apos a aplicacdo dos critérios de
selecdo ja descritos, os dados foram refinados e, para esse estudo, 42 resultados foram
consolidados como potenciais receptores do THC (Tabela 2).


https://doi.org/10.1038/nature23272
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.01.008
https://doi.org/10.1038/s41589-022-01038-y
https://doi.org/10.1038/s41467-023-37864-4
https://doi.org/10.1002/advs.202306311
https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-4277209/v1
https://www.rcsb.org/structure/1XI2
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2005.08.081
https://www.rcsb.org/structure/1ZX1
https://www.rcsb.org/structure/2BZS
https://doi.org/10.1021/jm050730n
https://www.rcsb.org/structure/7OPR
https://doi.org/10.1039/d1md00225b
https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.12.011
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.01.008
https://doi.org/10.1038/s41467-023-37112-9
https://doi.org/10.1038/s41467-023-37112-9
https://doi.org/10.1038/s41467-023-37112-9
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Tabela 2 - Receptores preditos associados ao THC selecionados para o estudo de docking

molecular.

3PBL 2.89 A https://doi.org/10.1126/science.1197410
7CMU 3.00A https://doi.org/10.1016/j.molcel.2021.01.003
7CMV 270 A https://doi.org/10.1016/j.molcel.2021.01.003
8IRT 2.70 A https://doi.org/10.1038/s41422-023-00808-0
9BWJ 221A *

9BVH 2.58 A *

9BWC 219A *

9BU2 2.87 A *

9BU3 2.80 A *

9BVJ 2.80 A *

9BWB 221 A *
9BWG 259 A *

9BZP 2.88 A *

5TIN 261A N

5VDH 2,85 A https://doi.org/10.1016/j.str.2017.04.007
8WW2 2.79 A https://doi.org/10.1038/s41422-024-00932-5
D77 290 A https://doi.org/10.1038/s41586-020-03083-w
6PQO 2.88 A https://doi.org/10.1016/j.neuron.2019.11.023
6PQQ 281 A https://doi.org/10.1016/j.neuron.2019.11.023
6VIV 2,60 A https://doi.org/10.1038/s41586-020-2480-9
6X2J 3.00 A https:/doi.org/10.1016/j.neuron.2020.10.014
70R0 2.64 A *

70R1 2.64 A *

6HCS8 1.90 A *

7C7C 3.00 A https://doi.org/10.1021/acsmedchemlett.1c00213
8BDC 2.65A https://doi.org/10.1038/s42003-023-05425-6
9BGH 1.65 A *

8GF8 2,90 A https://doi.org/10.1038/s41467-023-38162-9
8GF9 258 A https://doi.org/10.1038/s41467-023-38162-9
8GFA 2,29A https://doi.org/10.1038/s41467-023-38162-9
8GKA 255 A https://doi.org/10.1038/s41586-023-06470-1
7XJ0 253A https://doi.org/10.1038/s41589-022-01166-5
7XJ1 293 A https://doi.org/10.1038/s41589-022-01166-5
8V6K 2.46 A https://doi.org/10.1126/sciadv.adn2453
8Vv60 2.83A https://doi.org/10.1126/sciadv.adn2453
8V6N 259 A https://doi.org/10.1126/sciadv.adn2453
6H9J 1.83A *

6HAG 1.98 A *

8T1B 3.00A https://doi.org/10.1038/s41467-023-39346-z
8T1E 277A https://doi.org/10.1038/s41467-023-39346-z



https://doi.org/10.1126/science.1197410
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2021.01.003
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2021.01.003
https://doi.org/10.1038/s41422-023-00808-0
https://doi.org/10.1016/j.str.2017.04.007
https://doi.org/10.1038/s41422-024-00932-5
https://doi.org/10.1038/s41586-020-03083-w
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2019.11.023
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2019.11.023
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2480-9
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2020.10.014
https://doi.org/10.1021/acsmedchemlett.1c00213
https://doi.org/10.1038/s42003-023-05425-6
https://www.rcsb.org/structure/8GF8
https://doi.org/10.1038/s41467-023-38162-9
https://www.rcsb.org/structure/8GF9
https://doi.org/10.1038/s41467-023-38162-9
https://www.rcsb.org/structure/8GFA
https://doi.org/10.1038/s41467-023-38162-9
https://doi.org/10.1038/s41586-023-06470-1
https://doi.org/10.1038/s41589-022-01166-5
https://doi.org/10.1038/s41589-022-01166-5
https://doi.org/10.1126/sciadv.adn2453
https://doi.org/10.1126/sciadv.adn2453
https://doi.org/10.1126/sciadv.adn2453
https://doi.org/10.1038/s41467-023-39346-z
https://doi.org/10.1038/s41467-023-39346-z

4DX1 2.85 A https://doi.org/10.1021/bi300279b
4DX2 2.95A https://doi.org/10.1021/bi300279b
Legenda: * DOI ndo disponivel no periodo da busca e sele¢do dos dados.

5.2 VALIDACAO DE PROTOCOLO

A analise dos 60 resultados finais obtidos com base nos critérios de selecdo para o
registro, juntamente com os critérios para selecdo dos codigos para redocking, como a presenca
de ligantes estruturalmente semelhantes ao THC e auséncia de ligantes repetidos vérias vezes,
mesmo que diferente do THC, permitiu filtrar 10 arquivos de registro, aqui denominados de
codigos (PDB ID), para redocking. Esses codigos estdo apresentados na tabela 3, sendo: 1
codigo para o receptor TRPV4; 7 cddigos para 0o CANNABINOID RECEPTOR 1 (CB1); 1
cddigo para 0o CANNABINOID RECEPTOR 2 (CB2); e 1 codigo para 0 DRD3.

Tabela 3 - Codigos selecionados para o redocking.

4DX2 TRPV4 295 A https://doi.org/10.1021/bi300279b
5TGZ 2,80 A https://doi.org/10.1016/j.cell.2016.10.004
5U09 2.60 A https://doi.org/10.1038/nature20613
5XRA 2.80 A https://doi.org/10.1038/nature23272
6KPG CB1 3.00A https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.01.008
7TFEE 270 A https://doi.org/10.1038/s41589-022-01038-y
8K8J 288 A https://doi.org/10.1002/advs.202306311
9ERX 2.90 A https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-4277209/v1
6KPF CB2 290 A https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.01.008
7CMV DRD3 270 A https://doi.org/10.1016/j.molcel.2021.01.003

Como parte do procedimento para o estudo do docking molecular com o ligante de
interesse, 0 THC, foi necessario obter a validacdo do método. Para tanto se determinou o valor
do RMSD do ligante original de cada receptor selecionado. O RMSD é uma medida utilizada
para avaliar a diferenca entre a posi¢do dos atomos em uma estrutura molecular em relacéo a
uma referéncia; um RMSD menor que 2 indica que a pose do ligante é semelhante a pose de
referéncia, validando assim a eficacia do método de docking (Russo, 2020).

A pose obtida com RMSD inferior a 2 A foi usada para se comparar & pose obtida na
simulacdo de ancoragem com o THC. A exaustividade igual a 100 foi utilizada para a maioria


https://doi.org/10.1021/bi300279b
https://doi.org/10.1021/bi300279b
https://doi.org/10.1021/bi300279b
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https://doi.org/10.1038/nature20613
https://doi.org/10.1038/nature23272
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.01.008
https://doi.org/10.1038/s41589-022-01038-y
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dos procedimentos, considerando que esse € um parametro que se refere ao esforgo
computacional para a busca de combinagdes possiveis, mas ndo significa necessariamente o
numero de poses resultantes (Agarwal; Smith, 2023). Normalmente, a exaustividade nédo é
alterada, mas durante a validacéo, pode ser ajustada para tentar alcancar a pose original e obter
um encaixe mais consistente. Nesse contexto, os resultados obtidos para os potenciais
receptores sao apresentados por meio de figuras que agrupam as informag6es das ancoragens

realizadas em analise comparativa. Desse modo, tém-se:

TRPV4 (PDB ID: 4DX2) - com resolucio de 2.95A, dimensdes da grade de ancoragem
de 36A x 30A x 26A (X, Y, Z) e as coordenadas do centro -56.387355 x 52.408484 x 21.936645

foi gerado o resultado apresentado na figura 1. O método de ancoragem foi validado com o

redocking, pois apresentou a pose que melhor se encaixava com o ligante original, ancorando-
se no sitio ativo da proteina (sitio de ligacdo) e encontrando regides de interacdo semelhantes.
Além disso, essa ancoragem apresentou afinidade de ligagdo - 6.2 kcal/mol e um RMSD inferior

a2 A.



Figura 1 - Pré-docking e redocking do receptor TRPV4 e seu ligante original (ATP). O ligante
esta representado por linhas grossas, enquanto o receptor esté representado por linhas finas e as
interacdes entre eles sdo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se 0 ATP
e suas interagdes com o receptor TRPV4. Nas letras (b) e (d) € apresentado o resultado do
redocking.
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CB1 (PDB ID: 9ERX) - com resolucdo de 2.90 A, dimensdes da grade de ancoragem
40 A x40 A x40 A (X, Y, Z) e coordenadas do centro 132.162107 x 132.711714 x 161.952750.

A pose que melhor ancorou na pose original obteve uma afinidade de ligacao - 12.7 kcal/mol e

um RMSD inferior a 2 A, encontrando também regides de interacdo semelhantes.

Figura 2 - Pré-docking e redocking do receptor CBL1 e seu ligante original (A1H66). O ligante
esta representado por linhas grossas, enquanto o receptor esté representado por linhas finas e as
interacdes entre eles sdo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacbes do A1H66 com o receptor CB1. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do

redocking e as ligacGes estabelecidas.
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CB1 (PDB ID: 5TGZ) - com resolucéo de 2.80 A, dimensdes da grade de ancoragem 40
A x40 A x40 A (X, Y, Z) e as coordenadas do centro 43.637848 x 27.469758 x 318.530667.

A pose que melhor ancorou na pose original obteve uma afinidade de ligacdo — 12.3 kcal/mol

e um RMSD inferior a 2 A, encontrando regides de interagdo semelhantes.

Figura 3 - Pré-docking e redocking do receptor CB1 e seu ligante original (ZDG). O ligante esta
representado por linhas grossas, enquanto o receptor esta representado por linhas finas e as
interacdes entre eles séo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacdes do ZDG com o receptor CB1. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do
redocking e as ligacGes estabelecidas.
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CB1 (PDB ID: 5U09) - com resolugéo de 2.60 A, dimensdes da grade de ancoragem 40
A x40 A x 40 A (X, Y, Z) e coordenadas do centro 21.502139 x 3.587222 x -9.804250. A

afinidade de ligacdo -11.6 kcal/mol e um RMSD inferior a 2 A acompanharam a pose que

melhor ancorou na pose original, apresentando também regides de interacdo similares.

Figura 4 - Pré-docking e redocking do receptor CB1 e seu ligante original (7DY). O ligante esta
representado por linhas grossas, enquanto o receptor esta representado por linhas finas e as
interacdes entre eles séo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacdes do 7DY com o receptor CB1. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do
redocking e as ligacGes estabelecidas.
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CB1 (PDB ID: 5XRA) - com resolucéo de 2.80 A, dimensdes da grade de ancoragem
40 Ax 40 Ax40A (X, Y, Z) e coordenadas do centro -42.051750 x -164.338000 x 306.631036.
O melhor alinhamento de ancoragem com regides de interacdo semelhantes apresentou uma
afinidade de ligacéo -12.4 kcal/mol e um RMSD inferior a 2 A.

Figura 5 - Pré-docking e redocking do receptor CBL1 e seu ligante original (8D3). O ligante esta
representado por linhas grossas, enquanto o receptor esta representado por linhas finas e as
interacdes entre eles séo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacdes do 8D3 com o receptor CB1. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do
redocking e as ligacGes estabelecidas.
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CB1 (PDB ID: 6KPG) - com resoluco de 3.00 A, as dimensdes da grade de ancoragem
40 A x40 A x40 A (X, Y, Z) e coordenadas do centro 104.336161 x 145.072645 x 134.006032.

Para essa ancoragem foi usada uma exaustividade de 24. A pose que melhor ancorou na pose

original obteve uma afinidade de ligacdo -10.1 kcal/mol e um RMSD inferior a 2 A,

encontrando regifes de interacdo pouco semelhantes, pois poucas interacfes se repetiram.

Figura 6 - Pré-docking e redocking do receptor CB1 e seu ligante original (8D0). O ligante esta
representado por linhas grossas, enquanto o receptor estd representado por linhas finas e as
interacdes entre eles sdo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacbes do 8D0 com o receptor CB1. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do
redocking e as ligacGes estabelecidas.
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CB1 (PDB ID: 7FEE) - com resolucéo de 2.70 A, dimensdes da grade de ancoragem
foram 40 A x 40 A x 40 A (X, Y, Z) e coordenadas do centro -3.745074 x 17.629074 x -

10.530000. Muitas regides de interacdo semelhantes foram identificadas para a pose que melhor

ancorou na pose original com uma afinidade de ligacdo -10.7 kcal/mol e um RMSD inferior a

2 A

Figura 7 - Pré-docking e redocking do receptor CB1 e seu ligante original (9GF). O ligante esta
representado por linhas grossas, enquanto o receptor estd representado por linhas finas e as
interacdes entre eles sdo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacdes do 9GF com o receptor CB1. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do
redocking e as ligacGes estabelecidas.
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CB1 (PDB ID: 8K8J) - com resolucio de 2.88 A, dimensdes da grade de ancoragem 28
Ax32Ax36A (X, Y, Z) e coordenadas do centro 136.982520 x 134.288600 x 168.265520.

A pose que melhor ancorou na pose original obteve uma afinidade de ligacdo -11.5 kcal/mol e

um RMSD inferior a 2 A, mas as regides de interacdo semelhantes foram limitadas.

Figura 8 - Pré-docking e redocking do receptor CB1 e seu ligante original (J30). O ligante esta
representado por linhas grossas, enquanto o receptor estd representado por linhas finas e as
interacdes entre eles sdo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacbes do J30 com o receptor CB1. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do
redocking e as ligacGes estabelecidas.
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CB2 (PDB ID: 6KPF) - com resolucdo de 2.90 A, dimensbes da grade de ancoragem 40
A x40 A x40 A (X, Y, Z) e coordenadas do centro 109.825655 x 109.602897 x 126.326552.

A exaustividade de 24 foi utilizada para identificar a pose que melhor ancorou na pose original.

A afinidade de ligacéo de - 11.6 kcal/mol e 0 RMSD inferior a 2 A foi identificado para essa

pose, a qual apresentou metade das regides de interacdo repetidas (Figura 9).

Figura 9 - Pré-docking e redocking do receptor CB2 e seu ligante original (E3R). O ligante esta
representado por linhas grossas, enquanto o receptor estd representado por linhas finas e as
interacdes entre eles sdo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacbes do E3R com o receptor CB2. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do
redocking e as ligacGes estabelecidas.
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DRD3 (PDB ID: 7CMV) - com resolucéo de 2.70 A, dimensdes da grade de ancoragem
26 Ax 24 Ax30A (X, Y, Z) e coordenadas do centro 95.176556 x 121.988278 x 116.773778.

A pose que melhor ancorou na pose original obteve uma afinidade de ligacao - 7.4 kcal/mol e

um RMSD inferior a 2 A, encontrando regifes de interacdo semelhantes.

Figura 10 - Pré-docking e redocking do receptor DRD3 e seu ligante original (G60). O ligante
esta representado por linhas grossas, enquanto o receptor esta representado por linhas finas e as
interacdes entre eles séo indicadas por linhas pontilhadas. Nas letras (a) e (c) observa-se
interacdes do G60 com o receptor DRD3. Nas letras (b) e (d) é apresentado o resultado do
redocking e as ligacGes estabelecidas.
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53 ESTUDO DE DOCKING MOLECULAR PARA POTENCIAIS RECEPTORES DO
THC E EFEITOS BIOLOGICOS ASSOCIADOS

As interagdes geradas com o docking molecular para os potenciais receptores
selecionados e o THC foram avaliadas a partir da afinidade de ligacdo demonstrada e a aspectos
tridimensionais das moléculas no modelo. Quanto menor o valor da energia de ligacdo, maior

a afinidade do ligante pelo receptor e, consequentemente, mais estavel o complexo ligante-



receptor. As analises permitiram selecionar poses que sdo apresentadas em figuras com os seus
respectivos destaques (Figura 1 — 10). Desses estudos também foi possivel compreender, a
partir dos modelos de simulacdo, os provaveis efeitos bioldgicos associados as interacfes
propostas.

A ancoragem do receptor TRPV4 (potencial transitério vanildide 4) com o ligante THC
demonstrou uma afinidade de ligagdo com o receptor de -8.4 kcal/mol, valor superior ao obtido
no redocking. O ligante foi ancorado no sitio de ligacdo da proteina, proximo a pose original,

chegando a se sobrepor na regido do dedo 2 do TRPV4 (Figura 11).

Figura 11 - Docking molecular do THC e o receptor TRPV4. A ligacdo do THC (em cinza) e
do ligante original (ATP em laranja) no sitio do receptor TRPV4 sdo apresentadas em (a). Em
(b) estd o destaque para as ligacdes que o THC estabelece no sitio ativo da proteina TRPV4
(PDB ID: 4DX2).
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O TRPV4 € um canal catibnico, permeavel ao célcio, fundamental para fungdes como
formacdo de barreira celular, osmossensacdo, mecanosensacdo e homeostase dssea (Zhang et
al., 2024). Doengas hereditarias humanas, como neuropatias e displasias esqueléticas estao
associadas a mutagdes no gene do TRPV4, especialmente na regido que codifica o dominio de
repeticdo de anquirina (ARD), que leva a atividade aumentada do canal (Lugo et al., 2023). A
calmodulina e pequenas moléculas como ATP se ligam ao ARD para a regulacéo da atividade
do TRPV4. Além disso, a regido flexivel do loop do dedo 3 pode agir como um interruptor para
regular a atividade do canal (Zhang et al., 2024).

O acoplamento do THC no sitio do TRPV4 pode ndo exercer o mesmo papel
estabilizador de resposta observado para 0 ATP no dominio de repeticdo ARD. Isso devido que,
embora o THC seja capaz de ancorar na regido proxima ao sitio de acoplamento do ATP, ele
ndo seria eficaz em mimetizar os efeitos regulatérios ou estabilizadores proporcionados pela
ligacdo do ATP. De acordo com Inada et al. (2012), o sitio de ligacdo do ATP no TRPV4 estéa
localizado nos dedos de 1 a 5 da proteina, como pode ser observado na figura 11a e na figura
la e c, realizando interacdes importantes, como a base adenina se encaixando em um dominio
conservado, amontoando-se contra TRY 236 e formando liga¢des de hidrogénio com GLN239.
Adicionalmente, LYS192 e LYS197, localizadas na superficie da hélice interna 2, interagem
com os grupos fosfato do ATP, sugerindo que o ATP pode estar associado a estabilidade da
proteina.

Nesse estudo, o docking do THC com o TRPV4 demonstrou que, embora ele esteja
ancorado proximo ao sitio de ligacdo do ATP, apenas duas ligacdes significativas, TYR236 e
GLN239, estéo envolvidas na interagdo do THC com o TRPV4, conforme destacado na figura
11b. Assim, o THC pode ter um impacto limitado ou distinto sobre a atividade funcional do
canal, o que merece investigacOes adicionais para compreender possiveis implicacdes
fisioldgicas ou terapéuticas dessa interacao.

O receptor CB1 (canabinoide tipo 1) € um componente primordial do sistema
endocanabinoide, predominantemente encontrado em células do sistema nervoso central e
periférico (Godoy et al, 2006). Ele desempenha um papel regulador em Varios processos
biologicos, como apetite, humor, funcdo motora, aprendizado, memoria e percepcao da dor
(Katherine; Vanderah, 2024). A ativacdo do CB1 ocorre pela ligagdo com endocanabinoides ou
com compostos presentes na Cannabis, como 0 THC (Aradjo; Almeida; Araujo, 2023).

Todos os 7 ligantes originais testados para os receptores CB1 selecionados nesse estudo

apresentaram conformacdes semelhantes e se ligaram no mesmo sitio ativo do receptor. Os



ligantes originais denominados 8D3, 8D0, 9GF e A1HG66, possuem estruturas moleculares
anélogas ao THC e atuam como agonistas completos do CB1; enquanto o ligante ZDG é um
antagonista. Ha ainda o 7DY que é um agonista inverso do CB1 e o J30 que é um agonista
parcial do receptor em estudo (Thorsen et al., 2025).

Os acoplamentos do THC nos cddigos dos receptores CB1 selecionados sdo
apresentados na figura abaixo em avaliagdo comparativa com o ligante original do receptor
(Figura 12).

Figura 12 - Receptores CB1 selecionados com o THC e o ligante original acoplados. Cddigos
do receptor CBL1 selecionados (em cinza) acoplado ao seu ligante original (em rosa) e ao THC
(em azul) (a-g); (a) cddigo (PDB ID: 5TGZ) ligado ao ZDG e THC; (b) codigo (PDB 1D: 5U09)
ligado ao 7DY e THC; (c) cddigo (PDB ID: 5XRA) ligado ao 8D3 e THC; (d) codigo (PDB
ID: 6KPG) ligado ao 8D0 e THC; (e) cédigo (PDB ID: 7FEE) ligado ao 9GF e THC; (f) codigo
(PDB ID: 8K8J) ligado ao J30 e THC; (g) codigo (PDB ID: 9ERX) ligado ao A1H66 e THC.
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Particular destaque pode ser feito, a partir dos aspectos tridimensionais das moléculas
nos modelos, para a conformacdo do THC em relagdo ao 9GF (Figura 12e), onde 0s anéis
residem entre a alca N-terminal e alga extracelular 2 (ECL2), formando interagdes -1t com
PHE268, enquanto suas cadeias de carbono se estendem para o canal longo, interagindo com
residuos das hélices I11, VI e VII (Hua et al., 2016). Isso evidencia a importancia do CB1 tanto
em funcGes fisioldgicas normais quanto em respostas moduladas por substancias externas,
como o THC. A compreensdo dessas interacdes pode contribuir para o desenvolvimento de
terapias mais direcionadas, como medicamentos que modulam o CB1 de forma mais seletiva,
minimizando efeitos adversos e maximizando os efeitos terapéuticos.

A dindmica de ligacdo e as alteragcdes conformacionais que modulam a atividade
funcional do CB1 podem ser avaliadas nos modelos de ancoragem a partir da interacdo da
proteina com ligantes agonistas e antagonistas. A figura apresentada abaixo visa destacar as
interacdes estabelecidas entre 0 CB1 e o seu ligante original, agonista ou antagonista, em
sobreposicdo ao acoplamento do THC nessa estrutura (Figura 13).

O THC é um agonista parcial do receptor CB1, capaz de ativa-lo, mas com menor
eficacia em comparacdo a agonistas completos, como o 8D3. A ligacdo do THC ocorre
principalmente por intera¢des hidrofobicas, refletindo sua natureza lipofilica, mas com poucas
interagBes especificas no sitio ativo, o que resulta em menor afinidade e capacidade reduzida
de estabilizar o estado ativo do receptor (Shahbazi et al., 2024). Em contrapartida, o ligante
8D3 parece projetado para ativar o CB1 com alta afinidade e eficacia (Figura 12c). Ele interage
com o sitio ativo através de interagdes m—n com PHE268 e PHE379, além de uma ligacdo de
hidrogénio com SER383, e intera¢des hidrofébicas adicionais em regides extracelulares (Figura
13d). Essas interacBes promovem alteracdes conformacionais que reduzem o volume do sitio
de ligacdo e ativam a regido de acoplamento a proteina G, tornando-o altamente eficaz (Hua et
al., 2017).

Os analogos do THC, como 8D0, 9GF e A1H66, (Figura 12d-e;g), apresentam
modificagdes estruturais que aumentam sua eficacia e eficiéncia em relacdo ao THC (Figura
13a-c). Entre as principais diferencas observadas estd o comprimento da cadeia lateral na
posicdo C3, onde cadeias com sete carbonos maximizam as interacdes hidrofébicas com
residuos criticos do CB1 (Figura 14). Ademais, substituintes na posi¢cdo C9, como grupos
hidroxila ou hidroximetila, permitem formacdo de ligacbes de hidrogénio adicionais,
aumentando a estabilidade das interagdes (Figura 14b). Em contraste, o THC, com cadeia lateral

mais curta e grupo metil no C9, forma interagdes menos estaveis (Gloriam et al., 2024).



Figura 13 - Interacdes do CB1 com ligantes agonista e antagonista (a-€). Os ligantes originais
sdo representados em rosa, enquanto o THC é representado de azul. Em (a-d) estdo
representados ligantes agonistas do CB1, enquanto que em (e) esté o ligante antagonista.
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Do ponto de vista da interacdo antagonista (Figura 13e), o ligante original ZDG

estabiliza o estado inativo do receptor CB1 (Figura 12a), prevenindo sua ativagdo. Ele ocupa o
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sitio ativo com maior volume, estabilizando uma conformac&o que impede o colapso necessario
a ativacdo. Suas interagdes incluem amplas regides hidrofobicas, interagdes n—m ¢ algumas

ligacGes de hidrogénio, que reforcam a inatividade do receptor (Hua et al., 2016).

Figura 14 - Estruturas moleculares do THC e ligantes endocanabinoides originais andlogos.
Estrutura molecular do THC (a); do 8D0 (b); do 9GF(c); do A1H66 (d); e do 8D3 (e).

O nacleo triciclico do THC esta preservado nas estruturas dos analogos de alta eficacia
(Figura 14). InteracBes hidrofobicas compensatdrias estabilizam a flexibilidade adicional do
9GF sem comprometer sua funcdo (Figuras 12e; 14c), enquanto o 8D3 combina alta afinidade
com modificagcdes que maximizam suas interacOes estruturais (Figuras 12c; 14e) e o0 A1H66
(Figuras 12g; 14d) se destaca por ser centenas de vezes mais potente que o THC (Thorsen et
al., 2024).

Uma outra categoria de ligantes do CB1 € o agonista inverso. Nela o 7DY (taranabant)
foi identificado como um agonista inverso seletivo de alta afinidade de ligacdo. Esse ligante
interage com o sitio ortostérico do receptor, um local predominantemente hidrofdbico,

localizado entre as hélices transmembranares TM1 e TM7 (Figura 12b). Essa interacdo



preenche o canal de acesso, atuando como um plug que impede a entrada de ligantes
endocanabinoides (Kumari et al., 2024). A ligacdo do 7DY estabiliza o receptor CB1 em uma
conformacdo inativa, reforcada pela formacdo de um bloqueio idnico entre aminoacidos
especificos. Residuos conservados, como PHE170, TRP356 e CYS3386, desempenham um
papel importante na ligacdo, contribuindo para a estabilizacdo estrutural e influenciando o
equilibrio conformacional do receptor (Shao et al., 2016). O THC se liga a0 mesmo sitio
ocupado pelo 7DY (Figura 12b), no entanto, sua interacdo promove alteracdes conformacionais
distintas. Essa observacédo sugere que o THC pode néo atuar como o taranabant.

O J30 (fenofibrato) é um ligante agonista parcial do receptor CB1, exibindo uma
conformacdo em "L" que permite sua ligacdo ao sitio ortostérico do receptor (Priestley et al.,
2015). A interacdo ocorre predominantemente por meio de forcas hidrofobicas e aromaticas
com residuos especificos localizados nas hélices transmembranares TM2, TM3, TM5, TM6 e
na alca extracelular 2 (Figura 12f). Além disso, foi observada uma ligacdo de hidrogénio entre
o0 residuo SER173 e o grupo carbonila do fenofibrato, contribuindo para a estabilizacdo do
composto na estrutura do receptor. Essas informagdes sdo corroboradas por simulagdes de
dindmica molecular, que indicam que o J30 mantém uma conformacéo relativamente estavel,
com certa flexibilidade no modo de ligacdo (Wang et al., 2024).

O receptor CB2 (canabinoide tipo 2), diferente do CB1, é encontrado especialmente em
células do sistema imunoldgico e 6rgdos periféricos, sendo regulado positivamente sob
condicdes fisiopatologicas (Lian et al., 2023). Sua ativacdo esta geralmente associada a
respostas anti-inflamatorias, modulando a inflamacéo e regulando a resposta imunolégica em
lesBes teciduais de 6rgaos como figado, coracdo, rim, cdlon e cérebro, conforme demonstrado
em modelos pré-clinicos (Hussain; Greaves; Igbal, 2019). O ligante E3R é um agonista
altamente seletivo para 0 CB2, caracterizado por adotar uma conformacdo em "L" dentro do
sitio de ligacdo ortostérico do receptor. Esta conformacdo é fundamental para otimizar as
interacdes especificas com os residuos do receptor (Hua et al., 2020).

A ligacdo do E3R e mediada por interacdes hidrofébicas e aromaticas, que envolvem
principalmente os residuos da ECL2 e das regides transmembranares - TM3, TM5, TM6 e TM7
(Figura 15). Entre os principais residuos envolvidos, destacam-se as PHE183, PHE 281 e PHE
94, que formam interagdes n-m com o nucleo triciclico do E3R (Figura 15¢). Além disso, o

grupo hidroxila fenolica no C1 do E3R forma uma ligagdo de hidrogénio com a SER285. A
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cadeia alquila do E3R estende-se por um canal longo, interagindo hidrofobicamente com

residuos das regides transmembranares (Li et al, 2023).

Figura 15 - Interacdes do CB2 com o ligante original (E3R) e o THC. Interagdes do THC com
0 CB2 (a-b). Sobreposicao do E3R (em rosa) e do THC (em azul) na interagdo com o CB2 (em
verde) (c).
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A ligacdo do E3R ao CB2 induz mudancas conformacionais significativas no receptor,
incluindo o deslocamento para fora da hélice TM6, o0 que permite o acoplamento com a
subunidade a5 da proteina G (Figura 15c). Além disso, a extensdo e 0 movimento da TM5
reforcam as interacdes com a proteina G, caracteristicas de sua transi¢do para o estado ativo,

facilitando, assim, a sinalizacéo (Hua et al., 2020).



O THC apresenta uma afinidade menor pelo CB2 (Figura 15), sua interagdo com o
receptor sobrepbe-se a do E3R, também adotando uma conformacdo em "L" (Figura 15c). O
THC interage principalmente com regides hidrofobicas da proteina, como PHE87, PHE94 e
PHE 183, VAL113, LEU191 e MET265 (Figura 15a-b). As interagdes observadas incluem nt-nt
em forma de T, alquil e m-alquil, sugerindo que, apesar da afinidade reduzida, o THC
compartilha um padrdo estrutural similar ao do E3R no receptor CB2 (Figura 15c).

E importante notar que as estruturas revelaram que os receptores CB1 e CB2 possuem
um dominio de ligacdo ortostérico lipofilico altamente semelhante, o que torna dificil explicar
a existéncia de uma ativacdo seletiva para o0 CB2. No entanto, o estudo pré-clinico apresentado
por Brennecke e colaboradores (2021) indicou que agonistas seletivos do CB2 tém o potencial
de preservar e até mesmo superar as propriedades terapéuticas do THC, sem causar os efeitos
colaterais psicotropicos (Brennecke et al., 2021).

O DRD3 (receptor de dopamina D3), um dos cinco tipos de receptores de dopamina,
desempenha papel fundamental em diversas func¢des do sistema nervoso central, incluindo o
controle do movimento, comportamento social, aprendizado, cognicéo, recompensa e regulacéo
emocional (Gross; Drescher, 2012). Pela grande atuagdo, esses receptores emergiram como
alvos promissores para o desenvolvimento de farmacos, motivando esforcos significativos na
obtencdo de ligantes de alta afinidade, como agonistas seletivos, agonistas parciais e
antagonistas, visando elucidar suas funcdes e explorar seu potencial terapéutico (Kiss et al.,
2021).

O ligante original G60 é um agonista seletivo do DRD3. Ele apresenta uma interacao
altamente especifica com o sitio de ligacdo ortostérico do receptor (Figura 16c). O acoplamento
descrito ocupa aproximadamente 34% do volume do sitio de ligacdo e estabelece interacGes
hidrofobicas e polares com os residuos do DRD3. Entre essas intera¢des, destaca-se a formacgao
de uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo hidroxila (O3) do G60 e o residuo SER192 na hélice
transmembrana TM5, contribuindo para a estabilidade do complexo e para a alta seletividade
do composto pelo D3R (Figura 16¢). A ligacdo do G60 tambeém induz alteracdes
conformacionais importantes no receptor, incluindo o movimento do residuo TRP342 na hélice
TM6, o qual atua como um "interruptor de alternancia™ (Xu et al., 2021). Essas mudangas
estruturais propagam uma cascata de eventos que culminam na ativagao do receptor e em seu

acoplamento as proteinas G. Modificagdes no tamanho e no formato do sitio de ligagéo,



51
associadas as caracteristicas quimicas do ligante, foram observadas, mostrando similaridades
com os mecanismos de ativacdo induzidos por agonistas em receptores CB1 (Zhou et al., 2019).

A interacdo do THC com o receptor DRD3 € estabelecida por meio de ligagdes em
regides hidrofébicas envolvendo os residuos 1ISO183, CYS114, VAL111 e PHE345 (Figura
16a-b). Adicionalmente, uma ligacao de hidrogénio com o residuo ASP10 é formada por meio
da hidroxila presente no grupo C1 da TM3 (Figura 16¢). Embora alguns estudos apontem para
uma relacdo entre 0 THC e 0 DRD3 (Gardner, 1999; Peters; Oleson; Cheer, 2021), 0 mecanismo
de acdo dessa interacdo ainda ndo estd completamente elucidado. As bases estruturais e
funcionais dessa interacdo carecem de mais estudos, os quais poderdo contribuir para uma

melhor compreenséo do impacto do THC no sistema dopaminérgico.

Figura 16 - Interac6es do DRD3 com o THC e o ligante original (G60). Destaque da interacéo
do THC com o DRD3 (a-b); Sobreposicdo do G60 (em rosa) e do THC (em azul) no sitio de
ativacdo do DRD3 (cinza).
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E relevante destacar que o THC interage com os receptores-alvo deste trabalho - CB1,
CB2, DRD3 e TRPV4, apresentando diferentes niveis de afinidade. As simulages realizadas
demonstraram que o THC apresentou afinidade variavel para os diferentes receptores, com
energia de ligagéo -8.4 kcal/mol no TRPV4, -8.5 kcal/mol no DRD3, -10.5 kcal/mol no CB2 e
-11.7 kcal/mol em um dos codigos testados para 0 CB1. Esses valores sugerem maior afinidade
do THC por CB1 e CB2, reforcando seu papel como principal modulador desses receptores
(Kulkarni et al., 2024). Além disso, a interacdo do THC com TRPV4 e DRD3 ocorreu com
afinidade superior a dos ligantes originais, sugerindo um potencial efeito modulador nesses
alvos (Rao et al., 2022).

A relacéo entre afinidade e constante de dissociacdo (Kd) encontrada indicam que o
THC pode permanecer ligado a CB1 e CB2 por periodos mais longos, potencializando uma
resposta bioldgica (Noel, 2017). No caso de TRPV4 e DRD3, embora a interacdo seja
ligeiramente menos estavel, a maior afinidade em relacdo aos ligantes originais pode indicar
um efeito competitivo relevante.

Para 0 CB1 e CB2, o THC pode competir com ligantes endégenos, enquanto que no
TRPV4 e DRD3, a acdo pode ser moduladora, dependendo do contexto bioquimico (Thorsen
et al., 2025). Dessa forma, acredita-se que a concentracdo do THC influencia sua seletividade
farmacoldgica, sendo necessarias doses menores para ativar o0 CB1 e CB2, enquanto que a
ativacdo/inibicdo de TRPV4 e DRD3 pode depender de uma dose maior (Noel, 2017). Assim,
os efeitos neuromoduladores do THC sdo predominantemente mediados por CB1, enquanto
CB2 pode estar envolvido em respostas imunomodulatérias, e TRPV4 e DRD3 podem
contribuir para a regulacdo da dor, percepcdo sensorial e atividade dopaminérgica. Assim, a
interacdo do THC com esses alvos pode modular diferentes vias bioldgicas, de maneira
dependente da concentracdo e do ambiente bioquimico, gerando respostas bioldgicas distintas

daquelas descritas na literatura (Figura 17).
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Figura 17 - Efeitos biologicos sugeridos na literatura para a interagcdo do THC com os receptores
selecionados — CB1, CB2, DRD3 e TRPV4. A molécula de THC é representada no centro; as
setas indicam as interagOes estabelecidas com os receptores-alvos, que estdo ilustrados em
modelos moleculares. Os possiveis efeitos bioldgicos das interacdes receptor/THC sao descritos
nos quadros.
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A anélise comparativa com ligantes analogos evidenciou diferencas na eficécia e
estabilidade das interagdes nos modelos simulados, sugerindo que ajustes estruturais na
molécula do THC poderiam ser desenvolvidos para aprimorar sua afinidade e seletividade pelos

receptores, com o objetivo de otimizar suas aplicacGes terapéuticas.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresenta uma abordagem efetiva e de baixo custo para a triagem inicial
e a identificacdo de receptores moleculares para ligantes especificos. A associacao de pesquisa
bibliografica e estudos computacionais se mostrou bem sucedida para identificacdo de
provaveis receptores para 0 THC, bem como a compreensdo da importancia da modulacédo da
sinalizacdo celular desempenhada por esse fitocanabinoide, para além dos receptores
canabinoides. Dessa forma, amplia-se o entendimento dos processos moleculares subjacentes a

ligacdo do THC e suas implicacdes fisioldgicas pelo uso terapéutico.
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APENDICE

Energia de
Cddigo PDB | Composto ligacéo Residuos funcionais Interacgdes de ligacéo
(Kcal/mol)
Ponte de sal, Carga atrativa,
ARG248, ASN201, hidl_rlagg?r?i?) dﬁi;%:goede
GLN239, HOH602, hidrogénio (;onvencional
4DX2 ATP -6,2 HOH613, HOH616, Ligagio de hidrogénio dé
LEU200, LY¥S192, carbono, Ligacdo de
LYS197, TYR236 . A o
hidrogénio doador pi, pi-
sigma, pi-pi empilhado
Ligacdo de &gua e
hidrogénio, Ligacdo de
ASN201, GLN239, hidrogénio convencional,
HOH602, HOH613, Ligacdo de hidrogénio de
VALIDACAO ATP -6,2 HOH616, LEU200, carbono, Positivo-positivo
LYS192, LYS197, | desfavoravel, doador-doador
TYR236 desfavoravel, Ligacdo de
hidrogénio doador pi, pi-
sigma, pi-pi empilhado

Legenda: Tabela complementar a figura 1.

Energia de
ligacéo
(Kcal/mol)

Residuos funcionais

Interacgdes de ligacao

-12,7

CYS386, LEU359, PHEL170,
PHE200, VAL196, LEU193,
LYS192, PHE174, PHE189,
PHE177, HIS178, ILE271,
TYR275, LEU276, PHE379,
TRP279, PHE268

Ligacdo de hidrogénio
convencional, Ligacdo de
hidrogénio doador pi, Pi-

sigma, Pi-pi em formade T,
Alquil, Pi-alquil

Cédigo PDB | Composto
9ERX A1H66
VALIDACAO | A1H66

-12,7

ILE267, PHE174, PHE177,

PHE170, PHE268, VAL196,

TRP279, LEU193, TYR25,
ILE271

Ligacdo de hidrogénio
convencional, Pi-sigma, Pi-pi
em forma de T, Alquil, Pi-
alquil

Legenda: Tabela complementar a figura 2.

Cddigo PDB | Composto

Energia
de ligacao
(Kcal/mol)

Residuos funcionais

Interacgdes de ligacao




TRP279, PHE268, LEU193,
LEU359, PHE379, ALA380,

61

Ligacdo de hidrogénio de
carbono, Ligacdo de

5TGZ ZDG -12,3 LEU387, VAL196, PHE170, hidrogénio doador pi, Pi-sigma,
CYS386, MET103, SER383, Pi-enxofre, Pi-pi em forma de
MET384 T, Alquil, Pi-alquil
Ligacdo de hidrogénio
TRP279, LEU359, SER383, convencional, Ligacdo de
VALIDACAO 7DG 123 MET384, ALA380, LEU387, hidrogénio de carbono, Ligacdo

CYS386, TRP356, VAL196,
PHE170, MET103

de hidrogénio doador pi, Pi-
sigma, Pi-enxofre, Pi-pi em
forma de T, Alquil, Pi-alquil

Legenda: Tabela complementar a figura 3.

Energia de
Cédigo PDB Composto ligagéo Residuos funcionais Interacgdes de ligacéo
(Kcal/mol)
VAL196, TRP279, hidl;;)gga}égr?i?) dﬁiggggoede
TRP356, CYS386, hidrogénio (‘:onvencional
HOH1302, PHEL70, Ligacéo de hidrogénio dé
5U09 DY -11,6 MET103, MET384, Lo .
SER123, ILE119, carbono,. P|_-5|gma, Pi-
ALA380 ASP104, enxofre_, Pi-pi em for_ma d_e
ILE105 T, Empllhqmeqto am_lda-pl,
Alquil, Pi-alquil
VAL196, HOH1302, Ligagio de 4gua e
Eggégg &1?23%% hidrogénio, Ligacdo de
VALIDACAO DY -11,6 TRP356: ALA380,’ hidrogénio_de carbono, Pi-
MET384, ILE105, sigma, Pi-pi em form_a de T,
MET103 Alquil, Pi-alquil

Legenda: Tabela complementar a figura 4.

Energia
Cddigo PDB | Composto | de ligagédo Residuos funcionais Interacgdes de ligacao
(Kcal/mol)
PRO269, PHE177,
PHE174, LEU193,
PHELTO, SERGES, Ligagio de dgua ¢
5XRA 8D3 -12,4 ' ' hidrogénio, Pi-pi em forma
LELI359, CYS386, de T, Alquil, Pi-alquil
PHE379, VAL196, ’ '
PHE200, TRP279,
TYR275, LEU276
PRO269, PHE177,
PHE189, VAL196, Ligacdo de hidrogénio
VALIDACAO 8D3 -12,4 PHE170, SER383, convencional, Pi-pi em forma
PHE268, LEU193, de T, Alquil, Pi-alquil
TRP279, ILE271, LEU276

Legenda: Tabela complementar a figura 5.




Energia de
Cédigo PDB | Composto | ligacdo Residuos funcionais Interacgdes de ligacao
(Kcal/mol)
LEU359, PHE200, de hidrogénio de
CYS386, VALL96, carbono, Pi-cation
6KPG 8D0 -10,1 PHE379, SER383, PHE268, Ligacio d;a hidrogén’io
PHE170, PHE189, doador pi, Pi-pi em
LEU193, PHEL74, forma de T' Alquil, Pi-
PHE177, HIS178 VL '
alquil
Ligac&o de hidrogénio
% HIS178, PHE177, PHE170, | COnvencional, Ligagao
VALIDACAO 8D0 -10,1 TRP279, PHE268, THR197 de hldr_ogen_lo de_ _
carbono, Pi-cation, Pi-pi
em forma de T, Pi-alquil

Legenda: Tabela complementar a figura 6.

Energia de Interacgdes de
Cddigo PDB | Composto ligacao Residuos funcionais ligaca
igacéo
(Kcal/mol)
PHE177, ILE267, Ligagio de
PHE170, SER383, hidrogénio
CYS386, PHE268, : .
TFEE 9GF -10,7 VAL196, TRP356. co:xepocrlr?]r;aéélfll_—pl
PHE379, MET363, Alquil Pi-alqui’l
LEU359, LEU193 ’
PHE177, SER173, Ligacdo de
SER383, PHE170, hidrogénio
VALIDACAO 9GF -10,7 PHE268, TRP356, convencional, Pi-pi
VAL196, ILE271, em formade T,
LEU193 Alquil, Pi-alquil

Legenda: Tabela complementar a figura 7.

Energia de

Cddigo PDB | Composto ligacéo Residuos funcionais Interacgdes de ligacao
(Kcal/mol)

MET363, LEU359, Ligacdo de hidrogénio

TRP279, PHE268, convencional, Pi-pi em

8K8J J30 -11,5 VAL196, TRP356, formade T Alquil Pi-

SER173, PHE174, | ! i '
HIS178, PHE177 alqui




VALIDACAO

J30

-11,5

ILE271, PHE268,

PHE170, PHE189,

SER173, PRO269,

HIS178, PHE108,
PHE177

LEU193, VAL196,

carbono, Pi-pi

alquil

Ligacdo de hidrogénio
convencional, Ligacéo
de hidrogénio de

empilhado, Pi-pi em
forma de T, Alquil, Pi-

Legenda: Tabela complementar a figura 8.

Energia de
Cédigo PDB | Composto ligacéo Residuos funcionais Interacgdes de ligacdo
(Kcal/mol)
TRP194, LEU191,
CYS288, VAL26, Ligacdo de hidrogénio
PHE183, TRP258, doador pi, Pi-sigma, Pi-
6KPF E3R -11,6 PHES87, ILE110, PHE91, i em 1‘,0rma de'Il
VAL113, PRO184, P e
SER285, PHE177, Alquil, Pi-alqui
PHE94
Ligacéo de hidrogénio
convencional, Ligacéo
PHE94, PHE91, de hidrogénio de
X THR114, PRO184, carbono, Ligacdo de
VALIDAGAO E3R -11.6 SER285, PHE183, hidrogénio doador pi,
TRP194 Pi-sigma, Pi-pi em
forma de T, Alquil, Pi-

alquil

Legenda: Tabela complementar a figura 9.

Energia
Cédigo PDB | Composto | de ligagdo | Residuos funcionais | InteracGes de ligacéo
(Kcal/mol)
TRP342, CYS114, hl'gf‘gggn?g
PHE345, PHE346, : .
7CMV G60 -1,4 VAL111, HIS349, _ conver_mlpnal, Pi-
SER192 sigma, Pi-pi em forma
de T, Alquil, Pi-alquil
Ligacéo de
_ SER192, HIS349, hidrogénio
VALIDACAO G60 -7,4 VAL111, PHE345, convencional, Pi-
TYR373, TRP342 | sigma, Pi-pi em forma
de T, Pi-alquil
Legenda: Tabela complementar a figura 10.
Descritore | THC ZDG DY 8D3 8D0 9GF J30 A1H66

S

63



Férmula

C21H3002

C26 H25 ClI
2 N5 04

C27 H2
5ClI

F3 N3
02

C25H3
7Br 02

C26 H3
9N
03S

C24 H4
003

C20 H2
1Cl 04

C25H3
8 03

Peso
molecular
(MW)

314.5g/m

ol

542,41

g/mol

515.95

g/mol

449.46

g/mol

445.66

g/mol

376.57

g/mol

360,83
g/mol

386,57

g/mol

Numero de
ligacdes
rotativas
(RB)

10

10

Numero de
aceitadore
S de
ligacOes de
hidrogénio
(HBA)

Numero de
doadores
de ligacdes
de
hidrogénio
(HBD)

Refrativid
ade molar
(RM)

97,91

147,65

131.12

124,89

132,62

115,4

97,98

118,18

Area total
da
superficie
polar
(TPSA)

29,46 A2

105,21 A2

75,01 Az

29,46 A2

94,14 A2

60,69 A2

52,60 A2

49,69 A2

Lipofilicid
ade (Log
P)

5,41

3,08

6,92

7.24

7,71

5,76

4,95

6.09

Solubilida

de em 4gua
(log S)

-5,93

-7,57

-7,92

-6,73

-6,04

-6,51

-6,55
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Classe de | Moderad | Pouco Pouco Pouco Pouco Pouco Pouco Pouco
solubilida | amente soltvel soltvel | solavel | soltvel | soluvel | soltvel | soltvel
de solGvel

Farmacoci

nética

Absorcdo | Alto Alto Baixo Baixo Baixo Alto Alto Alto
de

medicame

ntos

gastrointes

tinais

Substrato | Néo Né&o Sim Sim Sim Né&o Né&o Né&o
da

glicoprotei

naP (P-gp)

Inibidor Néo Néo Néo Néo Néo Né&o Sim Né&o
do

CYP1A2

CYP2C19 | Sim Sim Sim Né&o Né&o Né&o Sim Né&o
inibidor

Inibidor Sim Sim Né&o Né&o Néo Né&o Sim Né&o
do

CYP2C9

Inibidor Sim Néo Sim Néo Néo Sim Sim Sim
do

CYP2D6

Inibidor Néo Sim Sim Né&o Sim Né&o Né&o Néo
do

CYP3A4

Log Kp |-3,27cm/s | —4,79 cm/s | -4,86 -2,08 -3,69 -4,24 -4,83 -3,38
(permeaca cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s
0 cutanea)

Semelhang

a com

drogas

Regra de | Sim; 1 | Nao; 2|Sim; 1|Sim; 1|Sim; 1/|Sim; 0/|Sim; 0|Sim; 1
Lipinski violagdo: | violagGes: violagdo | violagdo | violacdo | violacdo | violacdo | violacio
Mw < | MLOGP | MW>500,

500, logP | >4.15




<5, HBD MLOGP>4 | MW>50 | MLOG | MLOG MLOG
<5, HBA 15 0 P>4.15 P>4.15 P>4.15
<10)
Regra de | Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Veber (RB
< 10,
TPSA
<140)
Pontuagd | 0,55 0,17 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55
] de
biodisponi
bilidade
Quimica
medicinal
Alerta de | 0 alerta 0 alerta Oalerta | Oalerta | Oalerta | Oalerta | Oalerta | Oalerta
DORES
Alerta 1 alerta: | 3 alertas: | Oalerta | 2 2 Oalerta | Oalerta | 1 alerta:
Brenk alceno_is | grupo alertas: | alertas: alceno_i
olado nitro, haleto imina_1 solado

ligacéo de , grupo

simples de alquila, | tiocarbo

oxigénio- alceno nila

nitrogénio, isolado

ligacdo

tripla
Regra de | Néo; 1 | Néo; 3| Ndo; 3| Ndo; 2| Nao; 3| Néo; 3| Nao; 2| Néo; 2
semelhan¢ | violagéo: | violagdes: violagBe | violagBe | violagbe | violacbe | violaghe | violagde
a de | XLOGP3 | MW>350, s S: S: s S: s
chumbo >3.5 Rotores>7, | MW>35 | MW>35 | MW>35 | MW>35 | MW>35 | MW>35
250 <MW XLOGP3> | 0, 0, 0, 0, 0, 0,
< 350, Log 3.5 Rotores | XLOGP | Rotores | Rotores | XLOG XLOGP
P<3,5RB >7, 3>3.5 >7, >7, pP3>35 | 3>35
<7 XLOG XLOGP | XLOG

P3>3.5 3>3.5 P3>3.5

Acessibilid | 4.27 4.08 4,1 4,82 4,84 4.04 2,64 4,74
ade
sintética

Legenda: Tabela complementar a figura 12.




