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Resumo

Atualmente, a dor cronica afeta mais de dois ter¢os da populacado brasileira diariamente,
com tratamentos que ndo contemplam de forma ampla as necessidades dos pacientes, gerando
resquicios de dor ou tratamentos ineficazes. A utilizagdo de moléculas da canabis, como
alternativa para o tratamento de dor se mostra promissora, devido ao seu potencial anti-
inflamatério, analgésico e antinociceptivo, baseada nas vias de ativacdo dos receptores
endocanabinoides. Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) da familia dos canabinoides
do tipo I (CB1) e do tipo II (CB2), assim como os receptores putativos de canabinoides das
familias GPR119, GPR55 e¢ GPRI1S, estdo envolvidos em cascatas de sinalizacdo que
apresentam atividade pro-nociceptiva no estado de dor neuropatica. O objetivo desta pesquisa
consistiu no estudo do perfil farmacologico de 40 ligantes, observando as propriedades fisico-
quimicas dos ligantes, utilizando métodos de mecénica quantica (QM), bem como as tendéncias
farmacocinéticas e toxicologicas, agregadas a modelagem da interacdo destas moléculas com
as GPCRs de interesse. Realizamos a modelagem da interagdo das moléculas com as estruturas
dos receptores CB; (PDB: 6KQI), CB, (PDB: 8GUR), GPR119 (PDB: 7WCM), GPR55 (PDB:
872X4) e GPR18 (Alphafold), por meio de docking molecular e ONIOM. Calculamos a estrutura
eletronica dos ligantes com a teoria do funcional da densidade (DFT), utilizando o funcional e
funcdo de base B3LYP/6-311+G(d,p). Andlises estruturais foram realizadas, para avaliar a
reatividade (Arom) e tendéncias de interacao. Observamos que canabinoides € seus miméticos
apresentam a tendéncia de localizagdo dos orbitais de fronteira, HOMO e LUMO, sobrepostos
ao grupamento resorcinol, indicando as regides mais reativas. Utilizamos os indicies de Fukui
para localizar sitios suscetiveis para ataques eletrofilicos e correlacionar com as principais
interacdes, do tipo ligagdes de hidrogénio, estabelecidas com os receptores alvo.
Adicionalmente, utilizamos o método hibrido ONIOM para estudo QM/MM e observamos que
as interagdoes hidrofobicas desempenham papel estratégico, na ativagdo do receptor
canabinoide. Por fim, foi possivel estabelecer algumas relagdes que os canabinoides e andlogos
apresentam. Onde diferencas eletronicas podem afetar o perfil de interagdo com os receptores,
como por exemplo no caso dos ligantes THCV e A8-THC, que apresentam a melhor tendéncia

de interacdo com os receptores da familia GPR119, GPR55 e GPR18.

Palavras-Chave: Canabinoides raros, GPCR (119, 55, 18, CB1 ¢ CB2), ADMET, estrutura
eletronica, DFT, MEP, data mining, docking, ONIOM.



Abstract

Currently, chronic pain affects over two-thirds of the Brazilian population on a daily
basis, with treatments that fail to comprehensively address patients' needs, often resulting in
residual pain or ineffective outcomes. The use of Cannabis-derived molecules as an alternative
for pain management has shown promise due to their anti-inflammatory, analgesic, and
antinociceptive properties, which are mediated by endocannabinoid receptor activation
pathways. G protein-coupled receptors (GPCRs) of the cannabinoid family—type I (CB1) and
type II (CB2)—as well as putative cannabinoid receptors from the GPR119, GPR55, and GPR18
families, are involved in signaling cascades that exhibit pronociceptive activity in neuropathic
pain states. This study aimed to investigate the pharmacological profile of 40 ligands by
analyzing their physicochemical properties using quantum mechanics (QM) methods, along
with pharmacokinetic and toxicological trends, while also modeling their interactions with
target GPCRs. We performed molecular docking and ONIOM simulations to model the
interactions between the ligands and the following receptor structures: CB; (PDB: 6KQI), CB»
(PDB: 8GUR), GPR119 (PDB: 7WCM), GPR55 (PDB: 8Z2X4), and GPR18 (AlphaFold). The
electronic structure of the ligands was calculated using density functional theory (DFT) with
the B3LYP/6-311+G(d,p) functional and basis set. Structural analyses were conducted to assess
reactivity (AFOM) and interaction trends. Our findings revealed that cannabinoids and their
mimetics exhibit frontier orbital (HOMO and LUMO) overlap in the resorcinol group,
highlighting the most reactive regions. Fukui indices were employed to identify electrophilic
attack sites and correlate them with key interactions, such as hydrogen bonds, formed with the
target receptors. Additionally, hybrid ONIOM (QM/MM) studies demonstrated that
hydrophobic interactions play a strategic role in cannabinoid receptor activation. Finally, we
established key relationships between cannabinoids and their analogs, showing that electronic
differences can significantly influence receptor interaction profiles. THCV and A8-THC
ligands exhibited the strongest binding affinity for the GPR119, GPR55, and GPR18 receptor

families.

Keywords: Minor cannabinoids, GPCR (119, 55, 18, CBj, and CB:), ADMET,
electronic structure, DFT, MEP, data mining, docking, ONIOM.
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ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
AMBER: Assisted Model Building with Energy Refinement
Ala - A: Alanina
Arg - R: Arginina
Asn - N: Asparagina
Asp - D: Aspartato
CAS: Chemical Abstracts Service
CBC: Canabicromeno
CBCA: Acido canabicromenico
CBD: Canabidiol
CBDA: Acido canabidiélico
CBE: Canabielsoina
CBF: Canabifurano
CBG: Canabigerol
CBN: Canabinol
CBND: Canabinodiol
CBL: Canabiciclol
CBT: Canabitriol
CDFT: Teoria de Funcional da Densidade Conceitual
CNRI1 - CBj: Receptor Canabinoide I (CB1)
CNR2 - CBa: Receptor Canabinoide 1T (CB2)
Cys - C: Cisteina
CYP: superfamilia citocromo P450
DFT: Density functional theory
u.a.: Unidade atomica
FDA: Food and Drug Administration
GCPR: Glico-proteina-P
GPCR: receptores acoplados a proteina G
GPR18: receptor acoplado a proteina G 18
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GPR55: receptor acoplado a proteina G 55
GPR119: receptor acoplado a proteina G 119
GlIn - Q: Glutamina

Glu - E: Glutamato

Gly - G: Glicina

His - H: Histidina

HOMO: Highest occupied molecular orbital
IGM: Modelo de gradiente independente

Ile - I: Isoleucina

Leu - L: Leucina

LUMO: Lowest unoccupied molecular orbital
Lys - K: Lisina

Met - M: Metionina

NCI: intera¢des nao covalentes

OMS: Organizagao Mundial da Saude
ONIOM: Our own n-layered Integrated molecular Orbital and Molecular mechanics
OPS: Opsina

PCM: modelo de polarizacao continua

PDB: Protein Data Bank

Phe - F: Fenilalanina

Pro - P: Prolina

Ser - S: Serina

SMILES: Simplified molecular-input line-entry system
SMD: modelo de solvatagao baseado em densidade
THCYV - Tetrahidrocanabivarina

A®-THC: A’-Tetrahidrocanabinol

A’-THC: A°-Tetrahidrocanabinol

IT: pi

d: Delta

A: Lambda

c: Sigma

p: Rho
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1 Introducao

1.1 Dor aguda e cronica

A dor esta entre os sintomas cronicos mais comuns em panorama global, afetando cerca
de 20% da populagdo global, com um progressivo aumento anual no nimero de acometidos,
devido a fatores ocupacionais, bioldgicos e sociais !. Entretanto, mais do que um incomodo, a
dor possui uma fungdo bioldgica essencial, atuando como um mecanismo de defesa e alerta,
sinalizando ao organismo a necessidade de evitar ou minimizar danos 2. No contexto clinico, a
dor ¢é subdividida em duas categorias: dor aguda e dor cronica 2. A dor aguda é definida como
uma experiéncia sensorial de curta duragdo, geralmente associada a lesdes teciduais ou
processos inflamatérios transitérios 2. Por outro lado, a dor crénica caracteriza-se pela
persisténcia do estado de dor por um periodo superior a seis meses, ultrapassando o tempo
esperado de cicatrizagdo dos tecidos ou da resolucdo da lesdo ou processo inicial >.

A relevancia da dor cronica consiste principalmente na perpetuacao de sua funcdo
bioldgica a longo prazo, promovendo sequelas cognitivas € comportamentais, como depressao
e idea¢do suicida !. Estima-se que mais de dois tercos da populacdo brasileira convivam
diariamente com algum tipo de dor cronica, o que indica uma alta incidéncia e,
consequentemente, um elevado custo associado a manutencao dos pacientes com essa condi¢ao
4. Desta forma, o tratamento farmacolégico consistiu uma terapia preventiva da dor, na qual o
uso de anti-inflamatdérios ndo esteroidais (AINEs) e analgésicos ndo opioides mostram-se
eficazes para a maioria dos casos relacionados a dor aguda . Por outro lado, o tratamento da
dor cronica geralmente requer uma abordagem terap€utica mais complexa, combinando
analgésicos convencionais, utilizados na dor aguda, com opioides, como a morfina e a
oxicodona °.

Nesse contexto, os opioides se destacam como farmacos potentes que atuam no sistema
nervoso por meio da interagdo com receptores opioides que modulam a percepgdo da dor ’.
Apesar de sua elevada eficicia analgésica, o uso continuo de medicamentos, dessa classe
medicamentosa, pode levar ao desenvolvimento de tolerancia/resisténcia, fazendo com que o
organismo exija doses crescentes para alcangar o mesmo efeito terapéutico 3°. O reflexo em
ampla escala do efeito de resisténcia apresentado nos opioides consiste na denominada "crise
dos opioides", cuja principal causa estd relacionada ao aumento expressivo do numero de
individuos dependentes da oxicodona '°.

O aumento do consumo, impulsionado pelo efeito de resisténcia, elevou o nimero de
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usuarios com dependéncia e subsequente sobrecarga do sistema de saude dos Estados Unidos
da América (EUA) durante a década de 90, culminando na crise de satide mais severa da histéria

811 Reconhecida como uma crise silenciosa de saude publica, essa situagio

daquele pais
evidenciou fragilidades significativas na capacidade do sistema de satde norte-americano de
gerenciar de forma adequada a prescricdo de medicamentos opioides, tanto para o tratamento
da dor aguda quanto da dor cronica 8. As consequéncias dessa crise persistem até os dias atuais,
exigindo politicas publicas voltadas a contengao da crise e a redugdo de danos, sobretudo em
grandes centros urbanos ®.

No Brasil observa-se o reflexo dessa crise na ado¢do de medidas regulatorias mais
rigorosas, que t€ém contribuido para impedir que o cenario nacional atinja as mesmas proporgoes
observadas nos EUA. Dentre essas a¢des, destacam-se a exigéncia de registros especificos para
farmacos contendo opioides junto aos Orgdos competentes, como a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e o fortalecimento dos sistemas de vigilancia e controle sobre
a prescricdo de substincias sujeitas 4 dependéncia quimica '2.

Além das acles institucionais realizadas pelos Orgdos reguladores, relata-se a
inseguranca dos prescritores na indicacdo de opioides tornando-os medicamentos de ultima
escolha entre prescritores para o tratamento da dor cronica e na dor aguda ’. No entanto, 0s
protocolos terapé€uticos atualmente disponiveis nem sempre sdo suficientes para atender as
necessidades clinicas dos pacientes com dor cronica, resultando na persisténcia de dor e uma
manutengdo ineficaz dos quadros mais graves '°.

Diante das limitagdes da eficiacia e dos riscos de dependéncia associados ao uso
prolongado de opioides, cresce o interesse pelo uso de canabinoides como alternativa
terapéutica no tratamento da dor cronica '*. Considerados possiveis aliados na composi¢io do
acervo farmacologico contra a dor, os extratos da planta Cannabis sativa t€m se mostrado
promissores devido ao seu potencial de inibi¢ao de vias inflamatérias (efeito anti-inflamatorio),
a sua capacidade de reduzir o nivel de consciéncia (efeito analgésico) e a acdo na diminui¢do
da percepg¢ao da dor, ao bloquear os sinais enviados ao sistema nervoso (efeito antinociceptivo)
s

A utiliza¢do medicinal da canabis ¢ refor¢ada por estudos epidemioldgicos realizados
nos EUA, os quais demonstraram que, em regides onde o uso terapéutico foi autorizado,
observou-se uma reducdo de até¢ 23% nas internagdes hospitalares relacionadas ao uso de
opioides, bem como uma queda de 13% nos casos de overdose. Esses dados evidenciam o

potencial benéfico da utilizacdo combinada de canabinoides e opioides no manejo da dor !5,
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O mecanismo de acao da canabis na modulagdo da dor ¢ complexo e envolve a interagdo
dos canabinoides com receptores celulares, os quais promovem um efeito sinérgico quando
combinados com opioides, permitindo a redugdo nos niveis de dor e a possibilidade da
diminuicdo da dosagem de opioides '>!°. Portanto, a ativacdo seletiva de receptores celulares
desencadeia uma série de processos bioquimicos intracelulares que modulam a comunicagdo
intercelular e intracelular, atuando diretamente sobre os mecanismos fisiopatoldgicos que

sustentam os processos geradores de dor.

1.2 Receptores acoplados a proteina G (GPCRys)

O processo de comunicacdo intracelular e intercelular sdo essenciais para o equilibrio
fisiologico, homeostase, processos geradores de dor e consequente manutencdo da vida '7. A
comunicagdo intercelular consiste na transmissao de informag¢des entre células, mediada por
moléculas como ions, peptideos, proteinas ou pequenos mensageiros quimicos, que sao
liberados no meio extracelular e interagem com estruturas proteicas especificas presentes na
membrana de células-alvo, denominadas receptores '8.

Os receptores desempenham um papel central na farmacologia, pois sdo responsaveis
pela deteccao e transdugdo dos sinais extracelulares em respostas bioquimicas intracelulares.
As diversidades estruturais e funcionais dos receptores garantem suas qualidades como alvos
estratégicos no desenvolvimento de farmacos '°.

Desta forma, os receptores sio classificados em 4 superfamilias ?: 1 — canais i6nicos
controlados por ligantes (receptores ionotropicos), que permitem o fluxo de ions através da
membrana; Il — receptores acoplados a proteina G (receptores metabotropicos ou GPCRs), que
desencadeiam respostas intracelulares via proteinas G; III — receptores ligados a quinases
(receptores tirosina-quinase), que ativam diretamente cascatas de fosforilagdao de proteinas; e
IV- receptores nucleares, localizados no citoplasma ou no nucleo, que regulam diretamente a
expressdo génica 2!,

Entre essas superfamilias, destacam-se a familia dos receptores de membrana, que
compartilham uma arquitetura estrutural comum composta por trés dominios: um dominio
extracelular (responséavel pela interagdo com o ligante), um dominio transmembrana (que
atravessa a bicamada lipidica) e um dominio intracelular (responséavel pela ativagdo das vias de
sinalizacdo) ?2. Os receptores de membrana sdo representados pelos canais idnicos (1),
receptores acoplados a proteina G (II) e receptores ligados a quinases (I1I) 2°.

As superfamilias [ (canais i6nicos) e III (receptores tirosina-quinase) geralmente

promovem respostas lineares, nas quais cada interacdo ligante-receptor desencadeia uma
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sequéncia proporcional de eventos bioquimicos. Por outro lado, os receptores da superfamilia
IT (GPCRs) sdo capazes de gerar respostas amplificadas, pois sua ativacdo pode recrutar
multiplas isoformas de proteinas G, potencializando o sinal intracelular muito além da
intensidade do estimulo inicial %*.

Os GPCRs possuem especial relevancia na comunicagdo celular por detectarem sinais
extracelulares e os converterem em respostas intracelulares, por meio da ativagao de proteinas
efetoras conhecidas como proteinas G, que interagem subsequente com moléculas
intracelulares responsaveis por propagar e amplificar o sinal — os segundos mensageiros 2*. A
inibi¢do do processo de sinalizagdo de GPCRs pela interacao destes receptores com ligantes &
reconhecido como uma forma de ag¢ao de farmacos analgésicos e antinociceptivos no processo
de inibi¢do da dor. Atualmente, estima-se que cerca de 34% dos farmacos aprovados pela FDA
(Food and Drug Administration) atuem sobre GPCRs, destacando o enorme potencial
farmacologico desta familia de receptores 2°-%°.

Diante disto, ¢ pertinente o anseio de aprimorar o entendimento sobre os GPCRs e o
envolvimento com processos relacionados ao mecanismo de dor. Esta ¢ a maior superfamilia
de receptores de membrana, com aproximadamente 826 estruturas caracterizadas até o
momento 27, A classifica¢ido das familias dos GPCRs é realizada pela relagdo de similaridade,
pela sequéncia de aminoacidos, sendo de maior relevancia a variagdo presente nos dominios
transmembrana 5.

Os GPCRs sdo usualmente divididos em 6 classes, de A a F 22730: classe A (rodopsinas)
31; classe B1 (secretinas) 32, da qual deriva a classe B2 (receptores de adesdo) *; classe C
(glutamato) **; classe D (feromonio fingico similar a Ste2) ?%; classe E (adenina mono fosfato)
3%; e classe F(Frizzled/Smoothened) *¢. Entre estas, a classe A (rodopsinas), ou superfamilia dos
receptores (Figura 1) com sete dominios transmembrana (7TM), contém cerca de 680
receptores, sendo de longe a mais abundante por possuir o maior niimero de representantes >’
Devido a sua vasta diversidade funcional, a classe A é subdividida em 12 subfamilias,
agrupadas tanto pelas fungoes fisiologicas quanto pelos tipos de ligantes que interagem com

seus receptores (Figura 1) 2°. De acordo com as fungdes fisiologicas, os receptores da classe das

rodopsinas podem ser agrupados como sensoriais ou ndo sensoriais.
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Figura 1. Divisoes da superfamilia A por processos sensoriais, regulacdo de processos fisiologicos e
interacdo com ligantes (fonte GPCRdb) .

Os processos sensoriais medeiam as func¢des dos processos de neurotransmissao,
. o~ . A . 31 .
resposta imune, visdo, olfato, paladar e reconhecimento de feromdnios °'. Assim, os receptores
.. ~ g 38. . 1 d d ¢~
sensoriais sdo divididos em 2 grupos °°: opsina , os receptores envolvidos em processos de visdo
39 e olfatorios, os receptores envolvidos processamento olfatorio. A func¢do nio sensorial,
associados a regulacdo de processos fisioldgicos internos, € dividida em 2 classes: receptores
do tipo “outros” (US28, receptor de quimiocina), que estdo envolvidos em processos endogenos

40. e receptores orfaos (GPR52), ou seja, aqueles que nio possuem processo ou ligante bem

definidos *!.

Quanto a interacdo com moléculas pequenas e macromoléculas, os GPCRs apresentam
uma ampla gama de moléculas capazes de ativa-los. Os sistemas moleculares capazes de ativar
os GPCRs sio: proteinas *, peptideos **, nucleotideos **, melatonina **, lipideos *¢, aminérgicos
47 4cidos hidroxicarboxilicos *® e esteroides *. A modulacio de processos envolvidos na
fisiopatologia da dor estd principalmente correlacionada com a interacdo destes mediadores

quimicos com os GPCRs, com destaque para os receptores opioides, canabinoides,

muscarinicos e GABAérgicos .
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A atividade farmacologica gerada por canabinoides em receptores ndo canabinoides do
tipo I (CB») e tipo II (CB»), gera a denominagdo desses receptores como receptores putativos
de canabinoides. Dentre o grupo das estruturas que sao ativadas por lipideos, a subclasse dos
receptores GPR119, GPR55 e GPR18 se destacam por serem receptores putativos de
canabinoides e apresentarem potencial para a inibicdo da modulagdo do processo de dor %!,
Esta subclasse de receptores apresenta conformagdo ativa na presenca de canabinoides
endogenos, moléculas derivadas da planta canabis (fitocanabinoides) e canabinoides sintéticos
2. Um exemplo recente é o composto sintético CP55940 (2-[(1R,2R,5R)-5-hidroxi-2-(3-
hidroxipropil)ciclohexil]-5-(2-metiloctan-2-il)fenol), utilizado experimentalmente para

caracterizacdo da atividade de receptores canabinoides >,

1.3 GPR119, GPRSS e GPR18

O grupo de receptores GPR119, GPR55 e GPR18 apresenta alta capacidade de ser
ativado por uma ampla gama de moléculas lipofilicas, incluindo metabolitos derivados de
acidos graxos e canabinoides. Entre os ligantes identificados para esse grupo, destacam-se
(Figura 2):

e N-[(5Z2,8Z,11Z,14Z)-1-0x0-5,8,11,14-eicosatetraen-1-il]glicina (N-araquidonoil glicina) °°;

e D-mio-inositol 1-[(2R)-2-hidroxi-3-[(1-oxooctadecil)oxi]propil hidrogénio fosfato] (LPI)
56,57.

b

Além destes, os receptores GPR55 e GPR18 também possuem atividade quando
interagem com endocanabinoides, como:
e (5Z,8Z,11Z,14Z)-N-(2-hidroxietil)-5,8,11,14-eicosatetraecnamida (Anandamida) °%;

e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) *°.
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D-mio-inositol 1-[(2R)-2-hidroxi-3-[(1-oxooctadecil)oxi]propil hidrogénio fosfato] (LPT)

Figura 2. Estruturas bidimensionais dos endocanabinoides 2-AG, anandamida e LPI.

Além dos endocanabinoides, esses receptores sao modulados pelos fitocanabinoides,
compostos bioativos extraidos da planta Cannabis sativa, e por canabinoides sintéticos, como:
e (6aR,10aR)-6a,7,8,10a-tetrahidro-6,6,9-trimetil-3-pentil-6H-dibenzo[b,d]piran-1-0l  (A’-

THC);

e 2-[(1R,6R)-3-metil-6-(1-metiletenil)-2-ciclohexen-1-il]-5-pentil-1,3-benzenediol  (CBD)
60.

e Canabinoides raros ou minoritarios °';
e CP55940 .

Desta forma, os receptores GPR55 e GPR18 (Figura 3) sdo reconhecidos como supostos
receptores putativos de canabinoides, embora ndo pertencam a classe dos canabinoides

classicos, cuja atividade biolégica é modulada pelos fitocanabinoides A’>-THC e CBD %64,
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Lstrutura cristalografica 7WCM (l’RllO) Estrutura cristalografica 8ZX4 (GPR53) Estrutura modelo Alphafold (GPR18)

Figura 3. Representacio das estruturas cristalograficas dos receptores GPR119, GPRS5S5 e GPR18 obtidos
a partir das estruturas cristalograficas 7WCM, 8ZX4 e programa de inteligéncia artificial Alphafold.

O GPR119, registrado na base UniProt sob o cddigo Q8TDVS, desempenha fungdes
cruciais no controle metabolico. Este receptor, quando ativado, estimula a liberacdo do
peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), que, por sua vez, ativa os receptores de GLP-1,
promovendo a secre¢do de insulina e a supressio da secrecdo de glucagon ®°. Esse mecanismo
favorece o tratamento da diabetes através do controle glicémico, tornando o GPR119 um alvo
promissor para o desenvolvimento de fairmacos voltados ao tratamento do diabetes mellitus tipo
2 (DM2), com a vantagem de apresentar baixo risco de efeitos adversos significativos >,

Os ligantes sintéticos N-[2-fluoro-4-(metilsulfonil)fenil]-6-[4-[3-(1-metiletil)-1,2,4-
oxadiazol-5-il]-1-piperidinil]-5-nitro-4-pirimidinamine (AR231453) e o 5-etil-2-[4-[4-[[4-
(1H-tetrazol-1-il)fenoxi]|metil]-2-thiazol]-1-piperidinil [pirimidina (MBX2982) sao
reconhecidos como agonistas orais, com alta eficacia no controle da glicemia, e ja apresentam
resultados em ensaios clinicos de fase 2 >

O GPRS55, catalogado sob o codigo UniProt Q9Y2T6, apresenta ampla expressdo no

1 66 67

sistema nervoso central *°, no sistema imune °’ e em tecidos associados ao metabolismo
energético ®. O GPR55 possui associacio com atividade inflamatoria e envolvimento com dor
neuropatica >%°. Este receptor é reconhecido como um receptor putativo de canabinoides, pois
¢ antagonizado pelo CBD, o que significa que o canabidiol bloqueia sua atividade, produzindo
efeitos inibitdrios na dor e na inflamagdo >!*>. O GPR55 possui afinidade elevada com o LPI
(lisofosfatidilinositol), que € atualmente considerado seu ligante endégeno mais provavel, fato
corroborado pela resolucdo de sua estrutura cristalografica complexada com LPI, fornecendo
fortes evidéncias para essa interagdo °’.

O GPRI18 (UniProt Q14330) interage de forma preferencial com a N-araquidonoil
glicina, motivo pelo qual também é conhecido como receptor de N-araquidonoil glicina *°. Sua

expressao ¢ predominante em linhagens de células do sistema imunoldgico, como células T e
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células B, similar a localizagdo observada para o CB;, estando associado a cascatas
inflamatorias e processos inflamatérios *°. Estudos indicam que a baixa expressio do GPR18
correlaciona-se com pior progndstico em casos de sepse, condigdo caracterizada pela
inflamagc3o sistémica grave ’°. Reforcando os relatos de interagio com canabinoides do GPR18
64" Linda Console e colaboradores demonstraram que este receptor apresenta atividade
farmacoldgica na presenca de canabinoides sintéticos refor¢cando o relato como receptor
putativo de canabinoides .

O conjunto dos receptores GPR119, GPR18 ¢ GPRS55 destaca-se ndo apenas pela
capacidade de interagir com compostos derivados da Cannabis sativa, mas também por seu
envolvimento em processos metabodlicos, inflamatdrios, imunologicos e neuroldgicos. O perfil
de envolvimento em processos homeostaticos, inflamatorios e metabolicos dos receptores
GPR119, GPR18 ¢ GPRS5S5, assim como a interagdo com canabinoides, indica a correlagao

desses receptores com o sistema endocanabinoide 772

1.4 Sistema Endocanabinoide

O sistema endocanabinoide ¢ constituido por trés elementos: os receptores
endocanabinoides, as moléculas endocanabinoides e as enzimas que realizam o metabolismo e
transporte de canabinoides. Este sistema € altamente conservado evolutivamente e exerce papel
na homeostase a partir da regulacdo de processos fisiologicos como dor, inflamagdo,
metabolismo, imunidade e modulagdo da atividade neuronal %7374,

Os receptores do sistema endocanabinoide sdo reconhecidos como os receptores
canabinoides de tipo I (CNRI1 ou CB;)) e tipo II (CNR2 ou CB>), ambos pertencentes a familia
dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs), respectivamente depositados sobre os codigos
UniProt P21554 e P34972 (Figura 4). Os receptores canabinoides sdo expressos em diversas
linhagem celulares envolvidas em processos nervosos, imunes e metabolicos 77, Os
receptores canabinoides, quando expressos em neurdnios, estdo localizados na fenda sinéptica
62 com o CBj expresso nos terminais pré-sinapticos e o CB2 em terminais pds-sinapticos. Os
receptores canabinoides possuem ac¢do farmacoldgica definida, como mediadores de processos
GABA¢érgicos, por meio de processos despolarizadores de canais de calcio, envolvido em

processos nociceptivos mediante processos de inducio por despolarizagio '>7°.
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Estrutura cristalografica 6KQI (CB)) Estrutura cristalogrifica SGUR (CB,)

Figura 4. Representacio das estruturas cristalograficas dos receptores canabinoides CB1 e CB:, obtidos a
partir das estruturas cristalograficas depositadas no PDB, sob cédigos 6KQI e 8GUR.

Receptores CB; sdo expressos em adipdcitos brancos, estando correlacionados com
regulagio de processos metabdlicos relacionados com a obesidade . Em microglias e
macrofagos, células do sistema imune, observa-se a expressao de receptores do tipo CB2 que
modulam processos de pro-inflamagao por mediagdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio ¥1¥2. Receptores canabinoides estdo associados a processos de fibrose hepatica em
linhagens hepaticas, com envolvimento em regulagdo metabodlica lipidica, contribuindo para a
lipogéneses e resisténcia a insulina 3.

Os ligantes enddgenos do sistema endocanabinoide, denominados endocanabinoides,
sdo moléculas lipofilicas derivadas de 4cidos graxos poli-insaturados, sintetizadas sob demanda
em resposta a estimulos celulares. Esses mensageiros atuam predominantemente como
sinalizadores retrogrados, sendo produzidos no neurdnio pos-sinaptico e atuando nos receptores
localizados na membrana pré-sindptica, modulando a liberagio de neurotransmissores .

Os endocanabinoides anandamida e 2-AG sao moléculas bem caracterizadas, ambos
apresentam elevada afinidade pelos receptores CB1 e CB2, sendo responsaveis pela regulagao
de processos relacionados a neurotransmissdo, a resposta imune, a dor e ao metabolismo
energético .

Também caracterizados como endocanabinoides, a molécula N-araquidonoil dopamina,
e seus derivados atuam como agonistas dos receptores canabinoides, modulando a atividade
neuroprotetora e anti-inflamatoria *,

O funcionamento do sistema endocanabinoide ocorre por meio da ativacdo dos
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receptores CB1 e CB2 pelos seus ligantes enddgenos, desencadeando respostas celulares que
promovem a regulacio de diversos processos fisiologicos ’®. No sistema nervoso, essa ativago
resulta em efeitos antinociceptivos, uma vez que a inibi¢do da liberacao de neurotransmissores
excitatorios contribui para a redugdo da propagacdo dos sinais de dor '8, Por meio dos
receptores canabinoides CB1 e CB: observa-se a atividade dos endocanabinoides com o sistema
imune, na diferenciacdo celular e na sinalizacdo 5.

A atividade farmacologica associada ao sistema endocanabinoide ndo se limita apenas
aos ligantes endogenos ’®. Compostos derivados da planta Cannabis sativa, conhecidos como
fitocanabinoides, como o A’-tetrahidrocanabinol (A’-THC) e o canabidiol (CBD), bem como
canabinoides sintéticos, interagem diretamente com os receptores CB; e CB,, além de
receptores putativos como GPR18, GPR55 e GPR119, ampliando as possibilidades terapéuticas

e farmacoldgicas associadas 2 modulagdo desse sistema 7>,

1.5 Fitocanabinoides

A canabis ¢ uma planta reconhecida por suas representantes Cannabis sativa, Cannabis
indica e Cannabis ruderalis, que possui relatos de participacdo como insumo de interesse nas
civilizagdes egipcia, indiana, grega, assiria e chinesa %°. Devido as suas diversas propriedades,
a canabis possui registros de utilizacdo em rituais religiosos, procedimentos médicos e
transagdes comerciais 87. Apesar de sua variedade de uso, sua origem ¢ datada de 4.000 a.C. em
territorios da Asia Central, sendo seu primeiro registro histérico de utilizagdes para fins
medicinais encontrado na farmacopeia chinesa, Shen Nung Pen Tsao Ching 347,

Os fitocanabinoides, moléculas derivadas da canabis, apresentam papel crucial no
processo evolutivo e na defesa da planta contra herbivoros, mecanismos de defesa contra pragas
e estresses ambientais %%, A primeira extragio de fitocanabinoides relatada em uma publicagio
cientifica ocorreu em 1864 com os compostos A>-THC e CBD (Figura 5) como compostos
presentes no haxixe (Canabis sativa L.) sendo que o A’-THC apresenta atividade biologica
psicotropica %

Atualmente a canabis possui indicagdes farmacéutica para ser usada como anti-
inflamatério, anticonvulsivante, antiemético, antinociceptivo e psicotropico '*. Segundo a
Organizag¢ao Mundial de Saude, por meio do World Drug Report 2022, os usuérios de canabis
abrangem uma populagdo de 209 milhdes de pessoas, entre as faixas etarias de 15 a 64 anos .
Isso torna a canabis a droga mais usada mundialmente, devido aos seus potenciais medicinais
e alucindgenos !!. A composigdo da canabis envolve diversas classes de moléculas, entre essas

sdo relatados flavonoides, terpenoides e 125 fitocanabinoides, responsaveis pela amplo e
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complexo escopo de uso da canabis 74,
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Figura 5. Divisao das estruturas bidimensional dos canabinoides nos grupos isoprenil (verde), resorcinol
(vermelho) e alquil (azul).

Os fitocanabinoides apresentam, em sua estrutura quimica, apenas trés tipos de atomos:
carbono, hidrogénio e oxigénio *°. Como observado em outras moléculas derivadas de plantas,
os canabinoides sdo isentos de nitrogénio em sua composi¢do *°. Os canabinoides possuem
estrutura quimica composta por trés unidades basicas: um residuo derivado de isoprenil, um
resorcinol e um grupo alquil (Figura 5) °'.

Atualmente, sdo identificados 125 fitocanabinoides, classificados em 11 subclasses, de
acordo conforme a similaridade com a cadeia principal da molécula primaria de cada classe, a
qual d4 nome a sua subclasse 2. Na Figura 6 estio apresentadas as estruturas em 2D destas 11
subclasses: canabicromeno (CBC), CBD, -canabielsoina (CBE), canabigerol (CBQG),
canabiciclol (CBL), canabinol (CBN), canabinodiol (CBND), canabitriol (CBT), A3-trans-
tetrahidrocanabinol (A3-THC), A°>-THC e canabinoides variados °2.

Os demais componentes de cada subclasse sdo constituidos por radicais originados a
partir do metabolismo da planta, dos quais os principais, relatados na literatura, sdo: a variagao
acida dos compostos principais, a partir da adi¢do do grupo 4cido carboxilico no grupo
resorcinol, como como o acido canabicromenico (CBCA) e o 4cido canabididlico (CBDA); e a

variacao na quantidade de carbonos na cadeia alquila, como na tetrahidrocanabivarina (THCV)
91
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Figura 6. Representacio bidimensional das 11 moléculas selecionadas de cada subfamilia dos
canabinoides assim como as moléculas 4cidas CBDA e CBCA e a moléculas THCYV.

A classe dos fitocanabinoides possui uma divisdo baseada na concentragdo dos
compostos presentes na planta Cannabis sativa. Essa divisdo corresponde as moléculas com
maior concentragdo na planta, os canabinoides principais, € as moléculas com menor
concentragio, os canabinoides menores ou raros '*. As moléculas que compdem o grupo dos
canabinoides principais tém dois representantes: o A>-THC e o CBD ** enquanto as demais
subclasses e metabolitos desses sdo considerados canabinoides raros *>.

No mercado, os fitocanabinoides ja sdo encontrados em formulagdes com as moléculas
CBD, CBG e A’-THC isoladas, nas quais os efeitos anti-inflamatdrio e atividade analgésica sio
explorados para tratamentos de pacientes que apresentam dor cronica *+ 1%, Porém, a utilizacio
de tratamentos com canabis apresenta a caracteristica indesejada da reacdo adversa psicotropica
associada a molécula do A’-THC ',

Assim, medicamentos a base de canabis, composto por formulacdes padronizadas e
autorizados pela ANVISA, possuem em sua composico dois principios ativos: o CBD e o A’-
THC . A molécula CBD ¢ utilizada como principio ativo em maior concentragdo devido a

capacidade de amenizar reagio adversa psicotropica causada pelo A>-THC '°!. A resolucio da
33



diretoria colegiada 327/2019 padroniza os medicamentos a base de canabis '2, estipulando que
estes farmacos devem conter predominantemente CBD e menos de 0,2% de teor de
concentragio de A’-THC em sua composi¢do; exceto os medicamentos de uso paliativo, no
quais o A°-THC pode estar presente em concentragio superior a 0,2% 2. Assim, os principais

efeitos terapéuticos dos farmacos com CBD e A’-THC relatados incluem seu potencial

103 104 105 106

farmacoldgico como antiemético , analgésico , antiepilético , ansiolitico ,

antipsicotico ', neuroprotetor ' e psicotropico 74!1%.

A resolugdo da diretoria colegiada da ANVISA !2 demonstra a necessidade de regulagio
das moléculas oriundas do A’-THC e CBD devidos ao seu potencial farmacologico como
moléculas isoladas. Contudo, observa-se o “efeito entourage”, que consiste em evidéncias de
que as moléculas principais, CBD e A’-THC, possuem maior eficicia quando combinados com

110,111

flavonoides, terpenos e os canabinoides raros . A sinergia apresentada pelo efeito

entourage indica o potencial farmacoldgico dos canabinoides raros em baixas concentragdes
112,113

Os canabinoides raros possuem efeitos farmacoldgicos diversos e de interesse para a
modulacio da dor '*. Além de compartilharem a caracteristica de minimizar a rea¢io adversa
psicotropico do A’>-THC 7*. Entre os principais efeitos farmacoldgicos dos canabinoides raros

destacam-se seu potencial anti-inflamatério !'°, anticonvulsivante ''® antiemético %,

108 74,114

neuroprotetor °° € antinociceptivo

Dessa forma, considerando o efeito antinociceptivo e o potencial de modulagdo da dor,
ressaltamos 5 moléculas que apresentaram potencial antinociceptivo em estudos por outros
autores: CBN %, CBC ***°, 0 CBDV *°, CBE '%°, CBM '% ¢ THCV °*® . Frente a8 minimizaco
de efeitos adversos, a utilizagdo dos canabinoides raros e de moléculas com estrutura quimica
semelhante aos canabinoide sdo demonstrados como promissoras para o desenvolvimento de

potenciais firmacos para o tratamento da dor %4,

1.6 Moléculas derivadas de canabinoides (e analogos)

As moléculas bioativas derivadas de espécies distintas da Cannabis sativa, porém com
estruturas quimicas semelhantes, sdo classificadas como andlogos de canabinoides ou, em
alguns contextos, como compostos “cannabinoid-like” (Figura 7 e 8). Essas moléculas

compartilham a estrutura quimica base dos canabinoide, mas apresentam variagdes nas cadeias
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laterais, decorrentes de diferengas nos processos metabdlicos especificos de cada espécie, bem

117

como de adaptacdes as condi¢cdes ambientais Estudos estruturais demonstram que

91

compostos canabinoides *' ndo sdo exclusivos do género Canabis, sendo identificados em

outros géneros vegetais, como Cylindrocarpon ''* e Glycyrrhiza '"°.
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Figura 7. Esquema de divisido das moléculas estudadas em endocanabinoides (lilas), canabinoides (verde),
analogos de CBG (azul), analogos de CBC (roxo) e supostos canabinoides (rosa).

Dentre os analogos de CBC e seus derivados (Figura 8), destacam-se, para este estudo,
composto extraidos dos géneros Rhododendron. Este género possui em sua composi¢ao as
moléculas 2(S)-2-metil-2-(4-metil-3-pentenil)-7-hidroxi-5-(2-feniletil) cromeno (CAS No
133521-96-7) e 2,2-dimetil-5-hidroxi-7-(2-feniletil) cromeno (CAS No 70610-15-0),

denominadas 69a e 70b (seguindo denominagdo do artigo original), e sdo citados na literatura
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como derivados do cromeno com espectrometria idéntica ao canabicromeno !20-122,

Os analogos de CBG (Figura 8) possuem alguns representantes, o género Helichrycum
apresenta em sua composicao o canabigerol, assim como outras moléculas analogas, como o
araphyn-1 ou trans-4'-deoxiaraquidin-3araphyn-1 (CAS No. 1114548-05-8) 2. As séries das
moléculas radulaninas, incluindo a radulanina A (CAS No. 68104-12-1), radulanina H (CAS
No. 85526-70-1), radulanina I (CAS No. 132839-41-9) e radulanina K (CAS No. 132839-43-
1) sdo extraidas do género Radula e possuem estrutura de esqueleto andlogos ao CBG 1?4125, A

molécula glepidotin C (CAS No. 126026-25-3) foi extraida da Glycyrrhiza lepidota '*°.
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Figura 8. Representacio bidimensional das estruturas moleculares dos compostos que integram os grupos
de analogos de CBC (roxo), analogos de CBG (azul) e supostos canabinoides (rosa).

Além dos anélogos estruturais relacionados as classes do CBC e do CBG, as moléculas
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presentes na planta Desmodium canum sao isoflavonas isopreniladas com um anel-f-meta-
dihidroxilado, extraidas do género Desmodium, que apresentam estrutura analogas a
canabinoides como o CBL 27128 Essa subclasse é composta pelas moléculas 6-metiltetrapterol
A (CAS No. 622828-14-2), desmodianona A (CAS No. 173294-79-6), desmodianona D (CAS
No. 623144-10-5) e desmodianona E (CAS No. 623144-11-6) '%8.

Estas moléculas sdo frequentemente denominadas, na literatura, como “canabinoides
ilegitimos” ou “spurious cannabinoids”. Embora compartilhem caracteristicas estruturais dos
canabinoides, sua biossintese ocorre independentemente da via metabolica classica dos
canabinoides encontrada na Cannabis sativa, sendo originadas a partir de modificagdes
especificas da biossintese de flavonoides e terpenos proprios do género Desmodium 7.

Além do interesse estrutural, as moléculas componentes da série das desmodianonas
apresentam atividade biologica significativa, especialmente com propriedades antimicrobianas.
O potencial farmacoldgico destas moléculas ressalta a importancia do estudo de compostos
canabinoide-like provenientes de fontes naturais diversas, além da Cannabis '**.

Desta forma, diante do panorama da dor e o agravamento de crise dos opioides !!, torna-se
necessario o desenvolvimento de novos candidatos nao-opioides, que tenham como alvo
receptores envolvidos com a dor aguda '* e dor cronica '?° assim como firmacos que substituam
ou diminuam o uso de opioides. Assim, 0s canabinoides e anadlogos de canabinoides compdem
uma classe de moléculas com potencial farmacoldgico antinociceptivo para atuarem no sistema
endocanabinoide, assim como no receptores GPR119, GPR55 ° 164 ¢ GPR18 que sdo

receptores envolvidos na fisiopatologia da dor.
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2 Objetivo

Neste trabalho, temos como meta analisar in silico o potencial farmacologico de
canabinoides raros, através da interagdo multi-targeting com GPCRs para o tratamento da dor
cronica. Para tal sao utilizados a teoria do funcional da densidade aliada a técnicas de docking
molecular, ONIOM e andlise de ligagdo, para caracterizar o perfil de interagdo dos canabinoides
minoritdrios com possiveis alvos proteicos dos receptores CBi, CB2, GPR18, GPR55 ¢
GPR119. Por meio de estudos de estrutura eletronica usando célculos ab initio caracterizar os
canabinoides raros em seus aspectos fisico-quimicos, caracterizar o sitio de ligacao dos
canabinoides raros com os alvos estabelecidos e ranquear as melhores solu¢des para cada

proteina alvo.

2.1 Objetivos especificos

e Obter a predigdo in silico dos aspectos farmacocinéticos: absor¢do, distribuicao,
metabolismo, excrecao e toxicidade (ADMET) das moléculas estudadas.

e [Estudar as estruturas eletronicas das moléculas selecionadas e realizar a
otimizacao por meio do método DFT com o funcional B3LYP em meio aquoso.

e C(alcular as frequéncia e pontos minimos globais de energia das estruturas
otimizadas.

e Efetuar o estudo dos indices de reatividade quimica e de Fukui.

e Efetuar estudo de docking entre o CB1, CB2, GPR119, GPRS55 e |[GPR18 com os
canabinoides raros escolhidos.

e Analisar as interagdes nao covalentes (NCI) por meio dos complexos receptor-
ligante gerados a partir do docking .

e Estudar aspectos de formag¢ao dos complexos de interesse, utilizando o método

ONIOM.
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3 Referencial teorico

3.1 Estudo de perfil ADMET.

Um perfil farmacologico seguro de uma molécula ¢ essencial no processo de
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos e no posterior avango nas escalas de testes
pré-clinicos e clinicos. O perfil de seguranga abrange os parametros farmacocinéticos,
farmacodinamicos e toxicologicos, sendo mais amplamente reconhecidos como o perfil
ADMET. A integracdo de metodologias computacionais com técnicas de relacdo estrutura-
atividade quantitativa (SAR), aprendizado de maquina (ML) e inteligéncia artificial (IA)
possibilita a previsio de aspectos de ADMET !30-131,

A predigdo in silico, por meio de softwares, de aspectos do ADMET ja ¢é estabelecida
como um excelente parametro para a analise prévia de novos candidatos, sendo posteriormente
complementada por analises experimentais confirmatorias. Entre os beneficios da analise por
predi¢io destaca-se o menor custo e o alto potencial de avaliagio em pouco tempo 32,

Modelos baseados em representagdes moleculares, como o simplified molecular-input
line-entry system (SMILES), tém demonstrado desempenho competitivo em multiplos

conjuntos de dados relacionados a0 ADMET. Modelos de analise iniciais, como a regra dos 5

3 134

de Lipinsky 33, o tridngulo dourado '**, o alerta de grupos toxicologicos '*? e PAINS !%
aumentam o potencial de sucesso no processo de drug design 1134136 O uso de ferramentas
computacionais pode viabilizar o processo de drug design em situagdes e locais com recursos
limitados, promovendo maior autonomia e disseminacio de conhecimento '**,

Entretanto, estes modelos sdo limitados aos bancos de dados utilizados, sendo necessaria
uma valida¢do externa robusta e a integragdo de multiplas fontes de dados. Os modelos de
predicdo representam um método que permite a identificagdo precoce de potenciais falhas e a

priorizagdo de compostos com perfis farmacocinéticos e toxicolégicos favoraveis 7.

3.2 Estudo de Estrutura Eletronica.

A utilizagdo dos métodos advindos da quimica tedrica e computacional para o estudo da
estrutura eletronica de um determinado sistema molecular baseia-se em uma primeira
abordagem na teoria da fun¢do de onda de Schrodinger. A forma independente do tempo da
equagao de Schrodinger (Equagao 1) correlaciona o operador Hamiltoniano (H), representado

pela energia cinética e potencial do sistema, com a fun¢do de onda (¥), obtendo-se a energia
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total do estado (E). A solugdo da equacdo de Schrodinger permitiria obter as autofungdes e
autovalores do sistema estudado 8.

HY = E¥ (1)

Entretanto, é no quadrado da fun¢io de onda, |'¥|?, que se encontra a forma de obter a
densidade de probabilidade de encontrar uma particula no espago. A interpretagdo
probabilistica da densidade ¢ fundamental na mecanica quantica para a compreensao da
distribuicdo de elétrons em sistemas atdmicos e moleculares '*°.

A base teorica gerada pela mecanica quantica conduziu Heitler e London na explicacao
da molécula de hidrogénio, por meio da superposicao das funcdes de onda dos elétrons dos
dtomos de hidrogénio 4°. A teoria de Heitler-London, com adi¢iio do principio da exclusdo de
Pauli e a simetria das fung¢des de onda, resultaram na Teoria da Ligagdo de Valéncia
descrevendo a formacgio de ligagdes quimicas '*!. Esse trabalho pioneiro marcou o inicio da
aplicagdo da mecanica quantica na quimica, estabelecendo as bases para a quimica
computacional moderna.

Por outro lado, a aproximacao de Hartree-Fock foi o principio para estudos de sistemas
atdmicos ¢ moleculares, posteriormente, com a introdu¢do da aproximagdo da combinagdo
linear de orbitais atobmicos em moleculares (CLOA-OM), proporcionando os fundamentos que
possibilitam o calculo das propriedades dos sistemas %>, Com o crescente aumento do poder
computacional e subsequente aumento da assertividade de estruturas, a quimica computacional
vem sendo cada dia mais utilizada para a compreensdo estrutural de moléculas, das
propriedades fisico-quimicas e de anélise de orbitais moleculares (MO) 4.

Os métodos utilizados para os cdlculos sdo divididos em dois grupos: ab initio e
semiempirico. Os métodos ab initio sao baseados em grandezas fisicas fundamentais, enquanto
que os métodos semiempiricos baseados em parametrizagdes hibridas, tendo parte dos
parametros incluidos nos calculos de forma empirica >4,

Métodos semiempiricos sdo abordagens computacionais que utilizam aproximacgdes
empiricas, como a exclusdo de determinadas integrais bi-eletronicas, a fim de reduzir o custo
computacional na modelagem de sistemas moleculares complexos '¥. No entanto, essas
simplificagdes podem comprometer a precisdo dos resultados, afastando-os dos dados
experimentais '#°. Para mitigar essas limitagdes, tais métodos sdo parametrizados com base em

dados experimentais e/ou calculos ab initio, ajustando seus resultados por meio de um conjunto

otimizado de parametros '*°.

40



Um exemplo notavel ¢ o método PM6 (Parameterized Model number 6), uma
implementagdo da aproximagdo Neglect of Diatomic Differential Overlap (NDDO),
originalmente proposta por John Pople '“®, ganhador do prémio Nobel de 1998. O método PM6
incorpora melhorias significativas na parametrizagdo para elementos quimicos de interesse
bioldgico, comparativamente a seus antecessores, apresentando desempenho satisfatoério na
descri¢do de propriedades estruturais e energéticas de sistemas bioquimicos, como proteinas e
ligantes organicos '’

Dentre os método ab initio, a Teoria do Funcional de Densidade (do inglés, Density
Functional Theory, DFT) ¢ fundamentada nos teoremas de Hohenberg-Kohn (1964),
ganhadores do prémio Nobel de 1998 %8150 Os teoremas de Hohenberg-Kohn demonstram
que, em principio, a distribui¢cdo da densidade eletronica no estado fundamental detém a energia
total do sistema e outras propriedades fisicas %!, Este principio ¢ calculado por meio do
funcional de energia, proposto por Kohn e Shan, que ¢ uma funcdo derivada da densidade
eletronica '3

A DFT ¢ utilizada para o calculo da estrutura tridimensional e suas coordenadas
espaciais com alta precisdo, gerando a densidade eletronica de sistemas atdmicos simples ou
complexos 8. Contrastando com o conceito classico, no qual a fun¢io de onda desempenha o
papel central para o calculo das propriedades, sendo necessario o uso de diversas determinantes
de Slater para obter alta acuracia nos resultados de cilculos de sistemas complexos '*.

O funcional hibrido Becke—3—-Lee—Yang—Parr (B3LYP) combina parcialmente a troca
exata de Hartree—Fock com correlagdes de gradiente Becke 88 e Lee—Yang—Parr '°!. O B3LYP
descreve com boa precisdo as estruturas globais dos estados de energia do que aproximacdes
puramente locais, equilibrando precisdo e custo computacional para moléculas organicas >,
Quando associado ao conjunto de base de Pople 6-311+G(d,p), o B3LYP/6-311+G(d,p)
apresenta maior flexibilidade orbital, proporcionada pelas fungdes difusas e pelas fun¢des de
polarizagio '°*. Esse nivel de calculo é capaz de alcangar estruturas com geometrias moleculares
e energia total com alto grau de precisio '>°.

Solventes sdo primordiais para a manutencdo da vida; processos cataliticos,
permeabilidade de membranas e estruturas de farmacos tém sua funcionalidade com
dependéncia da presenca de solventes '>*. A utilizagdo de solvente para a obtencdo de estruturas
moleculares no estado de minimo de energia ¢ comumente utilizada de forma explicita, com a
alocacao de moléculas do solvente de interesse, ou implicitamente, por meio da implementagao

de um campo dielétrico que mimetizam o efeito do solvente. Métodos de solvatacdo explicita
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implicam no aumento do numero de atomo no sistema e consequente aumento do custo
computacional envolvido, tornando o calculo muitas vezes inviavel. Dessa forma, a utilizagdo
do método implicito condiz com um menor custo computacional e a obtencao de conformacgdes
com possivelmente maior similaridade as estruturas bioldgicas '>.

O método de solvatacdo implicita representa o solvente como um meio continuo,
caracterizado por uma constante dielétrica, envolvendo a molécula do soluto em uma cavidade
definida por sua superficie molecular [17]. A intera¢do entre o campo elétrico do soluto € o
meio polarizavel do solvente ¢ entdo calculada para ajustar a energia e a geometria da molécula
em estudo. Os modelos de solvatagdo implicita, como o modelo de solvatagdo baseado em

densidade (SMD) '*° e 0 modelo de polariza¢io continua (PCM) 1%

, sa0 amplamente utilizados
para estimar os efeitos do solvente na otimizacao de estruturas moleculares [17].

A obtencgao da estrutura de minimo de energia ¢ fundamental para garantir a estabilidade
conformacional da molécula, permitindo uma analise confidvel da sua distribuicao eletronica.
157 Estruturas de minimo de energia sdo essenciais para a obten¢do da localiza¢io dos orbitais
de fronteira (FMO, do inglés frontier molecular orbital), especialmente os orbitais mais alto
ocupado (HOMO, do inglés highest occupied molecular orbital) e mais baixo desocupado
(LUMO, do inglés lowest unnocupied molecular orbital).

A andlise da reatividade molecular foi conduzida com base na teoria dos orbitais de
fronteira, que considera a diferenca das energias dos orbitais HOMO e LUMO como
determinante na interacdo quimica '*’. Quantitativamente a reatividade molecular global pode
ser predita pelos descritores globais, como o gap (¢ usual utilizar o termo em inglés para a

lacuna de energia) (Arppn), @ varidvel de eletronegatividade (), a dureza global (1), o potencial

quimico (p), o indice de eletrofilicidade (w), a maciez global (S) e o indices de Fukui (CDFT)
158

O gap ¢ obtido pela diferenca entre a energia dos orbitais LUMO e HOMO (Equacao 2)
demonstrando a tendéncia de mobilidade eletronica. O Agp), apresenta uma tendéncia inversa
em relagdo a reatividade. Desta forma, quanto maior o valor do gap, menor a reatividade de
uma estrutura '*°. Correlacionada ao Agpqy, a dureza global (1) ¢ obtida a partir do Aoy
dividido por 2 (Equagdo 3) e representa a tendéncia de uma molécula a troca de elétrons. A
dureza apresenta uma relagio inversa com a polarizagio da molécula '*°. A maciez global (S),

que ¢ o inverso de n (Equagdo 4), representa a tendéncia de mudanca de conformacao mediante
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as interagdes eletronicas 0,

LUMO — HOMO
n= >

(3)

S = (4)

1
n

O potencial quimico (p) ¢ a soma dos valores de energia dos orbitais de fronteira HOMO
e LUMO dividida por 2, em relagdo a um potencial externo fixo (Equagdo 5). Este potencial
representa a tendéncia de fluxo de elétrons de uma molécula, onde sistemas com valores
elevados apresentam tendéncia a doacao de elétrons e sistemas com valores baixos indicam
tendéncia a captacio de elétrons °!. A variavel de eletronegatividade () corresponde ao oposto
do potencial quimico (Equacdo 6), indicando a tendéncia de uma molécula atrair elétrons, ou

seja, sua afinidade eletronica %,

LUMO + HOMO

(5)

LUMO + HOMO

- (©)

x =-1

Outro indice que pode ser derivado dos orbitais moleculares de fronteira ¢ a
eletrofilicidade (w), que corresponde ao quadrado do potencial quimico dividido pelo dobro da
dureza global (Equacao 7). Altos indices de eletrofilicidade correlacionam-se com reatividade
em centros de ataque eletrofilico. O indice de eletrofilicidade corresponde a tendéncia global

da molécula de sofrer ataque eletrofilico 2,

w =— (7)

Com base na DFT, os descritores provenientes dos indices de Fukui foram estudados
para a analise de reatividade local em regides das moléculas. As fung¢des de Fukui (Equagao 8)
contribuem significantemente para a compreensdo de mecanismos de reagdo moleculares, a
partir da derivada da densidade eletronica p(r) em relagdo ao numero de elétrons (N), mantendo

constante o potencial externo v(r) 19,
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)
fr) = ( ng”) (8)
v(r)

Os célculos dos indices de Fukui sdo realizados a partir da alteracdo da densidade
eletronica de uma molécula pela adigdao ou remogao de carga, possibilitando a identificagao de
regides nas moléculas mais propensas a sofrerem ataques do tipo nucleofilicos (f7),

eletrofilicos (f ™) e radicalar (f°) 2,

) = pn+1(r) — pn () €))

fm() =py@) — py-1(1) (10)
1

for) =§[f+(r)+f"(r)] (11)

Os valores das fungdes de Fukui sdo baseados nas Teoria de Funcional da Densidade
Conceitual (CDFT) e utilizados para mapear os sitios reativos de moléculas de interesse,
orientando modifica¢des estruturais visando a maior estabilidade metabdlica, assim como maior
especificidade de alvos com na interagio com residuos-chave de bioreceptores '®*. Outra
possibilidade gerada pelo estudo das fun¢des de Fukui consiste na identificacdo de regides de
maximos locais da fung¢do de Fukui, calculados a partir das fungdes f* e f ~. Os maximos locais
possibilitam a predi¢do de regides da molécula vulneraveis a oxidagao, permitindo o redesenho
racional da estrutura molecular para evitar rotas de reagdo indesejaveis '%*. As fun¢des de Fukui
emergem como ferramentas fundamentais no desenvolvimento moderno de farmacos,
especialmente na fase de otimizagao de candidatos.

As identificagdo e caracterizagdo das interagdes intermoleculares sdo primordiais para
a compreensdo da formagdo do complexo. Dentre estas, as interagcdes ndo covalentes sdo
consideradas como primordiais para o reconhecimento molecular do complexo receptor-ligante
e subsequente acao farmacoldgica de ligantes. As interagdes intermoleculares de sistemas e
complexos moleculares de receptores biologicos, por sua vez, sdo compostas principalmente
por interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio, forcas de van der Waals, intera¢des do tipo n-m,
interagdes do tipo o-m e interagdes hidrofobicas. O perfil das interagdes moleculares de um
sistema bioquimico modulam principalmente o reconhecimento molecular, a afinidade e a
seletividade dos ligantes por bioreceptores '¢°.

A andlise das intera¢des intermoleculares, por meio da densidade eletronica, ¢ uma

forma de caracterizacdo quantitativa e qualitativa (visual) em moléculas e complexos do tipo
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receptor-ligante. Dentre estas, destacam-se os métodos de interacdo ndo covalente (NCI),
funcio de localizagdo de elétrons (ELF) e modelo de gradiente independente (IGM) 196,

O método NCI (do inglés: Non-Covalent Interaction) ¢ baseado na analise do gradiente
da densidade eletronica reduzido (RDG), aprimorado para identificar e visualizar regides de
interagdo do espago molecular. A correlagdo entre 0 RDG e o segundo autovalor da matriz
Hessiana da densidade eletronica (A2), possibilita a separacdo entre interagdes de atragdo (A2<0),
ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas; interagcdes repulsivas (A2>0), como
impedimentos estéricos; e interagdes fracas (A2~0), do tipo van der Waals '®°.

Derivado do modelo de NCI e, consequentemente, do RDG, o método IGM aperfeigoa
a analise feita pelo método de NCI ao separar as interagdes intermoleculares das interagdes
intramoleculares em sistemas complexos, por meio da decomposicao do gradiente de densidade
em componentes independentes, resolvendo a problematica de sobreposi¢ao de sinais. Desta
forma, o IGM apresenta melhores respostas em sistemas de alta complexidade '°. Ambos os
métodos permitem a geragdo de mapas tridimensionais com uma resolugdo significativamente
maior, facilitando a compreensdo das interacdes presentes em ligantes e em complexos
receptor-ligante.

Enquanto a densidade eletronica descreve a probabilidade de encontrar os elétrons por
regido, a ELF revela onde os elétrons estao localizados, permitindo a visualizacao de regides
de localizacdo na estrutura molecular. O estudo de ELF ¢ fundamental para compreender
regides de ligacdo covalente, especialmente em doadores e aceitadores de pares de elétrons,
auxiliando na compreensao da localizag¢do dos elétrons nas nuvens eletronicas do ligante, bem

como no ajuste de regides de alta densidade eletronicas no complexo receptor-ligante formados
167

3.3 Estruturas cristalograficas

O banco de dados do Protein Data Bank (PDB), estabelecido em outubro de 1971 no
Brookhaven National Laboratory sob a coordenacdo de Walter Hamilton, constituiu no
primeiro repositorio publico dedicado ao armazenamento de estruturas tridimensionais de
macromoléculas bioldgicas. Desde entdo, o PDB tem sido referéncia para a obtencdo de
estruturas cristalograficas de proteinas e estruturas bioldgicas. O acesso irrestrito as
coordenadas atdmicas no PDB impulsionou substancialmente as investigagcdes em bioquimica
estrutural e biologia molecular. A qualidade e a riqueza desses dados fomentaram o
desenvolvimento de ferramentas de modelagem computacional, técnicas de predicdo de

interagdes proteina-proteina e o desenvolvimento de farmacos'¢®.
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O Alphafold destacou-se como ferramenta computacional, sendo o responsavel pela
concessao do prémio Nobel de Quimica de 2024 para Demis Hassabis e John Jumper. O
Alphafold ¢ um modelo de inteligéncia artificial desenvolvido pela empresa DeepMind, em
2020, que utiliza redes neurais profundas e mecanismos de atengdo para prever a conformagao

169 O Alphafold utiliza as estruturas cristalograficas de

tridimensional de proteinas
bioreceptores disponiveis em bases de dados para o aperfeicoamento da predicao da estrutura
tridimensional de proteinas nao cristalizadas, possibilitando a modelagem molecular de novos
alvos. Estruturas tridimensionais de bioreceptores sdo ferramentas essenciais para o design
racional de fAirmacos e estudos de dindmica molecular. A integragcdo dessas ferramentas com

simulagdes de dindmica molecular e triagens virtuais ¢ fundamental para acelerar a descoberta

de alvos terapéuticos.

3.4 Docking molecular

A simula¢do computacional de sistemas bioldgicos constitui uma area com demanda
crescente e contribui¢do significativa para o desenvolvimento racional de farmacos. Dentre as
técnicas de simulacdo, a técnica de docking molecular se destaca por representar baixo custo
computacional e predi¢des aceitaveis de possiveis posi¢cdes de complexos de interacao ligante-
receptor observados em sistemas farmacologicos. Assim, o docking molecular ¢ uma técnica
computacional estruturada que prevé possiveis conformagdes do ligante (solugdo) que podem
realizar interagdes com base na estrutura molecular do receptor resultando por fim na estimacao
da energia de ligagdo e/ou interacdo (score) envolvida no complexo ligante-receptor 70,

As técnicas podem ser realizadas por meio da flexibilizagdo ou restricdo das conexoes
atomicas das estruturas envolvidas. Quando as ligagdes rotacionais do receptor sao
consideradas rigidas e as ligagdes rotacionaveis do ligante flexiveis, o estudo de docking ¢
denominado rigido-flexivel. Contudo, também ¢ possivel a execucdo de estudos de docking do
tipo rigido-rigido e/ou flexivel-flexivel. Os algoritmos de busca, como o algoritmo genético
Lamarckiano (LGA), sdo empregados para realizar buscas estocastica no espago
conformacional, com o intuito de obten¢do da energia livre, com a convergéncia para os
minimos de energia dos complexos receptor-ligante formados 71172,

A afinidade do ligante com o receptor biologico, a partir do calculo de energia de
interacdo do complexo formado por meio do uso do algoritmo implementado no script do
AutoDock 4.2.26 (usando o LGA), possibilita a correlagdo de simulagdes computacionais com
resultados experimentais por meio da correlagdo com a constante de inibicao (Kj) e estudos de

ICs0. A afinidade do ligante (ou score) se correlaciona com a constante de inibi¢ao (K;) por
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meio da Equacio 12 '7°. Dessa forma, essa técnica busca solugdes com tendéncia a formagio

de complexos receptor-ligante (R-L) mais estaveis dentro do sistema estabelecido !">!73.

AGping = —RTInK; (12)

O estudo de docking reflete a tendencia a minimizacao da energia livre total do sistema
complexado. Observamos a mesma tendéncia de minimizagdo de energia livre na busca por
complexos R-L mais estdveis, correlacionando maiores K;. Pelo qual, configuragdes com
menores valores de K; correspondem a um minimo local (ou global) de energia potencial no
arranjo cristalino 74,

Entretanto, a técnica de docking molecular utiliza de principios e postulados da
mecanica classica (MM), utilizando campos de forga para a obteng¢ao dos complexos R-L. Desta
forma, os algoritmos de busca tentam construir uma fun¢ao de energia potencial que descreve
o comportamento de sistemas moleculares. O algoritmo do AutoDock 4.2 realiza essa busca da
energia livre através da correlagdo das energias do ligante (VEL), receptor (VRR), complexo
receptor-ligante (VRT) e a contribui¢io entrépica envolvida (A4S, 7)- Arelagdo entre os estados
ligados e ndo ligados representa a diferenca na energia interna da estrutura quando esta ligado
ao receptor em comparagdo ao seu estado livre na solugdo, refletindo a possivel distor¢ao

conformacional gerada da interagio entre as partes '7*

AGbind ( llgado desllgado) + (Vllgado Vdesllgado) + (Vllgado Vdesllgado + ASconf)
(13)
Sendo assim, em modelos de docking rigido-rigido, onde ndo possui a alteragdo

conformacional das estruturas, apenas os termos envolvidos no complexo receptor-ligante

(VRL) e a contribuicio entrépica envolvida (4S.,, £) compdem a sua fungdo de score. Onde, o
termo correspondente ao complexo receptor-ligante no estado ndo ligado ( naollgado) é

modelado pela interagdo entre o ligante e o receptor. Esta ¢ compreendida pela soma da energia
aproximada envolvida, em respectivas interagdes moleculares, como for¢as de van der Waals,
interagdes eletrostaticas e forgas hidrofébicas !’

Assim, a integragdo de metodologias de mecanica quantica com os métodos envolvidos
no estudo de docking tende a diminuir custos no desenvolvimento de novos candidatos, ao

mesmo tempo que aumenta a precisdo dos resultas e as estimativas de K; '7! |

3.5 Our own N-layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics
(ONIOM)

A determinacdo precisa da estrutura eletronica em complexos ligante—receptor por meio
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de métodos puramente quanticos torna-se muitas vezes inviavel para sistemas
macromoleculares. O grande porte desses sistemas biologicos, representado pela grande
quantidade de elétrons nestes sistemas, gera elevados custos computacionais, muitas vezes
proibitivo, traspassando a relacao custo-beneficio. Nessa perspectiva, a metodologia ONIOM
oferece uma solucdo multiescala para superar essa limitagio 7.

A metodologia de ONIOM consiste na divisdo do sistema em estudo em camadas,
concentrando a regido de maior interesse na denominada camada interna ou camada alta (HL),
e a regido complementar na camada externa ou camada baixa (LL). Essa parti¢do permite a
utilizacdo de diferentes métodos e niveis de calculos, combinando, normalmente, métodos de
mecanica quantica (QM) para os atomos contidos na camada alta e a aplicagdo de métodos de
mecanica classica (MM) para os atomos contidos na camada baixa (ou métodos de menor custo

computacional) '76.

Eonion = EM(HL) + (EMM(HL + LL) — EMM(LL)) (14)

A decomposi¢do da energia do ONIOM corresponde a energia da camada alta, calculada

com métodos de mecanica quantica (EM), somada a diferenca entre a energia do sistema
completo (HL+LL) e a energia da camada baixa (LL), ambas calculadas com métodos de
mecanica classica (EMM) 177, Desta forma, a soma das energias representa a eliminagdo da
sobreposi¢do de energia calculada com MM e QM na camada alta, assim como assegura que a
parte de interesse seja realizada com calculos de melhor precisdo. Os modelos de ONIOM sao
utilizados no desenvolvimentos de farmacos e materiais, bem como na compreensao de

processos fotobioldgicos e excitatorios, entre outras aplicagdes '7%!7%,

3.6 Analise de componentes principais (PCA)

Como abordado no tépico sobre o método ONIOM, a complexidade dos sistemas
bioldgicos deve ser levada em consideracdo, tendo em vista a relagdo desses sistemas com um
grande volume de informagdes. Uma forma de abordagem matematica dessas informagdes ¢
por meio da classificacdo, conversdo, quantificagdo e padronizacdo em forma de varidveis,
algumas independentes e outras dependentes 718, Dessa forma, a abordagem estatistica
permite compreender os sistemas biologicos dentro de uma abordagem de sistemas
multivariados ou multidimensionais, cujos bancos de dados podem ser explorados para fins de
analise e elucidacdo '8!

Ao considerar esses sistemas como multivariados, com dados previamente
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quantificados, uma forma eficiente de analisd-los é por meio de técnicas estatisticas que
busquem interpretar analiticamente as relagdes entre varidveis complexas '82. Dentre o
arcabouco dessas técnicas, destaca-se o método da Analise de Componentes Principais (PCA,
do inglés Principal Component Analysis), uma técnica de analise multivariada voltada a
reducdo da dimensionalidade em conjuntos de dados. Criada por Karl Pearson em 1901, a PCA
utiliza uma matriz de dados para compreender as rela¢cdes de varidncia e covariancia entre as
variaveis originais, permitindo a formagdo de um novo conjunto de varidveis independentes
denominadas componentes principais (PCs), preservando, idealmente, pelo menos 70% da
variancia inicial '8!,

A relagdo entre as varidveis originais permite a constru¢io da matriz de covariancia, que
revela as correlagdes existentes no conjunto de dados, sendo possivel a determinacdo de
autovalores e autovetores associados a cada variavel 31182, Esses autovalores e autovetores sio
utilizados como pesos na combinacao linear das variaveis originais, resultando na formag¢ao das
PCs 182,

As PCs sdo organizadas em ordem crescente, de PC; até PC,.1, sendo que a variancia
explicada ¢ distribuida de forma decrescente entre elas, ou seja, a PC; explica a maior
porcentagem da variancia, enquanto PCy.1 explica a menor '8!, A variagdo entre os autovalores
na formagao das PCs permite uma andlise comparativa direta da contribuicdo e relevancia de
cada componente: quanto maior o autovalor, maior a contribui¢do daquela componente

181 Isso possibilita identificar quais

principal para a explicacdo da variabilidade dos dados
variaveis tém maior influéncia no sistema, com base nos autovalores obtidos na analise de

componentes principais.

3.7 Agrupamento por K-means

A utilizagdo das trés primeiras componentes principais (PCs) possibilita a redu¢do do
espaco amostral com a criagdo de um espago tridimensional (x, y € z) para a localizacao dos
objetos estudados, com a conservacgao de grande parte da variancia dos dados. Assim, o uso das
PCs como eixos permite a visualizagdo grafica das relagdes geradas pela PCA e o agrupamento
dos objetos de estudo. Entretanto, a forma visual de andlise de agrupamentos, sem o apoio de
parametros matematicos bem definidos, depende de fatores como a experiéncia pessoal e o viés
do pesquisador, o que pode comprometer a confiabilidade do processo. A correlacdo entre
grupos, com base em parametros euclidianos, torna-se uma forma de contornar essas limitagoes,
aprimorando o processo de agrupamento %,

O algoritmo de agrupamento K-means destaca-se entre as técnicas de agrupamento nao
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supervisionadas estabelecidas na literatura, devido a sua simplicidade e baixo custo
computacional '8, Proposto inicialmente por Steinhaus, em 1956, o K-means realiza o
agrupamento dos dados buscando maximizar a similaridade entre os elementos de um mesmo
grupo (intra-cluster) e minimizar a similaridade com elementos de grupos distintos (inter-
cluster) '3,
O processamento do K-means para a geracdo de agrupamentos ocorre em quatro etapas
principais '8

1. Defini¢ao prévia do nimero de grupos (K);

2. Calculo dos K centréides com base na distancia euclidiana entre os dados;

3. Reajuste dos centrdides com base na média dos pontos de cada cluster; e

4. Repeticao da etapa anterior até que os centroides se estabilizem.

O algoritmo apresenta alguns desafios, sendo a predefinicdo do numero K de grupos

uma das principais limitacdes, pois influencia diretamente a formacdo dos centroides e,
portanto, o funcionamento do agrupamento '*¢. Contudo, essa limita¢io pode ser atenuada por
meio de estratégias auxiliares. Como a aplica¢do do indice de silhueta para a identificagdao do
ajuste dos objetos estudados, a partir do nimero de grupos K estabelecidos através de uma
escala de 0 a 1, do indice da silhueta. Assim, os valores obtidos para o indice de silhueta

identificam o qudo adequado € o agrupamento, possibilitando a estimativa da quantidade de

grupos K com maior adequagdo para um conjunto de dados 7.
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4 Metodologia

4.1 Selecao dos ligantes e estudos iniciais.

Com base com base no trabalho de Hanus, L.O. '?’ ¢ de Radwan °2, nos quais estdo
descritas 125 estruturas de canabinoides e 136 estruturas de analogos de canabinoides,
realizamos a sele¢do das estruturas moleculares tridimensionais dos canabinoides raros e dos
andlogos de canabinoides. Entdo as subfamilias das moléculas estudadas na triagem estdo
elencadas na Figura 9, totalizando 261 moléculas na triagem inicial. Utilizamos o Chemical
Abstracts Service (CAS) para confirmagdo da formula quimica e estrutura molecular. Apos a
catalogacdo, realizamos uma primeira otimizacdo das estruturas moleculares por meio do

campo de forgca MM2.

Canabinoides variados
A9-THC

5 Canabigerol
Canabinol

31 ® Anilogos de Canabigerol
Canabidiol
Canabitriol

Canabicromeno

1 mm————————— # Anilogos de Canabicromeno

2 W’””“‘
2 ‘HHIHHH““““”‘m““““““““

i I !
| WO
, I

4

Supostos Canabinoides
Canabielsoina
A8-THC

i Endocanabinoides

u Canabiciclol

i Anilogos de A9-THC

= Canabinodiol

m Anilogos de Canabidiol

Figura 9. Distribuicio em grupo das subfamilias das moléculas utilizadas para a varredura (screening)
inicial, com 261 compostos. O nimero ao lado de cada drea refere-se ao quantitativo de moléculas no
agrupamento.

Ap0s a captacdo das estruturas moleculares dos canabinoides, utilizamos o banco de
dados do CAS com o intuito de obter as estruturas moleculares dos endocanabinodides

anandamida, 2-AG e LPI, o canabinoide sintético CP55940 (9GF) e os ligantes MBX2982
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(8VP) e AR-231453 (8WL) totalizando 268 (destas, 261 sdo moléculas pertencentes as
subfamilias, mais sete de referéncia) estruturas de ligantes para a realizagdo dos estudos
posteriores. Devido ao alto custo computacional relacionado ao estudo com as 268 estruturas
obtidas com DFT, previamente, realizamos o estudo de virtual screening com o algoritmo do
AutoDock Vina %8 para a triagem inicial das moléculas com as estruturas das CB;, CB,
GPR119, GPR55 e GPR18. Subsequentemente, realizamos a sele¢do das moléculas com maior
potencial de interacdo com os receptores selecionados, observando que tais moléculas
apresentavam apenas atomos de carbono, oxigénio ¢ hidrogénio em sua composigdo, similar
como encontrado nos canabinoides.

Desta forma, selecionamos 34 moléculas a partir da triagem inicial, incluindo os
endocanabinoides anandamida, 2-AG e LPI, e os ligantes de referéncia CP55940, MBX2982
(8VP) e AR231453 para estudos de descritores ADMET, estrutura eletronica utilizando DFT e
docking utilizando o AutoDock 4.2. Utilizamos essas moléculas como referéncia por
apresentarem atividade descrita na literatura para os alvos selecionados, bem como por
possuirem complexos receptor-ligante definidos a partir de estruturas cristalograficas, os quais
sdo descritos com maior detalhe na secdo de estrutura cristalografica. Desta forma, esses
ligantes foram utilizados como referéncia para a analise de descritores fisico-quimicos
derivados da estrutura eletronica, bem como para a identificagdo do perfil de interacdo com os
receptores-alvo através dos estudos de docking.

Neste estudo, foram modeladas 40 moléculas, as quais sdo separadas em grupos
conforme a classificacdo encontrada na literatura 27, Separamos as moléculas dentre os grupos
endocanabinoides, ligantes de referéncia, canabinoides, andlogos de CBG, analogos de CBC ¢
supostos canabinoides. Para melhor compreensao, os grupos foram separados de forma visual
na Figura 7.

Realizamos o aumento da aromaticidade, com a trocada da fun¢do benzeno pela funcao
estireno, das moléculas do grupo dos andlogos de CBG, com a série de moléculas radulanina
X-B, assim como os estudos dos isdmeros (R) e (S) da molécula desmodianona A B para
observar os efeitos de alteracdes de ressonancia de isomeria na distribuicdo da densidade

eletronica assim como possiveis alteragdes em interagdes no estudo de docking.

4.2 Estudo de perfil ADMET.

A predicdo computacional dos aspectos farmacocinéticos e outras propriedades de

relevancia como toxicidade foram realizadas por meio de estudo ADMET usando os SMILES
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das estruturas dos ligantes por meio do software ADMETIab 3.0 '32. Os resultados obtidos
foram tratados estatisticamente. Em seguida, selecionamos apenas as propriedades mais
relevantes para a analise dos ligantes estudados, excluindo aquelas propriedades que nao
apresentavam pertinéncia para os alvos em questdo. As propriedades foram organizadas em seis
categorias para facilitar a andlise: propriedades fisico-quimicas, absorcdo, distribuicao,
metabolismo, excre¢do e indicadores toxicoldgicos.

Os descritores considerando as propriedades fisico-quimicas basicas incluidas foram:
peso molecular (MW / g.mol!), volume molecular (Vol / A3), nimero de aceptores de
hidrogénio (nHA), area de superficie polar topoldgica (TPSA), nimero de heterodtomos (nHet),
numero de anéis (nRig), flexibilidade molecular (Flex) e fragdo de carbonos sp* (Fsp?).

Os descritores das propriedades relacionadas a absorc¢ao foram: pKa acido, pKa basico,
absorc¢do intestinal humana (HIA), logaritmo da solubilidade aquosa (logS), logaritmo do
coeficiente de distribuicdo (logD) e logaritmo do coeficiente de parti¢do octanol/agua (logP).

Os descritores para as propriedades de distribuicao incluidas foram: ligacdo as proteinas
plasmaticas (PPB), logaritmo do volume de distribui¢do no estado de equilibrio (logVDss) e
passagem pela barreira hematoencefalica (BBB).

Os descritores para as propriedades de metabolismo avaliados foram: substrato da
CYP2C9 (CYP2C9-sub), inibidor da CYP2B6 (CYP2B6-inh) ¢ inibidor da CYP2C8 (CYP2CS-
inh).

Os descritores para as propriedades de excrecdo analisados foram: depuracao plasmatica
(Cl-plasma) e meia-vida plasmatica (to,s).

Por fim, os indicadores toxicoldgicos analisados foram: dose didria recomendada
(FDAMDD), potencial carcinogénico (Genotoxicidade), toxicidade respiratoria (Respiratorio),
hepatotoxicidade = (H-HT), neurotoxicidade  (Neurotoxicidade-DI),  ototoxicidade
(Ototoxicidade), hematotoxicidade (Hematotoxicidade), nefrotoxicidade (Nefrotoxicidade-DI),
presenca de grupos funcionais reativos (Reatividade) e promiscuidade de ligacao

(Promiscuidade).

4.3 Estudo de Estrutura Eletronica.

O estudo de estrutura eletronica foi realizado a partir da otimizagdo das estruturas das
34 moléculas canabinoides e andlogas a canabinoides selecionadas no estudo de virtual
screening, 3 moléculas de referéncia e 3 moléculas endocanabinoides, totalizando 40
moléculas, que apresentaram melhor score na triagem inicial (Figura 1) realizado no estudo de

docking. Calculos em nivel ab initio com o nivel B3LYP/6-311+G (d,p) foram utilizados para
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a otimizagdo das estruturas tridimensionais dos ligantes. Observando que, sistemas celulares
sdo dependentes do equilibrio citoplasmatico para seu funcionamento 6timo, e considerando
que o solvente mais abundante nos sistemas celulares bioldgicos ¢ a dgua, consideramos para
os calculos realizados a utilizagdo do método de solvatacao implicita por meio do modelo de
solvatacdo baseado em densidade (SMD), usando a 4gua como solvente para a otimizagao das
estruturas [17].

Apos a etapa de otimizagdo da geometria dos ligantes, realizamos os calculos de
frequéncias para caracterizacao da estrutura do minimo global de energia. Todos os calculos de
estrutura eletronica foram realizados com o pacote Gaussianl6 [29]. As energias dos orbitais
moleculares de fronteira HOMO e LUMO foram usados para a predi¢do dos descritores de
reatividade global. Os descritores globais de reatividade global analisados foram: gap (Agpp),
variavel de eletronegatividade (y), dureza global (1), potencial quimico (u), indice de
eletrofilicidade (w), maciez global (S).

Também foram analisadas as energias dos orbitais moleculares de fronteira (FMO)
HOMO-6 ao LUMO+6, carga do heterodtomo mais negativo, carga dos hidrogénios mais
acidos (H1 e H2), distancia entre os hidrogénios mais acido (H-H), tamanho molecular,
momento dipolo.

189

Para a analise dados foi utilizado o software GaussView '°°, enquanto que a

visualizacdo das isosuperficies foi realizada através do software Chemcraft '

, com 0 contorno
de 0,05 u.a. para sua renderizagdo. Os calculos dos indices de Fukui foram realizados por meio
da anélise da teoria do funcional de densidade conceitual (CDFT), utilizado do software de
analise de funcdo de onda multifuncional, Multiwfn [30]. Utilizamos o software Virtual
Molecular Dynamics (VMD) [34] para a visualizacdo das regides calculadas pelos indices de
Fukui, com a isosuperficie de 0,05 u.a. para sua renderizagao.

Realizamos o estudo de NCI para o estudo de interagdes intramoleculares das estruturas
dos ligantes e o IGM para o estudo das interagdes intermoleculares dos complexos receptor
ligante gerados a partir dos estudos de docking molecular, sendo que para ambos foi utilizado
o Multiwfn [30]. Utilizamos as isosuperficies de 0,3 u.a. e 0,02 u.a. com software VMD a partir
dos mapas tridimensionais de densidade das moléculas para a confecgao das imagens de NCI e
IGM respectivamente. Para o estudo de ELF, utilizamos o software Multiwfn [30], para a

geragao dos mapas tridimensionais em conjunto com o software VMD [34], com a isosuperficie

de 0,9 u.a. para a visualizacdo dos pares de elétrons nas moléculas estudadas.
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4.4 Estruturas cristalograficas

Neste estudo, empregamos como base para a modelagem molecular as estruturas
cristalograficas disponibilizadas pelo PDB. Para os receptores canabinoides CB; e CB;
detentoras dos codigos UniProt: P21554 e P34972. Selecionamos especificamente as estruturas
complexadas com o ligante CP55940 (9GF), das quais destacam-se as entradas do PDB 6KQI,
TFEE, 7V3Z ¢ TWV9 para CB1, e 8GUR para CB,. Selecionamos as estruturas cristalograficas
6KQI e 8GUR por apresentarem a resolugdio de 3,25 A, 2,84 A respectivamente.

No PDB também estdo disponibilizadas as estruturas da familia GPR119, GPRS55 e
GPR18. Para as estruturas GPR55 (UniProt: Q9Y2T6) e GPR119 (UniProt: Q8TDVY),
selecionamos as estruturas cristalograficas 82X4 e 7WCM, complexados com os ligantes
MBX2982 e lisofosfatidilinositol, respectivamente. A estrutura 8ZX4 tém resolucdo 2,33 A, e
a estrutura 7WCM resolugdo de 2,85 A. Em razio da indisponibilidade de estruturas
cristalograficas experimentais para GPR18 (UniProt: Q14330), adotamos o modelo ativo
multiestado fornecido pelo AlphaFold2 '%°.

Utilizamos a modelagem das estruturas pelo Swissmodel recuperando as estruturas de
alca que ndo estdo presentes na estrutura cristalografica. Os modelos foram validados por
RMSD de cada um dos residuos, indicando diferenca interior a 1,00 A. Posteriormente,

Y1 para os estudos do

utilizamos o protocolo fornecido pelo software APBS-PDB2PQR suite
estado de protonagdo de cada residuo das proteinas modeladas. Estas foram submetidos ao
campo de forca AMBER em pH 7.3, identificado como o ideal para sistema do liquido
cefalorraquidiano. Realizamos analise do estado de protonacao dos residuos His, Glu, Asp e
Cys para a modelagem do receptor ativado. Realizamos a analise de similaridade de sequéncia
via BLAST e de dobramento tridimensional por meio do servigo PDBeFOLD, constatando
elevado grau de conservagao dos sitios de interacdo com ligantes.

Para fins de validacdo metodoldgica, selecionamos as estruturas 6KQI (CB1), 8GUR
(CB2), 7TWCM (GPR119), 8ZX4(GPR55) e os validagdo de protocolo via processo de re-
docking com algoritmo AutoDock 4.2. Calculamos o RMSD dos complexos cristalinos com
CP55940 (para CB; e CB2) e os ligantes nativos (MBX2982 e lisofosfatidilinositol) em

GPR119, visando avaliar a capacidade reprodutiva do protocolo e estabelecer uma base

confiavel para subsequentes triagens virtuais.

4.5 Docking molecular

2

Utilizamos o pacote computacional AutoDockTools '°? assim como os algoritmos
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AutoDock 4.2, AutoDock Vina '®8 para a realizacdo do estudo de docking. Utilizamos o
algoritmo AutoDock 4.2 para realizar re-docking assim como para o refinamento dos
parametros para o estudo de docking. Para o estudo com o algoritmo AutoDock 4.2, foi utilizado
o algoritmo Genético (LGA) com 100 solugdes, o numero de avaliagcdes de energia definidas
para 25.000.000, e o tamanho populacional definido para 150. Os valores de escores de energia
de ligacdo (valores mais negativos) foram avaliados para as estruturas dos complexos
selecionados.

Realizamos a validagdo pelo protocolo de re-docking das estruturas canabinoides com
o ligante CP55940. Utilizamos a conformagdo do ligante presente em cada estrutura
cristalografica com a estrutura cristalografica e com o modelo do receptor. As coordenadas
x,y,z dos pontos centrais para os receptores CB; e CB; foram 27,60 A, -891 A, 41,32 A e
139,95 A, 114,54 A, 172,76 A suasrespectivas dimensdes foram 25,50; 22,50; 23,25 A® e 23,25;
21,75; 27,00 A3

A precisdo e validacdo do método estdo diretamente correlacionadas com a qualidade
das estruturas e conformacao dos ligantes. A raiz do desvio quadratico médio (do inglés Root
Mean Square Deviation, RMSD) ¢ utilizado como medida para analisar a similaridade
geométrica das solugdes obtidas pelo docking em relagdo a posigdo original do ligante. RMSDs
inferiores a 2,00 A sio considerados insatisfatorios para a reproducdo de estudos de docking.
Desta forma utilizamos o RMSD para a validagdo dos nossos estudos de re-docking. Entretanto,
diminuimos o valor aceitdvel para 0,50 A, para maior confianca. As solugdes de re-docking
para as estruturas cristalograficas dos receptores CB; e CB, apresentaram RMSD de 0,48 A e
0,32 A, apresentando uma diferen¢a minima do obtido para os modelos, 0,50 A € 0,37 A. Todas
as solugdes apresentaram RMSD inferiores a 0,5 A, indicando a validagdo dos parimetros
utilizados.

O estudo de re-docking para as estruturas GPR119 e GPRS55 seguiram os moldes
estabelecidos para as estruturas canabinoides com utilizagdo das conformagdes presente na
estrutura cristalografica dos ligantes. Para o receptor GPR119 utilizamos o ligante MBX2982
e o LPI para o GPR55. As coordenadas x,y,z dos pontos centrais para os receptores GPR119 e
GPRS55 foram 125,81 A; 116,76 A; 146,09 A, e 110,88 A; 111,92 A; 76,07 A suas respectivas
dimensdes foram 21,75; 26,50; 24,00 A* e 23,25; 15,00; 32,25 A3. O RMSD das solugdes de
re-docking para as estruturas cristalograficas, 0,48 A e 0,27 A, e modelos, 0,45 A e 0,17 A, dos
receptores GPR119 e GPR5S5 foram inferiores a 0,5 A validando a os pardmetros utilizados.

O modelo da estrutura do GPR18 foi baseado na predicdo estrutural realizada por meio
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do Alphafold, desta forma ndo realizamos o estudo de re-docking para esta estrutura. As
coordenadas x,y,z dos pontos centrais para o receptor GPR18 corresponde a 13,60 A; 14,41 A;
-44.18 A com dimensdes de 21,00; 24,00; 25,50 A3.

Os parametros utilizados nos estudos de re-docking foram replicados para os estudos de
docking. Realizamos o estudo de docking com os modelos de estrutura dos receptores CBi,
CBz, GPR119, GPR55 e GPR18 contra as conformacdes otimizadas em DFT das estruturas dos
ligantes selecionados. A selecdo das solugdes seguiu os seguintes critérios:

1- A regido de solucao do ligante deve ser compativel com a regido de interagao da ligante
referéncia;

2- A pose da solugdo selecionada deve realizar ao menos uma interagdo com residuos que
realizam interagdes com o ligante de referéncia;

3- O score da solucdo selecionada deve ser compativel com intera¢do, score negativo.

Utilizamos os softwares Discovery Studio Visualizer [33] e Virtual Molecular

Dynamics (VMD) [34] para a visualizagdo bidimensional e tridimensional das

interagdes realizadas nos complexos receptor-ligante.

4.6 Our own N-layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics
(ONIOM)

Devido ao alto custo computacional, para os estudos de ONIOM foi utilizado o método
semiempirico PM6 para a camada alta e o campo de forca AMBER para a camada baixa. O
estudo de ONIOM (PM6:AMBER) foi realizado para os modelos dos receptores CB1, CBa,
GPR119 e GPR5S5, assim como para os complexos CB1-CP55940, CB»-CP55940, GPR119-
MBC2982 e GPR55-LPI.

Também foram feitos estudos de ONIOM com DFT utilizando a B3LYP/6-311+G (d,p)
para a camada alta e AMBER para a camada baixa. Entretanto, apenas as estruturas CB; e CB»,
assim como seus respectivos complexos, que foram selecionadas para o estudo utilizando DFT,
devido ao menor tamanho destes sistemas e melhor convergéncia do ciclo autoconsistente
(SCF). A camada alta foi selecionada com o intuito de compreensao de interagdes especificas
com residuos chave de cada complexo. As camadas altas foram modeladas para que possuissem
os residuos chave para a ativagdo da estrutura, assim como o ligante, enquanto a camada baixa
foi modelada com os outros 4&tomos da proteina.

A selegdo dos atomos de link da camada alta com a camada baixa foi padronizada para
abranger de forma completa os residuos estudados. Desta forma, padronizamos a sele¢ao de
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atomos de link para os carbonos alfa dos residuos anterior e subsequente do residuo de interesse.
O carbono alfa de todos os residuos possui a caracteristica de ter hibridizacdo do sp* e, portanto,
apenas apresentar ligacdes simples, diminuindo possivel viés.

Para os receptores canabinoides, a camada alta ¢ composta pelo ligante CP55940 com
os residuos Lys192, Val196, 11e267, Phe268, Pro269 e Ser383 para o CBi; e os residuos Phe87,
Leul82, Phel83, Leul85 e Ser285 para o CB». A camada alta do sistema GPR119 ¢ formada
pelo ligante MBX2982 e pelos residuos Val93, Leu94, Leul69, Trp238, Phe241, Glu261 e
Trp265. Enquanto a camada alta do GPRS55 ¢ formada pelo ligante LPI e pelos residuos Phel2,
Asnl6, His170, Asnl171, Metl72 Trp177 e Arg253.

4.7 Analise de componentes principais (PCA) e K-means.

O método de analise do componente principal (PCA) foi utilizado a partir dos dados dos
descritores eletronicos calculados com a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) das moléculas
selecionadas com o intuito de observar as correlagdes entre as moléculas e analisar o
agrupamento gerado a partir das PCs. A analise por meio de PCA foi realizada com o software
R %3, mediante a utilizagdo do ambiente integrado de desenvolvimento RStudios '** para o
calculo das PCs e analise de agrupamento a partir do algoritmo K-means.

Desta forma, observamos a contribuicdo de cada descritor para a formacao dos 3
componentes principais (PCs) com o intuito de identificar quais apresentam maior peso para a
divisdo das moléculas. Inicialmente, todos os descritores foram utilizados para a formacdes das
PCs, entretanto observamos que alguns descritores apresentavam baixa contribui¢do para a

formacao das PCS.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Estrutura eletronica, Analise PCA e K-means

Os descritores eletronicos foram obtidos a partir das estruturas geométricas otimizadas
nas conformagdes de minimo global de energia, com célculos realizados no nivel B3LYP/6-
311+G (d,p), todos os descritores estdo alocados nas Tabelas 1 e 2. A andlise PCA foi realizada
com o intuito de observar as correlagdes entre as 40 moléculas estudadas por meio do
agrupamento gerado a partir das PCs. Desta forma, observamos a contribui¢ao de cada descritor
para a formacdo dos componentes principais com o intuito de identificar quais apresentam
maior peso para a separacdo das moléculas. A primeira PCA gerada forneceu a seguinte
informacgao sobre os pesos de cada descritor para as 3 primeiras PCS:

PCi =- 0,273 (Eletronegatividade) - 0,223 (Maciez Global) - 0,202 Homo-5) - 0,200 (HoMO-4) - 0,188 (HOMO-
6) - 0,175 momo-3) - 0,137 ipolo) - 0,131 (aEsP) - 0,123 (Range ESP Final) - 0,090 1-n) - 0,087 (Tamanho)
- 0,075 (cargat2) - 0,041 Homo2) - 0,003 HOMO) + 0,040 (Carga H1) + 0,069 HOMO-1) + 0,073 (Carga Het)
+ 0,213 Gar) + 0,262 (Lumo+e) + 0,266 (Lumo) + 0,270 wumo+1) + 0,271 wumo+2) + 0,278 (Lumo+3)
+ 0,278 (Lumo+s) + 0,290 (Lumo+4) + 0,273 (Potencial Quimico)

PC2=- 0,364 (HOMO-1) = 0,359 (HOMO) - 0,3 12 (HOMO-2) - 0,295 (Carga Het) = 0,219 (Maciez Global) = 0,151
@moMo-3) - 0,107 momo—4) - 0,048 (Potencial Quimico) - 0,035 Lumo+e) - 0,024 HOMO-5) - 0,020 (LuMO+5)
+ 0,014 umo+3) + 0,022 wumo+4) + 0,023 momo-6) + 0,033 (Carga H1) + 0,048 (Eletronegatividade) T
0,053 wumo+2) + 0,071 wumo+1) + 0,085 (carga H2) + 0,124 -1y + 0,135 wumo) + 0,253 Gar) +
0,277 (Dipolo) + 0,288 (Range ESP Final) + 0,304 (Tamanho) + 0,3 14 (AESP)

PC3 = - 0,407 (Carga 12) - 0,375 (momo-s) - 0,348 omo-6) - 0,333 ¢1-m) - 0,331 momo-4) - 0,300
HOoMO-3) - 0,297 (carga H1) - 0,220 (Lumo+2) - 0,186 (Lumo+3) -0,111 HOMO-2) - 0,113 (Lumo+1)- 0,107
wuMo+4) - 0,080 Lumo) - 0,072 Lumo+s) -0,061 Gar) - 0,054 Lumo+6) - 0,038 (Eletrofilicidade) - 0,021
@oMo-1) - 0,007 omo) + 0,027 (Tamanho) + 0,034 (Dipolo) + 0,036 (aEsp) + 0,053 (Range ESP Final) 70,056
(Maciez Global) + 0,087 (Eletronegatividade) + 0,103 (Potencial Quimico) +0,1 13 (Carga Het)

Ap0s observamos a contribui¢do da variancia inicial dos dados. As duas primeiras PCs,
PC1 e PC2, apresentaram a maior covariancia acumulada 59,40%. Entretanto, a soma das duas
primeiras PCs representa menos de 70,00% dos dados, qualificando como insatisfatorias para
a representagao do conjunto de dados obtidos. Desta forma, realizamos a analise considerando
as 3 primeiras PCs, na qual observamos a representatividade de 70,60% dos dados. E importante
ressaltar que o objetivo do uso da PCA, neste estudo, ¢ somente no intuito de buscar conexdes
qualitativas entre os dados amostrais. Seria necessaria uma reavaliacdo das PCs, eliminando
variaveis do conjunto amostral, que nos levariam a uma covariancia maior que 90% (desejavel),

para as trés primeiras PCs. Portanto, esta ¢ uma busca inicial, que de um modo mais amplo
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servird para uma andlise global das propriedades eletronica, ou seja, os resultados devem ser
tomados com cautela, ndo podendo gerar conclusdes quantitativas.

Numa segunda etapa, utilizamos a PCA em conjunto com o algoritmo de K-means para
o agrupamento dos dados obtidos. Utilizamos o indice de silhueta para a identificagao mais
adequada da quantidade de grupos, a serem utilizados com o algoritmo do K-means. O indice
de silhueta indicou 4 grupos como o mais adequado, os quais apresentamos as suas coordenadas
para PC1, PC2 e PC3 a seguir: 1 (2,989954; -0,6612912; 0,7647580), 2 (-7,313174; 2,8669731;
4,1509844), 3 (1,531600; 3,8653076; -1,0813051) e 4 (-2,023478; -1,0926508; -0,6955972).
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Tabela 1. Descritores Fisico-Quimicos e descritores de reatividade global das moléculas a nivel de B3LYP/6-311+g (d,p).

. Dipolo Atom.o de Intervalo Hceotr(: (:3:;::0 Carga Carga Tamanho ]?istﬁn- RMSD
Ligantes (Db) @ l}g:l(ol:"a') dez ::1:;;3 ca‘rga nega- Hl (ua) H2 (ua) mol(e:ac‘;llar c1a(AI:I)-H x (V) n(eV) w (eV) n(eV) s (eV) A)
tiva (u.a.)

CP55940 2,96 0,66 1,59 -0,93 0,50 0,47 16,64 10,56 3,19 2,88 1,77 -3,19 0,35 1,75
AR231453 10,40 1,10 1,96 -0,81 0,23 0,18 20,96 4,93 3,52 2,20 2,83 -3,52 0,45 1,89
MBX2982 11,03 1,17 2,08 -0,92 0,46 0,20 19,03 5,31 4,80 1,94 5,92 -4,80 0,51 1,68

2-AG 6,25 1,00 1,84 0,84 0,52 0,49 16,7 5,69 331 3,17 1,73 3,32 0,32 4,26
Anandamida 8,41 0,97 1,83 0,86 0,51 0,37 14,67 4,46 3,39 3,15 1,82 23,39 0,32 6,02
LPI 9,14 1,51 2,35 0,84 0,53 0,48 28,85 7,50 3,90 3,67 2,08 23,90 0,27 2,21
CBE 5,57 0,48 1,33 -0,85 0,48 0,44 14,52 7,38 3,17 2,82 1,79 -3,17 0,36 0,91
A° -THC 4,87 0,81 1,53 -0,72 0,48 0,22 15,40 3,48 3,10 2,87 1,67 -3,10 0,35 1,30
A8 -THC 3,84 0,69 1,42 -0,73 0,50 0,22 15,75 3,47 3,09 2,90 1,65 -3,09 0,35 1,24
CBL 2,68 0,68 1,36 -0,69 0,48 0,22 14,30 2,25 3,10 2,89 1,66 -3,10 0,35 0,77
CBD 5,00 0,74 1,47 -0,74 0,50 0,45 14,60 4,73 3,15 2,92 1,70 -3,15 0,34 0,85
CBND 3,98 0,40 1,07 -0,63 0,39 0,39 14,75 4,59 3,50 2,63 2,33 -3,50 0,38 1,13
CBT 6,32 0,94 1,86 -0,92 0,51 0,48 14,93 4,24 3,34 2,38 2,35 -3,34 0,42 0,72
CBF 3,29 0,63 1,19 -0,57 0,44 0,23 14,57 2,18 3,46 2,44 2,45 -3,46 0,41 1,24
CBG 1,95 0,49 1,15 -0,66 0,48 0,40 14,84 5,65 3,19 2,84 1,79 -3,19 0,35 3,60
CBN 0,63 0,68 1,37 -0,69 0,46 0,22 15,55 3,45 3,56 2,38 2,67 -3,56 0,42 0,63
CBC 1,56 0,81 1,49 -0,67 0,48 0,22 15,08 2,26 3,41 2,37 2,46 -3,41 0,42 1,09
CBDA 7,28 1,08 1,83 -0,74 0,48 0,47 15,20 4,19 3,70 2,66 2,57 -3,70 0,38 0,37
CBCA 3,27 0,84 1,57 -0,73 0,51 0,44 14,80 3,80 3,79 2,14 3,35 -3,79 0,47 I,11
THCV 1,69 0,86 1,59 -0,72 0,49 0,22 12,88 3,06 3,09 2,88 1,66 -3,09 0,35 0,13




Tabela 2. Descritores Fisico-Quimicos e descritores de reatividade global das moléculas a nivel de B3LYP/6-311+g (d,p) (continuacio).

. Atomo de Heteroét?mo Tamanho A
Ligantes D(l]l))g;() maior carga I;::gr:?:ﬁ:; cc;):gan:;lgo:_ Ca(;g.:;I 1 Ca(;g.:;I 2 molecular ];{lfg r(lz:)a X (eV) 1 (eV) w (eV) p(eV) S (eV) Rl(\ng
(ua.) tiva (u.a.) A

Glepidotin C 4,52 0,53 1,36 -0,76 0,53 0,47 14,32 4,15 3,33 2,80 1,98 -3,33 0,36 1,01
Araphyn-1 2,34 0,47 1,14 -0,67 0,47 0,46 16,22 5,66 3,73 1,87 3,71 -3,73 0,53 0,86
Radulanina A 2,62 0,62 1,31 -0,70 0,49 0,20 14,31 5,65 3,75 2,00 3,51 -3,75 0,50 0,19
Radulanina A B 2,66 0,57 1,25 -0,68 0,48 0,21 14,57 2,23 3,39 2,85 2,02 -3,39 0,35 1,10
Radulanina H 3,93 0,95 1,69 -0,74 0,51 0,49 14,14 3,83 4,00 1,94 4,13 -4,00 0,52 0,35
Radulanina H B 3,50 0,91 1,65 -0,74 0,52 0,48 14,17 3,79 4,07 2,36 3,52 -4,07 0,42 0,71
Radulanina I 4,64 0,48 1,19 -0,71 0,48 0,22 14,62 3,49 3,68 1,95 3,46 -3,68 0,51 0,16
Radulanina I B 2,12 0,48 1,18 -0,70 0,48 0,23 14,70 2,25 3,27 2,74 1,95 -3,27 0,36 1,11
Radulanina K 2,35 0,95 1,71 -0,76 0,53 0,49 14,53 3,82 3,90 1,92 3,98 -3,90 0,52 0,53
Radulanina K B 2,20 0,92 1,67 -0,76 0,54 0,48 14,36 3,80 3,96 2,37 3,30 -3,96 0,42 0,68
70b 3,88 1,01 1,73 -0,72 0,50 0,21 13,22 3,54 3,67 1,94 3,46 -3,67 0,51 0,87

69a 3,77 0,93 1,64 -0,71 0,50 0,23 13,86 3,47 3,76 1,82 3,88 -3,76 0,55 0,16
6-metiltetrapterol A 3,23 0,80 1,54 -0,74 0,50 0,47 16,92 4,57 3,88 2,15 3,50 -3,88 0,46 0,36
Desmodianona A (R) 3,91 0,86 1,62 -0,76 0,52 0,50 15,98 5,62 3,91 2,03 3,75 -3,91 0,49 0,08
Desmodianona A B (R) 4,51 0,82 1,56 -0,75 0,52 0,50 15,91 5,62 3,76 1,90 3,71 -3,76 0,53 0,49
Desmodianona A B (S) 4,97 0,76 1,51 -0,75 0,52 0,50 19,58 5,62 3,77 1,91 3,71 -3,77 0,52 0,60
Desmodianona D 5,38 0,76 1,50 -0,73 0,51 0,49 15,24 10,49 3,79 2,10 3,43 -3,79 0,48 2,57
Desmodianona D B 4,30 0,80 1,53 -0,73 0,50 0,49 16,14 8,70 3,70 2,01 3,41 -3,70 0,50 0,58
Desmodianona E 7,62 0,84 1,59 -0,75 0,48 0,46 14,82 5,56 3,83 2,15 3,41 -3,83 0,46 2,58
Desmodianona E B 3,63 0,81 1,55 0,74 0,48 0,48 16,22 8,69 3,83 2,15 3,42 -3,83 0,47 0,30
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A Figura 10 traz a representag¢do dos dados obtidos pela PCA e o algoritmo de K-means.
Utilizamos as trés primeiras PCs como eixos, assim PC1 como o eixo x, PC2 como o eixo y e
PC3 como o eixo z. A representagao da divisdo dos grupos formados pelo K-means foi realizado
por meio das cores, assim as moléculas sao divididas em quatro cores seguindo os quatro grupos
calculados pelo algoritmo de K-means. Pode-se observar que, os descritores derivados do
orbital molecular HOMO encontram-se no mesmo quadrante (Figura 10). As propriedades
derivadas do orbital HOMO, como a eletronegatividade, potencial quimico e maciez global
apresentaram contribui¢do significativa para a formacgao das PCs.

Circulo de Correlagéo das Variaveis
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Figura 10. Anélise de contribuicdo dos descritores para a formacao das duas principais PCs; eixo X
representado a PC1 e o eixo y representando a PC2.

Observando a Figura 10, os descritores relacionados ao orbital LUMO, como LUMO+4,
e LUMO+5 apresentam alto indice de contribuicdo positiva, enquanto os descritores
eletronegatividade e maciez global apresentaram os maiores indices para contribui¢cao negativa.

Na PC2, os descritores que tém as maiores contribui¢des positivas correspondem aos
relacionados as cargas atomicas, o intervalo de carga (AESP), e o tamanho molecular.
Entretanto, as contribuicdes negativas, com maior destaque, correspondem as energias
relacionadas ao orbital HOMO e HOMO-1, incluindo também os heteroatomos com maior
carga (Charge Het). A PC3 apresentou basicamente a mesma tendéncia da PC2 e nao foi

apresentada na Figura 10.
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Assim, utilizamos as correlagdes obtidas com a PCA em conjunto com o algoritmo de
K-means para a formagao de uma representacdo grafica tridimensional, buscando as separagdes
das moléculas estudadas que esta mostrado na Figura 11. Para a formagao dos grupos pelo
algoritmo do K-means, consideramos a divisao basica das moléculas em quatro grupos. Estes
sdo divididos como o grupo dos endocanabinoides (1), canabinoides (2), dos ligantes de

referéncia (3) e dos analogos de canabinoides (4).
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Figura 11. Relacio dos dados obtidos pela analise PCA com PC1 (x), PC2 (y) e PC3 (z) como eixos e
divisdo por cores em 4 grupos das moléculas estudadas a partir do algoritmo K-means.

A divisdo observada com o uso do algoritmo de K-means apresentou uma separacao dos

grupos, seguindo a classificagdo observada na literatura °%127:19°

, com pequenas ressalvas de
agrupamento de algumas moléculas em outros grupos. A Tabela 3 mostra a organizagdo dos
resultados dos agrupamentos obtidos da PCA (Figura 11). Os agrupamentos obtidos pelo
algoritmo de K-means indicam a divisdo das moléculas em quatro grupos como observado na
literatura ?>127:19,

O grupo 3 corresponde aos ligantes de referéncia AR231453 e MBX2982 apresentaram

64

~



separagdo em relacdo ao ligante CP55940. Observamos que apenas o descritor de menor carga,
apresentado na Tabela 1, apresenta similaridade entre os ligantes AR231453 e MBX2982 ¢ o
CP55940. O que pode ter levado a separacdo evidenciada pela PCA e o K-means. Desta forma,
o grupo 3 tem uma consideravel diferenca em relacdo as demais moléculas estudadas.

O grupo 1 corresponde aos endocanabinoides. Assim como o observado com o grupo 3,
o grupo 1 apresentou distdncia das demais moléculas estudadas, efeito da consideravel
diferenca em relacdao aos descritores estudados. As moléculas CP55940, CBDA ¢ CBT estao
classificadas no grupo 1, apesar de serem encontradas na literatura como um ligante baseado
no A’ -THC e dois canabinoides. O modelo apresenta distingdo perceptivel entre o LPI e os
demais membros do grupo 1, indicando a maior similaridade das moléculas CP55940, CBDA,
CBT, anandamida e 2-AG com os grupos 2 e 4 (por proximidade), que sdo compostos por

canabinoides e analogos de canabinoides.

Tabela 3. Agrupamento das moléculas estudadas a partir do algoritmo K-means utilizando os dados
obtidos pela PCA.

Grupo Molécula

Anandamida, LPI, 2-AG, CP55940, CBDA e CBT

desmodianona A (R), desmodianona D B, CBE, D9-THC,
DS8-THC, CBL, CBD, CBND, CBF, CBG, CBN, CBC,
CBCA e THCV

AR231453, MBX2982

70b, 69a, glepidotin c, araphyn-1, radulanina A, radulanina A

B, radulanina H, radulanina H B, radulanina I, radulanina I B,

radulanina K, radulanina K B, 6-metiltetrapterol A, desmodi-

anona A B (R), desmodianona A B (S), desmodianona D, des-
modianona E, desmodianona E B

O grupo 2 aglomerou o conjunto das moléculas canabinoides. Entretanto, apresenta uma
realocacao dos analogos de canabinoides: desmodianona A (R) e desmodianona D B. Assim, o
modelo descreve a similaridade entre os canabinoides e seus analogos, evidenciado pela
pequena distancia entre os grupos 2 e 4. Outro ponto de interesse foi a separagdo dos
endocanabinoides e do CP55940 no grupo dos canabinoides, apesar da proximidade obtida,
indicando que os descritores selecionados retém os aspectos que correlacionam estas moléculas.

O grupo 4 converge as moléculas que compdem os grupos dos andlogos de

canabinoides, incluindo as moléculas que compdem o grupo dos supostos canabinoides. Este
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agrupamento indica que a similaridade encontrada nos descritores eletronicos que correlaciona
tais moléculas, também aproxima de forma relevante as moléculas do grupo 3 com as moléculas
no grupo 2, composto principalmente pelos canabinoides.

Para além da relagdo de analogia, observamos que estas moléculas apresentam distancia
significativa dos grupos 1 e 3, evidenciando a diferenca das propriedades de estrutura
eletronica. A relagdo de proximidade entre o grupo 1 com os grupos 2 e 3, indica que os
canabinoides e analogos de canabinoides apresentam relativamente maior similaridade com o
CP55940 e os endocanabinoides que os demais ligantes de referéncia. Portanto, podemos
esperar que apresentem resposta para os alvos CB; e CB2, nos quais o0 CP55940 esta presente
na estrutura cristalografica dos cristais 6KQJ e 8GUR.

Com relagdo aos dados da PCA, podemos observar que as cargas atdmicas t€ém maior
contribuigdo para a formagao do grupo 1. Os orbitais de fronteira contribuem significativamente
para a classificacdo destas moléculas. Os orbitais HOMO contribui para o deslocamento do
grupo 1 no sentido negativo do eixo da PC2, fornecendo peso para a classificagao do grupo 1
em relacdo aos outros grupos. Enquanto que, os orbitais LUMO contribuem também
significativamente, deslocando o grupo 3 no sentido positivo na PC1, levando a divergéncia do
grupo 4 entre os demais grupos. Dentre os descritores derivados do orbital HOMO, o descritor
de eletronegatividade apresentou a maior significancia para a formagdo das PCs. Apresenta
grande contribuicdo, deslocando os grupos 1 ¢ 4 no sentido negativo na PC1. Desta forma,
selecionamos os descritores cargas atomicas, HOMO, LUMO e eletronegatividade para

aprofundar a discussdo dos ligantes.

5.1.1 Ligantes de referéncia

Como sugerido na andlise de PCA, o ligante de referéncia CP55940 apresentou
diferencas consideraveis nas propriedades de estrutura eletronica em relacdo aos ligantes
AR231453 e MBX2982, assim realizamos andlises separadas do CP55940 e conjunta para os
ligantes AR231453 e MBX2982.

CP55940

A Figura 12 apresenta os resultados da estrutura otimizada CP55940, assim como as
cargas atomicas e o mapa superficial de potencial eletrostatico molecular (MEP), que indica as
regides com maior possibilidade de interacdo onde as regides coloridas em azul representam

menor densidade eletronica, e regides coloridas em vermelho indicam maior densidade
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eletronica na regido ou sob o atomo.
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Figura 12. Molécula CP55940: (a) Estruturas 2D; (b) mapa de distribuicio de cargas do tipo ChelpG
(valores em u.a.); (c) mapa de potencial eletrostatico, valores em kcal/mol.

Os atomos com carga neutra sio indicados pela cor verde na Figura 12b, a maior parte
da molécula ndo apresenta muitos atomos com carga muito alta, sendo representado em sua
maioria pela cor verde. A cadeia alifatica, composta pelos 4&tomos 1 ao 9, € a regido da molécula
com maior indice hidrofébico, como esperado. O heteroatomo com maior carga estd localizado
no grupo hidroxila (oxigénio O25), apresentando carga de -0,93 u.a. Entretanto, observamos
que os hidrogénios ligados aos oxigénios 025 e 026 apresentam as maiores cargas positivas na
molécula (0,50 v.a. e 0,47 u.a.) . Assim, indicando as regides hidrofilicas, como a por¢do com
os hidrogénios mais acidos da molécula.

O MEP para o CP55940, indica que a cadeia alifatica apresenta pequena densidade
eletronica. Portanto, apresenta baixo potencial de interacao (2,51 kcal/mol) corroborando o
observado na andlise de cargas desta molécula. Entretanto, 0 MEP mostra além da analise das
cargas, como a por¢ao da molécula referente ao anel aromético densidade eletronica de -16,32
kcal/mol.

Corroborando com as cargas dos hidrogénios mais 4cidos, a porcdo com maior
densidade eletronica presente no ligante condiz com os terminais OH do O25 e O26 presentes
na cadeia alifatica e no anel de ciclohexano (-35,14 e -38,91 kcal/mol) onde ambos os
hidrogénios mais acidos apresentam densidade eletronica similar (34,52 kcal/mol), indicando
que ambas as regides sdo potenciais sitios de interagdes de hidrogénio. O MEP forneceu
informacdes significativas para a compreensao da convergéncia de similaridade do CP55940
com os endocanabinoides e os grupos 2 e 3 apresentados na PCA.

Na sequéncia, seguimos para os descritores dos orbitais moleculares de fronteira,
indicados como significativos para a formacao de grupos pela PCA. A Tabela 4 apresenta os
resultados dos orbitais de fronteira B3LYP/6-311+G(d,p) para as moléculas que serdo

discutidas na parte de estrutura eletronica, selecionadas a partir dos resultados de PCA. As
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demais moléculas podem ser encontradas nas Tabelas 9 e 10 do Apéndice no final deste

trabalho.

Tabela 4. Resultados dos orbitais de fronteira dos ligantes selecionados valores em kcal/mol.

Ligantes HOMO LUMO Gap
CP55940 -139,93 -7,24 132,69
AR 231453 -131,98 -30,58 101,40
MBX2982 -155,36 -65,79 89,57
2-AG -149,42 -3,29 146,13
Anandamida -150,93 -5,48 145,45
LPI -174,61 -5,43 169,19
A% -THC -138,04 -4,42 133,61
CBL -138,16 -4,68 133,48
THCV -137,61 -4,91 132,70
Radulanina I -129.81 -39,75 90,07
Radulanina I B -138,64 -12,17 126,47
70b -129,33 -39,74 89,59
69a -128,82 -44,74 84,07
6-metiltetrapterol A -139,16 -39,84 99,32
Desmodianona E -137,95 -38,68 99,27

A Figura 13 apresenta os orbitais HOMO e LUMO localizados na fung¢do fenol, parte

central da molécula.

a)

-139,93 kcal/mol -7,24 kcal/mol

Figura 13. CP55940, distribuicao dos orbitais moleculares: (a) HOMO e (b) LUMO.
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A regido onde os orbitais de fronteira estdo distribuidos, se sobrepdem nos dtomos da
funcao fenol (atomos C9, C10, C11, C12, C22 e C23), parte da por¢do central da molécula. A
sobreposi¢cdo dos orbitais HOMO e LUMO, presentes no CP55940, ¢ observada como uma
possivel tendéncia para a divisdo das moléculas dos grupos 2 ¢ 4 na PCA, j& que esse
comportamento nao foi verificado para os outros ligantes (descritos nos proximos topicos). O
gap para a molécula ¢ de 132,69 kcal/mol, um valor intermedidrio dentre o conjunto de
moléculas estudado (Tabela 4).

Utilizamos dos indices quantitativos da Teoria de Funcional da Densidade Conceitual
(CDFT), com os estudos dos indices de reatividade de Fukui para a localizagdo das possiveis
regides reativas. O foco ¢é tratar as regides que irdo sofrer o ataque eletrofilico, logo as regides
com menor eletronegatividade, através da funcdo f~ , Figura 14 (imagens renderizadas das

funcdes f * e £, que indicam ataques nucleofilicos e ataques radicalares, estdo disponibilizadas
no Apéndice).
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Figura 14. Representacio dos indices de Fukui f~ com seus respectivos valores de CDFT em u.a. para a
molécula CP55940.

As isosuperficies do indice f~ indica potencial para sofrer ataque eletrofilico na regido
do anel aromatico, com distribui¢ao uniforme nas regides dos atomos de carbono C9, C10, C12
e C21 com o intervalo de 0,0840 u.a. a 0,0954 u.a. (Figura 14). O maior potencial de regides
suscetiveis a ataques eletrofilicos nesta molécula corresponde a regido onde estdo localizados
os orbitais de fronteira (HOMO e LUMO), seguindo a tendéncia apresentada para a divisdo das

moléculas dos grupos 2 ¢ 4.
AR231453 e MBX2982

As moléculas AR231453 e MBX2982, Figura 15, s3o integrantes do grupo 3 e apresentaram

diferencas significativas nos descritores eletronicos quando comparadas com o CP55940.
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Figura 15. Moléculas AR231453 (a, b, c) e MBX2982 (d, e, f): (a, d) estruturas 2D, (b, ¢) mapa de distribuiciao
de cargas do tipo ChelpG (valores em u.a.), (¢, f) mapa de potencial eletrostatico, valores em kcal/mol.

Em relagdo aos descritores de cargas atdmicas observamos que o heterodtomo com
maior carga esta localizado no grupo pirimidina, em atomos de nitrogénio, onde observamos as
cargas de -0,92 u.a. e -0,86 u.a. O AR231453 apresentou a carga do hidrogénio mais acido,
maior que o observado para o MBX2982, 0,46 u.a. e 0,23 u.a., enquanto que, o segundo
hidrogénio mais acido apresentou pouca diferenca, 0,20 u.a. e 0,18 u.a. Entretanto, em ambas
as moléculas, estao localizados nos grupos centrais, apresentando distancias proximas a 5,00
A. As moléculas possuem maior por¢io hidrofobica, entretanto podemos perceber que as
porcdes hidrofilicas, correspondentes a &tomos com carga, sdo superiores as observadas para o
CP55940.

O MEP do MBX2982 sugere que a regido de maior densidade eletronica da molécula
esta localizada na regidao do anelo tetrazol entre os atomos N28 e N29, -41,54 kcal/mol e -47,13
kcal/mol, respectivamente. A regido de menor densidade eletronica corresponde a localizagao
do hidrogénio ligado ao atomo de carbono C23, 35,89 kcal/mol. O MEP desta molécula
apresenta apenas uma regido com alta densidade eletronica, assim como a tendéncia da
molécula apresentar menor densidade eletronica, regidoes mais azuladas. Este perfil de
densidade diverge do observado para o CP55940. Assim, observamos que o MEP indica um
novo perfil com maior densidade eletronica, no geral, o qual diverge do observado para o
CP55940, indicando que as moléculas que integram o grupo 3 da PCA apresentam diferencas

eletronicas dos outros grupos.

70



A molécula AR231453 apresenta a sobreposicdo dos orbitais de fronteira na parte

central da molécula, indicando que esta regido apresenta alta tendéncia de interacdo, Figura 16.

b)

r
-
N

-30,58 kcal/mol

-155,36 kcal/mol -65,79kcal/mol

Figura 16. Moléculas AR231453 e MBX2982, distribuicdo dos orbitais moleculares: (a, c) HOMO, e (b, d)
LUMO.

A molécula apresenta maior tendéncia de interacdo por meio de doagdo de elétrons,
evidenciada pela energia do orbital HOMO, -131,98 kcal/mol. Entretanto, para a molécula
MBX?2982, o orbital HOMO, energia de -155,36 kcal/mol, esta localizado na fung¢ao pirimidina.
Ja o orbital LUMO esta localizado nos anéis benzénico e tetrazol. A localiza¢do dos orbitais de
fronteira ndo se sobrepdem e indicam duas possiveis regides de intera¢do. A localizagdo dos
orbitais em diferentes pontos, observada para a molécula MBX2982, sugere que os descritores
de orbitais de fronteira auxiliam na divisao dos grupos, pois no AR231453 ¢ o maior dos grupos
2 e 3, comparado com o observado para 0 MBX2982. As moléculas apresentaram tendéncia de
reatividade no gap de 10,40 e 89,57 kcal/mol, similar ao observado pelo CP55940.

A fungdo f~ para o AR231453, Figura 17, indica alta sucessibilidade para ataques
eletrofilicos, presente na regido do grupo nitropirimidina principalmente sobre os d&tomos C19,
033 e 024 (0,0778 wu.a., 0,0577 uv.a. e 0,0697 u.a.). Também podemos observar alta
sucessibilidade para ataques eletrofilicos nos 4atomos de nitrogénios presentes nas funcdes

amina, N27 0,0607 u.a., e piperidina, N24 0,0449 u.a.
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Figura 17. Representacio dos indices de Fukui f~ com seus respectivos valores de CDFT em u.a. para as
moléculas AR231453 (a) e MBX2982 (b).

A fun¢do f~ do MBX2982 demonstrou alta sucessibilidade para ataques eletrofilicos
na fungdo pirimidina, no atomo C13, N25 e N26, 0,0640 u.a., 0,0457 u.a. e 0,0461 u.a. Por
final, a fun¢do piridina apresentou a regido com a maior alta sucessibilidade para ataques

eletrofilicos no atomo N1 ( 0,0959 u.a.).

5.1.2 Endocanabinoides

A Figura 18 apresenta a estrutura das moléculas 2-AG, anandamida e LPI trazendo a
distribui¢do de cargas observada e MEP. Seguindo o perfil de lipideos, as moléculas de
endocanabinoides apresentam uma cadeia polar na parte superior da molécula seguida de uma
cadeia apolar (Figura 18). Assim, o momento de dipolo supera 5,00 Debye indicando alta
tendencia de polarizagdo das moléculas, ja esperado pela estrutura com dipolo estabelecido em
uma das extremidades das moléculas. Comparando os endocanabinoides com os canabinoides
e seus analogos, observamos que esta classe de moléculas mostrou o maior valor de dipolo entre

as demais classes aqui estudadas.
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Figura 18. Moléculas 2-AG, anandamida e LPI. (a, ¢, ¢) Mapa de distribuicao de cargas do tipo ChelpG
(valores em u.a.), (b, d, f) mapa de potencial eletrostatico, valores em kcal/mol.

Os endocanabinoides 2-AG e anandamida apresentam atomos de oxigénio como o
heteroatomo de maior carga, -0,86 u.a. e -0,84 u.a respectivamente. Como esperado, a regido
polar da molécula corresponde a regido dos &tomos com maior carga, indicando alta tendencia
a hidrofilicidade. Os hidrogénios mais acidos sdo aqueles pertencentes a funcao hidroxila,
adicionalmente para o 2-AG na fungdo amina. As cargas observadas para estes hidrogénios
variam de 0,37 u.a. a 0,53 u.a., similar ao observado para o CP55940 e alguns canabinoides. As
cargas dos hidrogénios indicam convergéncia entre as moléculas que compdem os grupos 1, 2
e 4 na PCA, assim como a divergéncia com relacdo ao grupo 3.

Assim como as cargas, a distancia entre os hidrogénios mais acidos tem similaridade

entre as moléculas 2-AG e anandamida com as moléculas do grupo dos canabinoides, distancia
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H-H de 4,46 A a 5,59 A. Entretanto, observamos que a molécula LPI apresentou distincia H-H
de 7,50 A, indicando diferenga do perfil encontrado para as outras moléculas do grupo 1. A
localizagdo das cargas relatadas evidencia a separagao da parte hidrofilica e hidrofébica destas
moléculas, contrastando com o perfil encontrado com o CP55940.

Por meio da andlise do MEP (Figura 18), observamos que as cadeias alifaticas das
moléculas do grupo 1 se mostram mais hidrofobicas, semelhante ao perfil observado para o
CP55940. As regides com maior densidade eletronica destas moléculas encontram-se nas
regides do grupo fosfato e das fungdes cetona e hidroxila, -44,53 kcal/mol, -57,73 kcal/mol e -
37,65 kcal/mol, indicando que as moléculas 2-AG e anandamida seguem a tendéncia de duas
regides de interagdo, enquanto que o LPI apresenta mais de duas regides.

A Figura 19 apresenta as energias dos orbitais moleculares para os endocanabinoides,

os valores utilizados estao disponibilizados nas Tabelas 9 ¢ 10 do Apéndice.

Energia dos orbitais moleculares dos endocanabinoides

Homo-6 Homo-5 Homo-4 Homo-3 Homo-2 Homo-l Homo Lumo Lumo+l Lumo+2 Lumo+3 Lumo+4 Lumo+5S Lumo+6
20,00

E—
—

-20,00

——Anandamida
-10000 —2AG
—LPI

Kcal/mol

-140000
-180000

11000

Figura 19. Distribui¢do de energia dos orbitais moleculares (HOMO-6 a LUMO+6) calculados para os
endocanabinoides.

Os endocanabinoides ndo apresentaram energia do orbital HOMO superior ao
observado para as outras moléculas. A energia do orbital HOMO contribui para a formacao do
grupo 1, grupo dos endocanabinoides, e diferenciacao dos grupos 2 e 4, grupo dos canabinoides
e andlogos de canabinoides, indicando um descritor importante para a compreensao destas
moléculas.

A energia do orbital de fronteira LUMO apresentou maior similaridade nas moléculas
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do grupo, com energia variando de -3,29 kcal/mol a -5,48 kcal/mol, assim como a similaridade
com o orbital LUMO apresentado pelo CP55940, indicando um fator de convergéncia do grupo
1 na PCA. Em seguida, realizamos a localizagao dos orbitais de fronteira e disponibilizamos na

Figura 20.
b)

-174,61 kcal/mol

-5,43 kcal/mol

Figura 20. Moléculas 2-AG, anandamida e LPI, distribuicao dos orbitais moleculares: (a, ¢, ¢) HOMO e (b,
d, f) LUMO.

Apesar da molécula de 2-AG e anandamida apresentarem energias dos orbitais de
fronteira similares ao CP55940, apenas a anandamida apresentou a localizacdo dos orbitais
HOMO e LUMO (Figura 23), na mesma regido encontrada no CP55940. A anandamida
apresenta a localizacdo dos orbitais HOMO e LUMO na porcdo apolar da molécula,
especificamente na cadeia alifitica na regifio de carbonos com hibridizagio do tipo sp?.

Os indicies de Fukui indicaram que os endocanabinoides apresentaram maior
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sucessibilidade para ataques eletrofilicos na por¢ao polar da molécula, Figura 21.
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Figura 21. Representaciio dos indices de Fukui f~ com seus respectivos valores de CDFT em u.a. para as

moléculas 2-AG (a), anandamida (b) e LPI (c).

5.1.3 Canabinoides

O grupo de canabinoides estudado ¢ composto por representantes de diferentes

subclasses de fitocanabinoides, indicando diferengas estruturais como observado para os

representantes THCV, CBDA e CBCA, conforme ilustrado na Figura 6. O grupo de moléculas

canabinoides apresenta, em sua maioria, atomos com distribui¢ao de carga neutra, evidenciando

o carater hidrofobico predominante dessas moléculas. Para ilustrar essa tendéncia, foram

selecionados os compostos THCV, A-THC e CBL, cujos mapas de distribui¢do de carga estio

representados na Figura 22. Observa-se que a cadeia alifatica com 5 carbonos mantém carga

neutra, reforgando o perfil hidrofébico tipico do grupo.
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Figura 22. Moléculas THCV, A-THC e CBL: (a, d, g) Estruturas 2D; (b, e, h) mapa de distribuicio de
cargas do tipo ChelpG (valores em u.a.); (c, f, i) mapa de potencial eletrostatico, valores em kcal/mol.

Os heteroatomos localizados no grupo funcional hidroxila das moléculas canabinoides
destacam-se como os centros com maior carga negativa. Os atomos de oxigénio 02, Ol e O4
constituem os centros com maior carga negativa (-0,72 u.a., -0,73 u.a. e -0,69 u.a.), THCV, A%-
THC e CBL respectivamente.

Para o MEP (Figura 22) destes compostos observamos que a regido da cadeia alifatica
apresenta densidade eletronica intermedidria nas moléculas, 2,51 kcal/mol, 1,13 kcal/mol e -
2,51 kcal/mol. As regides dos grupos metilas seguem o observado para as regides alifaticas
apresentando baixa densidade eletronica e maior potencial aceptor, 12,55 kcal/mol, 14,43
kcal/mol e 6,28 kcal/mol. Destaca-se neste grupo a molécula do THCV, no qual a regido com
maior potencial de intera¢ao condiz com a regido de menor densidade eletronica indicando que
aregido da hidroxila apresenta tendéncia para interagdes de hidrogénio mais forte que a regido
do grupo dimetilpirano.

Apesar do observado para estes trés ligantes, observou-se excec¢ao para a molécula de
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CBDA, cuja regido de maior densidade eletronica se encontra sobre o atomo de oxigénio
localizado no grupo 4cido carboxilico, -40,79 kcal/mol. A regido com maior potencial de
interacdo no CBDA seria a regido de maior densidade eletronica. As demais moléculas dos
canabinoides seguiram a tendéncia de localizacdo de densidade eletronica e tendéncia de
regides com potenciais de interagdo descritas para a molécula do THCV.

A Figura 23 apresenta o perfil de energia dos orbitais moleculares para as moléculas
canabinoides (valores utilizados estao disponibilizados nas Tabelas 9 e 10, Apéndice). O grupo
dos canabinoides apresentaram o maior intervalo entre os orbitais HOMO-6 a LUMO6,

variando de -204,12 kcal/mol a 14,31 kcal/mol, com a molécula CBG apresentando o orbital

HOMO-6 com maior energia.

Energia dos Orbitais moleculares dos Canabinoides

Homo-6 Homo-5 Homo-4 Homo-3 Homo-2 Homo-l Homo Lumo Lumotl Lumot? Lumot+3 Lumo+4 Lumo+5 Lumot6
20,00

20,00

60,00

Kcal/mol
&
g

14000

18000

1000

+CBE -+D9-THC -«D3THC -+CBL -=CBD -=CBND --CBT -=CBF -w(CBG —+CBN -=«CBC ---CEDA -+CBCA THCV

Figura 23. Distribuicio de energia dos orbitais moleculares (HOMO-6 a LUMO+6) calculados para os
canabinoides.

Com relacdo aos orbitais de fronteira, as moléculas do grupo do canabinoides
apresentaram a tendéncia de energia em torno de -137,97 kcal/mol para o orbital de fronteira
HOMO, no qual observamos a exce¢ao para a molécula CBDA apresentando, -146,81 kcal/mol.
Este dado corrobora para o agrupamento do CBDA no grupo 1 da PCA, indicando que, neste
caso, o descritor relacionado ao orbital HOMO possibilita a dispersao das moléculas.

O orbital de fronteira LUMO apresentou maior variagdo de energia em comparagao ao
orbital HOMO, -37,98 kcal/mol a -4,42 kcal/mol. A tendéncia observada no orbital LUMO
pelos canabinoides A’-THC, A®-THC, CBL, CBD, CBND e THCV ¢ similar a energia

78



observada pelos endocanabinoides. Indicado que o orbital LUMO converge para a formagao do
grupo 2, grupo dos canabinoides, com aproximac¢do das moléculas endocanabinoides.
Entretanto, propicia a divergéncia com o grupo 3, grupo dos analogos de canabinoides.

O gap calculado para o grupo dos canabinoides varia entre 98,60 kcal/mol e 134,71
kcal/mol, CBCA e CBD. A Figura 24 apresenta a localiza¢ao dos orbitais HOMO e LUMO nas
moléculas THCV, A*-THC e CBL.

a)

9
-137,61 kcal/mol -4,91 kecal/mol

-138,16 kcal/mol -4,68 kcal/mol

Figura 24. Distribui¢iio dos orbitais moleculares das moléculas THCV, A.-THC e CBL: (a, ¢, ¢) HOMO, e
(b, d, f) LUMO.

Para cada molécula mostrada na Figura 24, os orbitais HOMO e LUMO encontram-se
em regides diferentes, mas todos no centro da molécula. Entretanto, o THCV, A%-THC e CBL
apresentam a localiza¢dao do orbital HOMO no grupo resorcinol e do orbital LUMO sobre os

grupos isoprenil e resorcinol. Os orbitais de fronteira para as demais moléculas canabinoides
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segue a tendéncia observada para as moléculas THCV, A8-THC e CBL indicando um fator de

convergéncia para o grupo.
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Figura 25. Representacio dos indices de Fukui f~ com seus respectivos valores de CDFT em u.a. para as
moléculas THCV (a), A-THC (b) e CBL (c).

Os indices de Fukui relacionados com a fun¢do f~ dos canabinoides, Figura 25,
apresentaram a sucessibilidade de ataque eletrofilico sobre o grupo resorcinol, assim como nos
grupos de isobutano e hidroxila com ressalva para as funcdes acido carboxilico em moléculas
acidas. As cadeias alifaticas dos canabinoides CBC, CBG, CBCA apresentaram sucessibilidade

para ataques eletrofilicos como observado para o endocanabinoide 2-AG.

5.1.4 Analogos do CBG

Observamos uma pequena divisdo estrutural, formando trés grupos dentro dos analogos
de CBG (ver Figura 8). Os trés grupos apresentam nas suas moléculas estruturas de grupos
benzeno-1,3-diol, (Z)-3-Methyl-5,6-dihydro-2H-1-benzoxocin-7-ol e la-methyl-1a,6b-
dihydro-1H-cyclopropa[b]benzofuran-6-ol. Apesar, destas diferencas os resultados observados
no estudo de PCA indicaram semelhancas nas moléculas estudadas.

Selecionamos os representantes radulanina I e radulanina I B para estudar a tendéncia
observada no grupo dos analogos de CBG em relagdo as cargas atomicas ¢ MEP (Figura 26). O
grupo apresenta moléculas com a maioria dos 4tomos com carga neutra com contribui¢ao do
grupo etilbenzeno e estireno, esta caracteristica colaboram para o potencial apolar da molécula

no grupo assim como a tendéncia hidrofobica como observada para os canabinoides.
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Figura 26. Moléculas radulanina I e radulanina I B: (a, d) estruturas 2D, (b, ¢) mapa de distribuicio de
cargas do tipo ChelpG (valores em u.a.), (¢, f) mapa de potencial eletrostatico, valores em kcal/mol.

A radulanina I e radulanina I B tem no heterodtomo O1 a maior carga, -0,70 u.a. e -0,71
u.a., € nos atomos de hidrogénios mais proximos do atomo O1 correspondem aos hidrogénios
com maior carga, estes atomos estao localizados nos grupos fenolicos. O CBG sera considerado
como a molécula canabinoide de referéncia para este grupo. Um ponto interessante € que o
heteroatomo de maior carga da molécula de CBG, de -0,66 u.a., tem menor carga que a média
dos heteroatomos de maior carga das moléculas do grupo.

As moléculas radulaninas I e radulaninas I B apresentam as regides com menor
densidade eletronica. Provavelmente, o efeito de ressonancia afeta a densidade eletronica da
molécula, diminuindo da densidade presente no grupo hidroxila de respectivamente 47,07
kcal/mol para 44,56 kcal/mol. A maior parte das demais moléculas dos andlogos de CBG
apresentam perfil semelhante ao encontrado na radulanina I e radulanina I B.

Entretanto, a regido com maior € menor densidade eletronica nas moléculas de araphyn-
1 e glepidotin C contrastam ao observado para a radulanina I e radulanina I B. Estando ambas
as regides localizadas nos grupos hidroxila. De forma geral, os andlogos de canabinoides
apresentaram perfil de densidade eletronica com duas regides propicias para a realizagao de

ligacdes de hidrogénio, similar ao CP55940 e as canabinoides, contribuindo para a
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convergéncia dos grupos. A Figura 27 apresenta as energias dos orbitais moleculares para as

moléculas andlogas de CBG, os valores utilizados estao disponibilizados nas Tabelas 9 e 10 do

Apéndice.
Energia dos orbitais moleculares dos analogos de CBG
Homo-6 Homo-5 Homo-4 Homo-3 Homo-2 Homo-1 Homo Lumo Lumo+l Lumo+2 Lumo+3 Lumo+4 Lumo+5 Lumo+6
20,00
0,00
——Glepidotin C
-60,00 —+—Araphyn-1
——Radulanin A
e —~-Radulanin AB
8 0000 ——Radulanin H
i ——Radulanin HB
g ~—Radulanina I
——Randulanin I B

-140,00 —+—Radulanina K

——Radulanina K B

-180,00

22000

Figura 27. Distribui¢do de energia dos orbitais moleculares (HOMO-6 a LUMO+6) calculados para os
analogos do canabigerol.

A energia dos orbitais no intervalo entre os orbitais HOMO-6 a LUMO+6, varia de -
202,42 kcal/mol a 13,49 kcal/mol, enquanto que, o CBG apresenta uma varia¢ao de -204,12 a
6,14 kcal/mol. Mas, excluindo o LUMO, neste grupo cada orbital molecular apresenta uma
variagdo de no maximo aproximadamente 10 kcal/mol. Deste grupo, a molécula araphyn-1
apresentou o orbital HOMO-6 com menor energia -202,42 kcal/mol. O orbital de fronteira
HOMO para o grupo apresentou a variacdo de 10 kcal/mol em relagdo ao orbital HOMO da
molécula CBG, -139,07 kcal/mol, indicando que os orbitais HOMO dos analogos possuem
pouca variacdo em relacdo a molécula de referéncia. Esta pequena variagdo no orbital HOMO
contribuiu para a convergéncia das moléculas canabinoides e analogas, grupo 2 e 3, no eixo da
PC2 assim como a divergéncia dos analogos de canabinoides e ligantes de referéncia, grupo 3
e 4, no eixo da PC1.

O orbital de fronteira LUMO apresentou maior variagdo de energia em comparacao ao
orbital HOMO, -47,63 kcal/mol a -12,50 kcal/mol. As varia¢des de energia observados para os
analogos de CBG seguem a mesma tendéncia observada para o grupo dos canabinoides.
Observamos que estd variagdo contribuiu para a classificacdo da radulanina K como um
canabinoide, ou seja, grupo 2.

O gap calculado para os andlogos de CBG variou entre 86,47 kcal/mol e 131,27
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kcal/mol, para as moléculas araphyn-1 e radulanina A B, respectivamente. Este baixo valor de
gap sugere que as moléculas desta classe apresentam a maior reatividade entre as moléculas
estudadas e maior reatividade que a molécula CBG, 130,92 kcal/mol. A Figura 28 apresenta a

localizacao dos orbitais HOMO e LUMO nas moléculas radulanina I e radulanina I B.

a)

? -138,64 kcal/mol ? -12,17 keal/mol

Figura 28. Moléculas radulanina I e radulanina I B, distribuicao dos orbitais moleculares: (a, c) HOMO, e
(b, d) LUMO.

Na radulanina I e radulanina I B, a localizacdo do orbital HOMO e¢ LUMO se
complementam, com pequenas variagdes.

Os estudos dos indices de Fukui, Figura 29, indicam que a ressonancia presente nos
ané€is aumenta a tendéncia de ataques eletrofilicos. Observamos que tendencia de reatividade

aumentava correspondente a ressonancia nas moléculas.
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Figura 29. Representacio dos indices de Fukui f~ com seus respectivos valores de CDFT em u.a. para as
moléculas radulanina I (a) e radulanina I B (b).

A funcdo f~ da radulanina I demonstrou a baixa sucessibilidade da molécula para
ataques eletrofilicos. As principais regides suscetiveis estdo localizadas nos atomos C4, C5, C8

e Cl15, 0,0524 uv.a., 0,0681 u.a., 0,0672 v.a. ¢ 0,0615 u.a. Analogos de CBC

5.1.5 Analogos do CBC
As duas moléculas que compdem o grupo de analogos do CBC (Figura 30)

compartilham semelhangas de propriedades com a molécula canabinoide CBC, por

apresentarem o grupo metilcromeno em suas estruturas.
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Figura 30. Moléculas 69a e 70b: (a, d) Estruturas 2D, (b, ¢) mapa de distribuicdo de cargas do tipo
ChelpG (valores em u.a.), (¢, f) mapa de potencial eletrostatico. Valores em kcal/mol.

Assim como 0s outros grupos, as moléculas 69a e 70b apresentam a maior parte com
carga neutra (Figura 30), evidenciando a caracteristica hidrofébica. Os hidrogénios com
maiores cargas na molécula 69a e 70b estdo localizados nos grupos hidroxila e cromeno
apresentando cargas similares em ambas as moléculas. A diferencga estrutural destas moléculas
nao altera o perfil eletronico do grupo. Os resultados indicam que as semelhancas observadas
nos parametros eletronicos assemelham os analogos de CBC com o CBC, e consequentemente,
com o perfil dos canabinoide, como observado para os outros analogos.

De acordo com o MEP, a regido do oxigénio do grupo hidroxila apresenta alta densidade
eletronica, superior a regido do oxigénio do grupo cromeno para a molécula 69A, -25,10
kcal/mol e -21,34 kcal/mol. Este comportamento ¢ invertido na molécula 70b, -19,52 kcal/mol
e -24,46 kcal/mol.

Assim como o observado para os outros analogos, os analogos de CBC seguem o perfil
de densidade eletronica com duas regides com alta densidade eletronica, similar ao grupo dos
canabinoides. A Figura 31 apresenta as energias dos orbitais moleculares para os andlogos de

CBC, os valores utilizados estdo disponibilizados na Tabela 10 do Apéndice.
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Energia dos orbitais moleculares dos analogos de CBC

Homo-6 HomoS5 Homo4 Homo-3 Homo2 Homol Homoe Lumo Lumo+l Lumo+2 Lumo+3 Lumo+4 Lume+5 Lumo+6
20,00

-20,00

-100,00

Kcal/mol

-140,00

-180,00

-220,00
—=—T70b —+—69a ——Canabichromeno (CBC)

Figura 31. Distribuicio de energia dos orbitais moleculares (HOMO-6 a LUMO+6) calculados para os
analogos do canabicromeno.

O grupo dos andlogos de CBC apresentaram o intervalo entre os orbitais HOMO-6 a
LUMO++6, variando de -203,21 kcal/mol a 11,49 kcal/mol. O orbital de fronteira HOMO dos
analogos de CBC apresentou a tendéncia de energia similar ao observado para o CBC
(HOMO=-133,17 kcal/mol e LUMO=-24,06 kcal/mol), enquanto o orbital LUMO apresentou
menor energia que o encontrado no CBC. Assim, o gap (Arom) dos analogos, 89,59 (70b) e
84,07 (69a) kcal/mol, ¢ menor que o observado para o CBC, de 109,11 kcal/mol. Indicando que
os analogos de CBC apresentam maior reatividade que o CBC. A Figura 32 apresenta a

localizag@o dos orbitais HOMO e LUMO nas moléculas 69a e 70b.

Figura 32. Moléculas 69a e 70b, distribuicdo dos orbitais moleculares: (a, c) HOMO, e (b, d) LUMO.
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Novamente, os orbitais se complementam em sua maior parte, no 69a e 70b. O orbital
HOMO na molécula 69A esta localizado na cadeia alifatica e no grupo cromeno para a molécula
70b. A localizacao do orbital HOMO da molécula CBC se assemelha ao observado para a
molécula 70b.

A fun¢do f~ da molécula 69a demonstrou alta suscetibilidade de ataque eletrofilico no
dihidropirano no atomo C10, 0,0693 u.a. (Figura 33). Para a fun¢do f~ da molécula 70b, uma
baixa suscetibilidade de ataque eletrofilico esta localizada na fungao difenileteno com a regidao
no atomo C15, 0,0405 u.a. Observamos que o atomo O1 e C18 apresentam alta suscetibilidade,
0,542 v.a. e 0,0771 v.a. com a regido do C18 com a maior reatividade. Os analogos de CBC,
seguem o observado para os analogos de CBG, onde o perfil eletronegativo diverge estas

moléculas dos canabinoides.
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Figura 33. Representacio dos indices de Fukui f~ com seus respectivos valores de CDFT em u.a. para as
moléculas 69a (a) e 70b (b).

5.1.6 Supostos canabinoides

Os supostos canabinoides apresentam a funcdo dihidroxi-metilcromanona com as
ramificagdes diferente para o grupo das desmodianonas X e desmodianonas X B (X= A, D, E),
apresentados na Figura 8. Estas moléculas apresentam a maioria dos atomos com carga neutra,
evidenciando o cardter hidrofilico. Selecionamos os representantes 6-metiltetrapterol A e
desmodianona E para verificar a tendéncia observada no grupo dos supostos canabinoides. Os
heterodtomos com maior carga observada nas estruturas corresponde ao oxigénio presente na

funcdo cetona com cargas respectivas de -0,74 u.a. e -0,75 u.a.
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Figura 34. Moléculas 6-metiltrapterol A e desmodianona E: (a, d) Estruturas 2D, (b, ¢) mapa de distribuicao
de cargas do tipo ChelpG (valores em u.a.), (c, f) mapa de potencial eletrostatico. Valores em kcal/mol.

Observamos que a carga dos hidrogénios polares e o descritor distincia H-H nos
supostos canabinoides sdo maiores que a observada nos canabinoides. Indicando regides de
interacdo mais distantes que os canabinoides, e, portanto, divergéncia no possivel perfil
farmacoforico.

Na andlise do MEP, a regido localizada no atomo de hidrogénio (H55), presente no
grupo hidroxila, apresenta a menor densidade eletronica no grupo dos supostos canabinoides.
A molécula de 6-metiltetrapterol A, Figura 34c, apresenta a menor densidade eletronica na
hidroxila, localizada na ramificagdo correspondente a molécula CBN e a desmodianona E no
grupo dihidroxi-metilcromanona, Figura 34f. A intensidade apresentada na molécula 6-
metiltetrapterol A € superior que a apresentada na molécula desmodianona E, de 56,48 kcal/mol
e 55,85 kcal/mol, respectivamente.

A presencga do grupo dihidroxi-metilcromanona afeta de diferentes formas a densidade
presente nos hidrogénios polares das ramificagdes similares aos canabinoides. Mostrando neste
grupo uma regido com baixa densidade, nao encontrada nos outros grupos.

A Figura 35 apresenta as energias dos orbitais moleculares para as moléculas
canabinoides, os valores utilizados estdo disponibilizados na Tabela 10, ver Apéndice. O grupo
dos supostos canabinoides apresentaram o intervalo entre os orbitais HOMO-6 a LUMO+6,
variando de -187,03 kcal/mol a 9,26 kcal/mol. Observamos que os supostos canabinoides

apresentam a energia do orbital HOMO similar com o canabinoide correspondente para a
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ramificagcdo em sua estrutura. Como exemplo, a energia do orbital HOMO do 6-metitetrapterol-

A (-139,16 kcal/mol) apresentou similaridade com a energia do orbital HOMO do CBN, 137,01
kcal/mol.

Energia dos orbitais moleculares dos analogos de CBL

Homo-f Homo-5 Homo-4 Home-3 Homo-2 Homo-1 Home Lumo Lumo+]l Lumo+? Lume+3 Lumo+4d Lumo+5 Lume+6
0,00

20,00

—— %
——G-Metiltetrapterol A
==Desmodianone A (K)
——Desmodianone AB (R)
——Dezmodianone AB ()
—Desmodianone D
==Dezmodianone DB
——Desmodianone E
—Desmodianone EB

-100,00

Kcal/mol

140,00
-180,00
Bl

Figura 35. Distribuicio de energia dos orbitais moleculares (HOMO-6 a LUMO+6) calculados para os
supostos canabinoides.

A Figura 36 apresenta a localizagdo dos orbitais HOMO e LUMO nas moléculas
desmodianona E e 6-metitetrapterol-A.
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Figura 36. Moléculas 6-metiltrapterol A e desmodianona E, distribuicdo dos orbitais moleculares: (a, c¢)
HOMO, e (b, d) LUMO.

As moléculas desmodianona E e 6-metitetrapterol-A apresentam a localizagdo do orbital
HOMO nas ramificacdes correspondente a estrutura canabinoide e a localizagdo do orbital
LUMO no grupo dihidroxi-metilcromanona. O 6-metitetrapterol-A que apresenta a estrutura
CBN como ramificacao tem a distribuicdo do orbital HOMO similar a distribui¢ao do orbital
LUMO no CBN. O mesmo comportamento foi observado para as desmodianonas. Sendo assim,
percebemos o contraste de localizacdo dos orbitais HOMO e LUMO entre estes dois grupos.

Os supostos canabinoides apresentaram suscetibilidade de ataque eletrofilico (Figura
37) nas ramificagdes representadas como R; (Figura 8). Nao observamos similaridade nas
tendéncias das fun¢des de Fukui com os outros grupos. A forma f~ para a molécula 6-
metiltrapterol apresenta maior suscetibilidade de ataque eletrofilico no 4&tomo C28, 0,0499 u.a.
assim como suscetibilidade nos atomos C16, C18 e C19, respectivamente 0,0409 u.a., 0,0483
ua. e 0,0397 uva.. A funcdo f~ para a molécula desmodianona E demonstrou menor
suscetibilidade de ataque eletrofilico na regido do grupo dihidroxi-metilcromanona com a

principal regido no atomo C3, 0,0438 u.a.
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Figura 37. Representacio dos indices de Fukui f~ com seus respectivos valores de CDFT em u.a. para as
moléculas 6-metiltrapterol A (a) e desmodianona E (b).

5.2 Aspectos farmacocinéticos (ADMET)

As analises de ADMET foram conduzidas utilizando o software ADMET Lab 3.0. Os
resultados obtidos estdo apresentados em seis categorias para facilitar a andlise: propriedades

fisico-quimicas, absor¢ao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e indicadores toxicoldgicos.

5.2.1 Tendéncia de absorc¢ao

A regra dos 5 de Lipinsky estipula que moléculas que possuam peso molecular (MW)
inferior a 500,00 Da, logaritmo decimal do coeficiente de parti¢do entre a fase octanol/agua
(logP) inferior ou igual a 5,00, nimero de doadores de hidrogénio (nHD) menor ou igual 5 e
numero de aceptores de hidrogénio (nHD) menor ou igual 10 apresentam tendéncia de boa
permeagdo e absorgdo '**. Embora seja uma estimativa bastante usada no desenvolvimento de
novas moléculas com potencial atividade farmacoldgica, os descritores usados podem ser
reavaliados. A Figura 38 apresenta a analise destas propriedades supracitadas com base na regra

dos 5 de Lipinsky. Os dados da anélise estdo disponiveis nas Tabelas 11 e 12.
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Figura 38. Representacio das propriedades do nHD, nHA, peso molecular divido por 100 e logP para
representantes dos grupos estudados com os limites da regra de Lipinsky hachurado.

Os grupos dos canabinoides, analogos de CBC, analogos de CBG, supostos
canabinoides, endocanabinoides e ligantes de referéncia apresentaram a tendéncia de nao
violagdo da regra de Lipinsky para as propriedades MW, nHD e nHA. Desta forma,
apresentaram tendéncia de peso molecular inferior a 500,00 Da, nHD inferior a 4 e nHA inferior
a 8. Observamos que os grupos apresentaram a tendéncia de maior de nHA que nHD.

O grupo dos ligantes de referéncia e analogos de CBC, correspondem ao grupo com
maior e menor quantidade de nHA. Para os nHD, as moléculas do grupo dos endocanabinoides
apresentaram a maior quantidade de doadores, enquanto as moléculas dos analogos de CBC a
menor quantidades de doadores.

A molécula MBX2982 apresentou a violagdo do MW de 515,23 Da e nHA igual a 12.
Observamos que este ligante tem como objetivo farmacologico a a¢do no trato gastrointestinal
com interagdo com o receptor GPR119, portanto nido possui a necessidade de absor¢do pelo
sistema gastrointestinal, com énfase para a baixa tendéncia de absorcao pela via gastrointestinal.
Sendo assim, a violagdo das regras nao altera a possibilidade de interagdo com o alvo desejado.

A molécula LPI apresentou a violagdo da MW de 600,33 Da, nHD igual a 7 e nHA igual

a 12. Estas caracteristicas ndo sdo impeditivas para a funcao fisiologica do LPI considerando

92



que os endocanabinoides ndo apresentam a necessidade de absor¢do por defini¢do. As outras
moléculas ndo apresentaram viola¢do da regra de Lipinsky para o numero de doadores e
aceptores de hidrogénio.

Os grupos dos andlogos de CBC e Canabinoides violam o Log P indicando alta
lipofilicidade, 6,03 e 6,12, respectivamente. Os resultados corroboram com o descrito para a
ma absor¢do do CBD presente em extratos e formulagdes convencionais '°°. Desta forma,
moléculas destes grupos necessitam, em caso de administra¢ao, de formulagdes em nanoescala
como nano emulsdo, micelas e complexagdo para aumento de absor¢ao e concomitante uso de
menor doses 7.

Todas as moléculas estudadas compartilham da tendéncia de maior pKa em meio acido
quando comparado com o pKa em meio basico. Em média, os valores de pKa seguiram a
tendéncia: andlogos de CBC (10,38), supostos canabinoides (9,42), canabinoides (8,85),
ligantes de referéncia (8,41), andlogos de CBG (7,47) e endocanabinoides (6,68). Esta
caracteristica indica que elas apresentaram a forma ionizada em meio &cido. Desta forma,
infere-se que estas moléculas possuem a maior tendéncia de absor¢do em regides da mucosa no

intestino delgado, ambientes que apresentam o pH basico'*®,

5.2.2 Propriedades de distribuicio

Os grupos apresentaram tendéncia de ligacdo as proteinas plasmaticas superior a
85,00% para todos os grupos. A tendéncia de PPB segue a ordem: analogos de CBC (98,16%),
canabinoides (97,98%), analogos de CBG (97,76%), supostos canabinoides (97,18%),
endocanabinoides (96,24%) e ligantes de referéncia (85,69%), Tabelas 11 e 12 (ver apéndice).

A fracao livre (Fu), corresponde ao inverso da tendéncia de interagdo com as proteinas
plasmaticas, as moléculas de todos os grupos apresentaram baixa fragado livre, com Fu < 5,00%,
corroborando para o encontrado para o THC em testes in vivo '*°. O ligante MBX2982 foi o
unico ligante que apresentou a tendéncia de estar com maior fragdo livre no plasma, PPB de
61,76% e Fu de 36,08%.

A alta tendéncia de PPB observada para os grupos indica que o mecanismo de
distribuicdo ocorre pelo plasma por meio da interacdo com a albumina. A baixa tendéncia de
fracdo livre diminui a interagdo off-target no plasma em concentragdo terapéutica. Indicando
que seria necessario alta concentracdo destas moléculas para saturagdo das proteinas
plasmaticas e subsequente interagdo com os alvos de interesse.

Os grupos dos anédlogos de CBC e canabinoides apresentaram a tendéncia de passagem

da barreira hematoencefalica, BBB superior a 50,00%. Os outros grupos apresentaram baixa
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tendéncia de passagem da barreira hematoencefalica, BBB inferior a 50,00%. A passagem da
barreira hemato encefalica ¢ uma caracteristica primordial para a interacdo dos canabinoides
com os receptores CB; e CB, em neurdnios induzido efeitos antinociceptivo 2%,

O logaritmo do volume de distribui¢do no estado de equilibrio (logVDss) indica que as
moléculas dos grupos dos canabinoides e CP55940 apresentaram o volume de distribuicao
superior a 2,81 L/kg indicando a tendéncia de maior distribuicdo em tecidos. Observando a
caracteristica de similaridade com lipideos das moléculas estudadas, os resultados indicam a
deposicao dos canabinoides em células com alta taxa de lipideos como adipocitos, concordando
com o observado para a molécula do CBD e A9 -THC 2!,

Os supostos canabinoides, analogos de CBG, analogos de CBC e as moléculas
MBX2982 e AR 231453 apresentam baixa tendéncia de distribui¢cao em tecidos com volume
de distribui¢do inferior a 2,81 l/kg, e logVDss inferior a 0,45. Os endocanabinoides
apresentaram a tendéncia de distribuicdo inferior a 0,71 L/kg indicando a tendéncia de
permanecer no plasma sem a distribuicdo para tecidos ou deposi¢do em células, logVDss
inferior a -0,15.

O perfil de distribuicao sugere a tendéncia das moléculas estudadas para o transporte no
plasma por meio de albumina com baixa fragdo livre. A tendéncia de distribuicdo em tecidos é

maior nos canabinoides em relagdo aos outros grupos.

5.2.3 Propriedades de metabolismos

As moléculas da classe dos canabinoides, dos ligantes de referéncia, dos
endocanabinoides e os analogos de CBG apresentaram tendéncia de acdo metabolica pela
CYP2C9. As moléculas apresentam a tendéncia de metabolismo hepatico com alta
probabilidade de sofrerem efeito de primeira passagem devido a sua natureza lipofilica 2. Os
andlogos de CBC e supostos canabinoides apresentaram baixa tendéncia de metabolizagdo pela
CYP2(C9, Tabelas 11 e 12 (ver apéndice).

Os canabinoides apresentaram tendéncia de inibicdo das CYP2C8 e CYP2B6. A
CYP2B6 possui alto envolvimento na degradagdo de opioides, anti-inflamatorios e
psicotrépicos utilizados para o controle de dor 2%, Desta forma, os canabinoides apresentam a
tendéncia de contribuir para o controle de dor cronica mediante o prolongamento do efeito
farmacologico de medicamentos.

A CYP2C8 ¢ responsavel pela degradagdo de quimioterapicos assim como anti-
inflamatorios 2%, a tendéncia de inibi¢do desta isoforma da enzima CYP sugere a possibilidade

de interferéncia em esquemas terapéuticos € aumento de reacdes adversas medicamentosas
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(RAM) como sindrome de Steve Johnson, prurido e rubor. Entretanto, a utilizacdo de
canabinoides em tratamentos quimioterapicos sao benéficas pelo combate dos reagdes adversa
medicamentosas (RAM) de nausea, vomito e falta de apetite **. Os andlogos de CBC, analogos
de CBG, endocanabinoides e supostos canabinoides seguem a tendéncia apresentada para o
grupo dos canabinoides. Os ligantes de referéncia apresentaram baixa tendéncia de inibi¢do da

CYP2C8 e CYP2B6.

5.2.4 Indicadores toxicologicos

Todas as moléculas estudadas apresentaram tendéncia elevada para sensibilidade
cutanea (SkinSen) hepatotoxico (H-HT) e toxicidade respiratoria (Respiratorio) superiores a
70% (dados nas Tabelas 13 e 14). Os analogos de CBC, andlogos de CBG, supostos
canabinoides e endocanabinoides apresentaram tendéncia de perfil indutor de manifestacdes
cutaneas. Destaca-se a molécula araphyn-1 que apresentou 99,00% de chance de sensibilizacao
cutanea. A tendéncia de “rash” cutaneo destes grupos ¢ relatada como uma RAM rara para
usuarios de CBD apesar de ter apresentado apenas 40,30 % de SkinSen 2%. As estruturas dos
grupos com alta valor de SkinSen podem diminuir a raridade de reagdes adversa cutaneas.

Os grupos analogos de CBC, analogos de CBG, supostos canabinoides e os ligantes de
referéncia apresentaram tendéncia de perfil hepatotoxico. Dentre as moléculas estudadas a
moléculas AR231453 apresentou o maior potencial hepatotoxico (94,70%). Os
endocanabinoides e canabinoides tenderam a apresentar baixo potencial hepatotoxico. Os
estudos indicam que o canabidiol apresenta 79,80 % de potencial hepatotdxico, o que
correlaciona com a compreensao de que a elevacao de enzimas hepaticas seja classificada como
reacdo adversa comum 27,

Os andlogos de CBC, supostos canabinoides, canabinoides e os ligantes de referéncia
apresentaram potencial para toxicidade respiratoria. Dentre os grupos os canabinoides
apresentaram o maior potencial para toxicidade respiratéria, 93,00%. Observamos que a
molécula CBG apresentou o maior potencial para toxicidade respiratoria. Entretanto, ndo foram
encontrados relatos de sintomas ou efeitos deletérios desta natureza, apenas encontramos que o
CBG modula positivamente células do sistema imune no pulmao 2%,

Os grupos estudados apresentaram potencial carcinogénico inferior a 45,00%. Apenas
o grupo do supostos canabinoides apresentou 73,00% de potencial carcinogénico. A molécula
AR231453 se destacou por apresentar potencial carcinogénico de 82,00%. Desta forma,
observamos uma tendéncia baixa de carcinogenicidade nas moléculas estudadas.

Os perfis de hematotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade e ototoxicidade
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apresentam relativa seguranga das moléculas estudadas. Apenas a molécula MBX2982
apresentou tendéncias superiores a 70,00% para as propriedades ototoxicidade e
nefrotoxicidade.

Todas as moléculas apresentaram baixa tendéncia de interagao off target, promiscuidade
inferior a 25,00%. A reatividade das moléculas indica baixa tendéncia de intera¢des do tipo
covalente, entretanto o grupo dos analogos de CBC apresentaram tendéncia de reatividade
superior a 70,00%.

Por fim, o indicador de dose diaria maxima recomendada pelo FDA (FDAMDD) sugere
que os grupos analogos de CBC, supostos canabinoides e ligantes de referéncia indicam que
dose diaria necessaria seria proxima do limite didrio recomendado, FDMMD maior que
70,00%. Caso posteriormente estudadas, essas classes precisariam de estudos pré-clinicos que
aperfeicoassem a dose maxima e dose letal (LD). Entretanto, o CBD apresentou FDAMDD de
82,1% estando entre as 10 moléculas com maior FDAMDD, porém os relatos clinicos
demonstram que doses diarias de até 1000 mg/dia sdo utilizadas com tolerancia®”. Indicando
que os dados deste estudo devem ser levados para averiguacdo de testes in-vitro e

posteriormente in-vivo.

5.3 Proteinas

5.3.1 Validacao das estruturas modeladas e analise por BLAST

As estruturas das proteinas utilizadas no estudo foram modeladas a partir do software
SWISS-MODEL. Para modelagem das estruturas utilizamos como referéncia as estruturas
cristalograficas disponibilizados no PDB, sendo os receptores CBi, CB2, GPR119 ¢ GPR55
modelados com base nas estruturas cristalograficas depositadas sob os cddigos PDB 6KQI,
8GUR, 7TWCM e 8ZX4, respectivamente. O receptor GPR18 ndo apresenta estrutura

cristalografica, desta forma utilizamos o modelo disponibilizado pelo Alphafold.

A Tabela 5 apresenta a relagdo da quantidade de residuos em relagdo a todos os residuos da
proteina em percentual. Observamos que todas as estruturas possuem maior quantidade de
residuos apolares em relacao a residuos polares. As estruturas apresentam maior quantidade de
residuos polares com carga positiva em relagdo a residuos polares com carga negativa. O
receptor CB; apresentou maior porcentagem de residuos polares positivos. A estrutura GPR119
apresentou o menor percentual de residuos positivos. Todas as estruturas apresentaram
tendencia de interacdo com ligantes carregados negativamente. Vale a pena destacar que a

analise dos bolsdes sera discutida em outro topico.
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Tabela 5. Porcentagem de residuos carregados e nio carregados em relagao ao total de residuos da

proteina
CB1 CB2 GPR119 GPRS55 GPR18
APOLAR 83,16 87,59 88,14 86,21 85,20
POSITIVO 10,31 7,93 7,12 7,84 9,67
NEGATIVO 6,53 4,48 4,75 5,96 5,14

5.3.1.1 Receptor CB;

Para a validagdo dos modelos utilizados realizamos o RMSD de cada residuo das estruturas
cristalograficas em relacdo ao modelo gerado a partir do SWISS-MODEL. A Figura 39
apresenta a sequéncia do receptor CB; (UniProt: P21554). O modelo ¢ composto por 291
residuos numerados de 112 a 413. O CB; apresenta 17 residuos de argininas e 13 residuos de
lisina, como residuos polares com carga positiva. O receptor ndo apresentou histidinas na forma
desprotonada (NH>). Esses residuos positivos correspondem a 10,31% do total de residuos da

proteina.

. Residuos com carga positiva . Residuos com carga negativa . Residuos com carga neutra . Regido de o-hélice D Regio de alca

Figura 39. Sequéncia de residuos do CB:.

Os residuos negativos correspondem a 6,53% do total de residuos da proteina. Os demais
242 residuos sdo compostos por residuos com carga neutra. Os residuos apolares correspondem
a 83,16% do total de residuos da proteina. A Figura 40 apresenta o resultado de RMSD. A
Figura 40 apresenta média de 0,07 A de RMSD para o receptor CB;. Observamos um pico de
0,34 A no residuo A233. A estrutura cristalografica 6KQI apresenta a auséncia da sequéncia de
residuos da sequéncia 202 a 232. A correcdo da posicao com a adi¢ao da sequéncia pelo modelo
justifica a variagio observada. A média de 0,07 A de RMSD sugere que o modelo possui grande
similaridade com a estrutura cristalografica.
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Figura 40. RMSD do modelo utilizado em comparac¢io com a estrutura cristalografica 6KQI.

5.3.1.2 Receptor CB2

A sequéncia de residuos do receptor CB> (UniProt: P34972) esté representada na Figura 41.
O modelo ¢ composto por 290 residuos numerados de 22 a 312. O CB; apresenta 13 residuos
de argininas e 10 residuos de lisina, como residuos polares com carga positiva. O receptor nao
apresentou histidinas na forma desprotonada (NH»). Esses residuos positivos correspondem a

7,93% do total de residuos da proteina.

Observamos que o receptor também apresenta 8 residuos de acidos asparticos, 3 residuos
de acidos glutamicos e 2 cisteinas desprotonadas como residuos polares com carga negativa.
Esses residuos negativos correspondem a 4,48% do total de residuos da proteina. Os demais
254 residuos sao compostos por residuos com carga neutra. Os residuos apolares correspondem

a 87,59% do total de residuos da proteina.

i T I T N I A I I " I

w o M s o m  m  w

l Residuos com carga positiva l Residuos com carga negatival Residuos com carga neutra l Regido de -hélice D Regido de alga

Figura 41.Sequéncia de residuos do CBa.
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Desta forma a maior parte da sequéncia do CB; apresenta residuos apolares. O receptor CB:
apresenta maior hidrofobicidade que o receptor CBi. A andlise mostra que o receptor CBz, em
geral, possui tendencia de realizar interagdo com grupos apolares em seguida de grupos

carregados negativamente.

O valor de RMSD a 0,07 A para o receptor CB2, mostra que o modelo possui grande
similaridade com a estrutura cristalografica. O receptor CB» apresenta a mesma tendéncia

observada no receptor CB; para o raio de van der Waals (Figura 42).
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Figura 42. RMSD do modelo utilizado em comparag¢ao com a estrutura cristalografica SGUR.

53.13 Receptor GPR119

A sequéncia de residuos do receptor GPR119 (UniProt: Q8TDVYS) estd representada na
Figura 43. O modelo ¢ composto por 295 residuos numerados de 5 a 300. O GPR119 apresenta
10 residuos de argininas e 11 residuos de lisina, como residuos polares com carga positiva. O
modelo ndo apresentou histidinas na forma desprotonada (NH»). Esses residuos positivos

correspondem a 7,12% do total de residuos da proteina.

Observamos que o receptor também apresenta 6 residuos de acidos asparticos, 4 residuos
de acidos glutamicos e 5 cisteinas desprotonadas como residuos polares com carga negativa. O
acido aspartico 51 apresentou sua estrutura na forma neutra. Esses residuos com carga negativa

correspondem a 4,75% do total de residuos da proteina. Os demais 260 residuos sdo compostos
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por residuos polares com carga neutra. Os residuos apolares correspondem a 88,14% do total

de residuos da proteina.

110 120 130) 140 150 160) 170) 180) 190) 200

210 220 230 240 250 260) 270) 280 200 300]

. Residuos com carga positiva . Residuos com earga negativa . Residuos com carga neutra . Regido de o-hélice D Regio de alca

Figura 43. Sequéncia de residuos do GPR119.

Desta forma a maior parte da sequéncia do GPR119 apresenta residuos apolares. A Figura
44 traz a média de 0,06 A de RMSD para o receptor GPR119. Observamos um pico com RMSD
de 0,79 A no residuo Glu203. A estrutura cristalografica apresenta auséncia da sequéncia do
residuo 209 a 215. O residuo Glu203 apresenta liberdade conformacional na estrutura
cristalografica devido a ausé€ncia da sequéncia 209 a 215 que justifica o alto RMSD obtido.
Observamos que o modelo corrige a auséncia da sequéncia 209 a 215, e consequentemente, o
alto grau de liberdade observado na estrutura cristalografica.
2,00
1,80
1,60
1,40
1,20

1,00
—GPR119

0,80

Figura 44. RMSD do Modelo utilizado em comparac¢iio com a estrutura cristalografica 7WCM.
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s314  Receptor GPR5S5

A sequéncia de residuos do receptor GPR55 (UniProt: Q9Y2T6) esta representada na Figura
45. O modelo ¢ composto por 319 residuos numerados de 1 a 319. O GPR55 apresenta 15
residuos de argininas e 10 residuos de lisina, como residuos polares com carga positiva. O
modelo ndo apresentou histidinas na forma desprotonada (NH»). Esses residuos com carga

positiva correspondem a 7,84 % do total de residuos da proteina.

Observamos que o receptor também apresenta 9 residuos de acidos asparticos, 6 residuos
de acidos glutamicos e 4 cisteinas desprotonadas como residuos polares com carga negativa.
Esses residuos negativos correspondem a 5,96 % do total de residuos da proteina. Os demais
275 residuos sdo compostos por residuos polares com carga neutra. Os residuos apolares

correspondem a 86,21% do total de residuos da proteina.

. Residuos com carga positiva . Residuos com carga negativa . Residuos com carga neutra . Regido de o-helice D Regito de alga

Figura 45. Sequéncia de residuos do GPRSS.

Desta forma a maior parte da sequéncia do GPRS55 apresenta residuos apolares. A Figura
46 apresenta a média de 1,00 A de RMSD o receptor GPR55. O modelo apresenta RMSD maior
que 1,2 A nas regides dos residuos Leull, Ser46 a Tyr56, Pro89, Ile123 a Argl33, Gly161 a
Tyr166, Gly189 a Phe190, Arg212 a Val234 e Val285 a Met297. As sequencias Leul 1, Pro89,
Gly161 a Tyr166 estdo localizadas na porcao superior da estrutura cristalografica possuem alta
liberdade conformacional sem interacdes com ligante. A estrutura cristalografica nao apresenta
os residuos das sequéncias Metl a Asp9 e Asn298 a Asp313. A realocacdo da sequéncia Metl
a Asp9 restringe a liberdade das sequéncias Leull, Pro89, Gly161 a Tyr166 alterando a posi¢ao

dos residuos e aumentando o RMSD.
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Figura 46. RMSD do modelo utilizado em comparagio com a estrutura cristalografica 8ZX4.

A média de 1,00 A de RMSD sugere alteragdo da estrutura cristalografica pelo modelo. As
alteracdes observadas nos modelos estao relacionadas ao deslocamento de residuos devido a

adi¢do de sequéncias que ndo estdo apresentadas na estrutura cristalografica.

53.15 Receptor GPR18

A sequéncia de residuos do receptor GPR18 (UniProt: Q14330) esta representada na Figura
47. O GPR18 apresenta 13 residuos de argininas e 19 residuos de lisina, como residuos polares
com carga positiva. Esses residuos positivos correspondem a 9,67% do total de residuos da

proteina.

Observamos que o receptor também apresenta 10 residuos de acidos asparticos e 7 residuos
de acidos glutamicos, como residuos polares com carga negativa. Esses residuos negativos
correspondem a 5,14% do total de residuos da proteina. Os demais 282 residuos sdo compostos
por residuos polares com carga neutra. Os residuos apolares correspondem a 85,20% do total

de residuos da proteina.
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Figura 47. Sequéncia de residuos do GPR18.

Desta forma a maior parte da sequéncia do GPRI18 apresenta residuos apolares. Nao
realizamos a analise de RMSD pois o receptor GPR18 ndo apresenta estrutura cristalografica

conhecida depositada no PDB.

5.3.2 Analise dos bolsoes de interaciao

53.2.1 CB:

A Tabela 6 apresenta os 11 sitios com potencial de interagdo na estrutura do receptor
CB.. . Os sitios sdo constituidos de regides ou bolsdes acessiveis a solvente, do inglés “Pocket”.
Observando a denominagao usual de “S” para sitios cataliticos entdo denominados os sitios a
partir da letra “P” seguido do numero do sitio, para que ndo exista falha de compreensdo.
Utilizamos a média do tamanho molecular dos ligantes, 16,06 A, como fator de exclusdo de
sitios. Apos a exclusdo foram selecionados os sitios PO e P1 com profundidade de 33,83 A e
26,35 A, respectivamente. Os volumes apresentados sdo compativeis com o tamanho dos

ligantes estudados.

Tabela 6. Sitios encontrados para o modelo do receptor CB1.

Sitio Volume Profundidade AA AA AA  AA  Drugscore
(A3 (A) com com  polar apolar
carga carga
negativa positiva
PO 1360,26 33,83 8% 11% 27% 55% 81%
P1 852,16 26,35 5% 24%  26% 45% 85%
P2 273,28 15,47 5% 15% 20% 60% 64%
P3 259,33 15,25 0% 0%  20% 80% 63%
P4 256,26 13,61 0% 22%  22% 56% 57%
P5 204,74 8,92 9% 9% 9%  73% 36%
P6 192,77 9,62 0% 0% 24% 76% 38%
P7 153,15 10,39 0% 0% 30% 70% 37%
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P8 \150,59 7,36 0% 11%  44% 44% 23%
P9 \ 143.1 10,48 0% 0% 20% 80% 36%

Observamos valores de drugscore de 81% para o sitio PO seguido de 85% para o sitio
P1. Indicando que o sitio P1 possui maior potencial de interagdo com farmacos (drugscore) que
o sitio PO. Em seguida observamos a localizagdo das superficies. A regiao de interagdo do CB;
com a proteina G sobrepde a regido do sitio P1. Desta forma excluimos a superficie P1 e
aprofundamos a andlise no sitio PO. A regido da superficie PO coincide com a regido de interagao
do CP55940 com a proteina na estrutura cristalografica 6KQI

Os residuos do sitio PO (Figura 48) possuem majoritariamente caracteristicas apolar
(55%), polar (27%), carga positiva (11%) e carga negativa (8%). Observamos que o sitio
apresenta 10 residuos com carga. Os residuos com carga positiva presentes sao Lys183, Argl82,
Lys183, Argl86 e Lys376. Os residuos com carga negativa sdao Aspl63, Aspl76, Aspl84,
Asp266 e Asp366.
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Figura 48. Sitios PO e P1 do CB1 (a) e residuos que realizam as interacodes ligacao de hidrogénio e w-stack
com o CP55940.

O ligante CP55940 na estrutura cristalografica presente no cristal 6KQI apresenta
interagdes do tipo ligacio de hidrogénio com os residuo Ser173, Ser192 e Lys383 2!°. O ligante
CP55940 realiza interagdes do tipo m-stacking com os residuos Phe268 e Phel70 assim como
apresenta interacdes do tipo 6-6 € 6-m com os residuos Phel77, Leul93, Vall96, Trel97,
Tyr275, Leu276, Trp279, Trp356, Leu359 e Phe379 2!°. Os residuos que realizam interacio

com o ligante CP55940 estdo presentes no sitio PO.
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5322 CB:

Empregamos o mesmo método utilizado no receptor CB1. Foram observados 8 sitios
com potencial de interagdo na estrutura do receptor CB», mostrados na Tabela 7. Apos a
exclusdo foram apresentados os sitios PO e P1 com profundidade de 25,94 A e 23,92 A. Os
sitios apresentaram volumes tridimensional de 1190,27 A%e 704,32 A3, para os sitios PO e P1
respectivamente. Observamos que o sitio P1 apresenta volume consideravelmente menor que o

sitio P0. O sitio apresentado pelo sitio PO apresenta maior possibilidade de interagdes com os

ligantes.
Tabela 7. Sitios encontrados para o modelo do receptor CB:.
e Volume  Profundidade AA com  AA com AA
Sitio A3) A) carga carga olar AA apolar  Drugscore
( negativa  positiva P

PO 1190,27 25,94 5% 7% 27% 61% 82%
P1 704,32 23,92 5% 5% 32% 59% 86%
P2 220,16 11,69 0% 0% 33% 67% 48%
P3 202,50 10,40 0% 17% 25% 58% 41%
P4 150,66 6,81 0% 25% 25% 50% 22%
P5 123,90 8,77 11% 11% 11% 67% 28%
P6 118,85 7,64 10% 0% 60% 30% 20%
P7 108,67 8,02 0% 50% 0% 50% 23%
P8 102,02 8,72 0% 50% 25% 25% 22%

Observamos o valor de drugscore de 82% para o sitio PO seguido de 86% para o sitio
P1. A regido de interacao do CB> com a proteina G sobrepde a regido do sitio P1. Desta forma,
excluimos a superficie P1 e aprofundamos a andlise no sitio PO. A regido da superficie PO
coincide com a regido de interacdo do CP55940 com a proteina na estrutura cristalografica
6KQL

Os residuos do sitio PO (Figura 49) possuem majoritariamente caracteristica apolar
(61%), polar (27%), carga positiva (7%) e carga negativa (5%). Observamos que o sitio
apresenta 7 residuos com carga. Os residuos com carga positiva presentes sdo Lys109, Lys278

e Lys279. Os residuos com carga negativa sao Asp24, Cys89, Aspl101 e Glul81.
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Figura 49. Sitios PO e P1 do CB: (a) e residuos que realizam as interacoes ligacao de hidrogénio e 7-
stacking com o CP55940.

O ligante CP55940 complexado na estrutura cristalografica presente no cristal SGUR
apresenta interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio com os residuos Leul82 e Ser285 >*. O
ligante CP55940 realiza interacdo m-stacking com o residuo Phe87 assim como apresenta
interagdes 6-6 ¢ 6-m com os residuos Phe91, Phe94, Ile110, Phel17, Phel83, Pro184, Ile186,
Trp194 e Phe28 1°*. Todos os residuos que realizam interagio com o ligante CP55940 estdo
presentes no sitio PO.

A estrutura cristalogréafica deste receptor e o os dados levantados pelo estudo de sitios
indicam que os residuos da por¢do interna do receptor possuem maior potencial de interagdo
que os residuos da porcao externa do receptor. A tendéncia de maior drugscore nos sitios P1
dos receptores CB1 e CB> refor¢a que o ligante CP55940 induz interagdo com a proteina G de
alta poténcia®*?!!. O complexo presente na estrutura cristalografica SGUR sugerem que as
interagdes com o CP55940 induzem a formagao de complexo ativado recrutador de proteina G
212 Desta forma os residuos Leul82, Ser285 e Phe87, envolvidos nestas interacdes, serdo

utilizados como parametro para um potencial de interacao.

5.3.2.3 Receptor GPR119

O receptor GPR119 apresentou 8 sitios com potencial de interacdo, Tabela 8. Os sitios
PO e P1 com profundidade de 40,46 A e 25,26 A passaram da selecdo inicial. Os sitios PO e P1
apresentaram volumes tridimensional de 1621,82 A% e 794,05 A3. O sitio PO apresenta a maior
profundidade dos receptores estudados corroborando para o conceito de receptor de lipideos?!>.
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A diferenca observada entre os sitios PO e P1 sdo maiores no receptor GPR119.

Tabela 8. Sitios encontrados para o modelo do receptor GPR119.

AA com AA com

o Volume Profundidade AA
Sitio (A3 A) carga carga olar AA apolar  Drugscore
negativa  positiva P

PO 1621,82 40,46 4% 4% 29% 62% 81%
P1 794,05 25,26 5% 3% 26% 66% 86%
P2 257,47 8,28 8% 23% 31% 38% 34%
P3 216,83 12,15 0% 0% 20% 80% 49%
P4 201,09 8,74 0% 0% 18% 82% 35%
PS5 185,86 13,13 0% 15% 38% 46% 49%
P6 154,11 8,64 8% 0% 17% 75% 31%
P7 150,66 8,57 0% 20% 40% 40% 27%
P8 124,42 8,66 0% 14% 29% 57% 27%

Observamos valores de drugscore igual a 81% para o sitio PO seguido de 86% para o

sitio P1. A tendéncia de maiores valores de drugscore no sitio P1 em relagdo ao sitio PO nos

receptores canabinoides foi mantida para o receptor GPR119. A regido de interacdo do GPR119

com a proteina G sobrepde a regido do sitio P1, como observado nos outros receptores. A regiao

da superficie PO coincide com a regido de interagdo do MBX2982 com a proteina na estrutura

cristalografica 7WCM?>2,

Os residuos do sitio PO (Figura 50) possuem majoritariamente caracteristicas apolares

(62%), polares (29%), cargas positivas (4%) e cargas negativas (4%). Observamos que o sitio

apresenta 6 residuos com carga. Os residuos com carga positiva presentes sao Arg71, Arg81 e

Arg262. Os residuos com carga negativa sdo Asp51, Asp64 e Glu261.
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Figura 50. Sitios PO e P1 da GPR119 (a) e residuos que realizam as interacées com MBX2982.

O ligante MBX2982 na estrutura cristalografica presente no cristal 7WCM apresenta
interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio com o residuo GIn65 2. O ligante MBX2982 realiza
interagdo m-stacking com os residuos Phe241 e Trp265 assim como apresenta interagdes 6-c €
o-m com os residuos Ala89, leu94, Phel57, Leul69 e Trp238 2. Os residuos que realizam
interagcdo com o ligante MBX2982 estdo presentes no sitio PO.

O receptor GPR119 apresenta maior potencial de interagdo com os residuos internos que
externos como apresentado para os receptores canabinoides. A tendéncia de maior drugscore
permanece no sitio P1 indicando a tendéncia de ativagdo por moléculas ndo canabinoides 2!°. O
complexo proteico da estrutura cristalografica 7WCM sugerem que a modificacdo estrutural
gerada pelo ligante gera o recrutamento da proteina G 2. Desta forma os residuos GIn65,
Phe241, Trp265, Ala89, Leu94, Phel57, Leul69 e Trp238, serdo utilizados como parametro

para um potencial de interagao.
5.3.2.4 Receptor GPRS55

A Tabela 9 traz informagao sobre os 11 sitios com potencial de intera¢ao na estrutura
do receptor GPR55. Os sitios PO e P1 com profundidade de 23,48 A e 30,26 A com volume
tridimensional de 1543,48 A3 e 1332,46 A3. Observamos uma inversdo na tendencia
apresentada nos receptores canabinoides onde o sitio P1 apresenta maior volume que o sitio P0.

Os volumes apresentado sugerem que o substrato natural e o ligante cristalizado, as
moléculas anandamida e LPI, ndo sdo comportadas na conformacao do seu minimo de energia
calculados com o método ab-initio, assim, o tamanho linear de 29,10 A e 28,85 A extrapola o

tamanho do bolsdo de interagdo do receptor ®%. Desta forma, pode-se inferir que as interacdes
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do receptor com o ligante alteram a conformagdo do ligante adaptando o ligante ao tamanho

maximo do bolsdo do receptor.

Tabela 9. Sitios encontrados para o modelo do receptor GPR5S.

AA com AA com

... Volume Profundidade AA
Sitio carga carga AA apolar Drugscore
(A3 A) polar
negativa positiva
PO | 1543,48 23,48 5% 10% 34% 51% 82%
P1 | 1332,46 30,26 9% 7% 33% 51% 81%
P2 | 239,63 15,13 0% 27% 40% 33% 59%
P3 | 194,38 8,61 9% 18% 9% 64% 34%
P4 | 188,57 13,73 13% 0% 40% 47% 51%
PS5 | 185,95 14,36 10% 0% 40% 50% 54%
P6 | 155,57 7,61 0% 0% 33% 67% 27%
P7 | 130,58 8,95 0% 0% 18% 82% 30%
P8 | 115,92 7,19 0% 0% 11% 89% 23%
P9 | 113,23 7,00 0% 0% 11% 89% 22%
P10 | 112,45 9,84 14% 14% 0% 71% 31%
P11 | 103,24 8,78 0% 12% 12% 75% 27%

Observamos valores de drugscore igual a 82% para o sitio PO, seguido de 81% para o
sitio P1. Indicando que o sitio PO possui maior tendencia de interagdo com farmacos. A ativagao
gerada pelo LPI gera um drugscore menor no sitio P1 em comparacdo com o sitio PO, tendencia
inversa observada nas outras estruturas cristalograficas. A conservagdo do baixo potencial no
sitio P1 indica que o sitio PO permanece com potencial a ser explorado.

A regido da superficie PO coincide com a regido de interacdo do ligante com a proteina
na estrutura cristalografica 8ZX4. A regido de interagdo do GPR55 com a proteina G sobrepoe
a regido do sitio P1. Desta forma excluimos a superficie P1 e aprofundamos a analise no sitio
PO.

Os residuos do sitio PO (Figura 51) possuem majoritariamente caracteristicas apolares

(51%), polares (34%), cargas positivas (10%) e cargas negativas (5%). Observamos que o sitio
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apresenta 6 residuos com carga. Os residuos com carga positiva presentes sao Lys20, His170,

Arg253 e Lys263. respectivamente. Os residuos com carga negativa sdo Glul7 e Asp175.

Figura 51. Sitios PO e P1 da GPR55 (a) e residuos que realizam as interacées ligaciio de hidrogénio e ponte
salina com o LPIL.

A estrutura cristalografica do cristal 8ZX4 apresenta interagcdes do tipo ligagdo de
hidrogénio entre o ligante LPI com os residuos Phel6, His170, Asnl71, Metl72, Trpl77 e
GIn271 *7. O ligante LPI realiza intera¢des do tipo 6-6 € 6-1 com os residuos Phe102, Tyr106,
Phel10, Leul48, Ile156, Phel59, Trp177, lle185 e Phe246 assim como uma ponte salina com
a Arg253 %7,

Todos os residuos que apresentam interacdo com o ligante nesta estrutura cristalografica
estdo alocados no do bolsdao PO. Os residuos Phel2, Phe102, Tyr106, Phel10, Leul48, Val149,
Gly152, Tle156, Leul85, Phe246, GIn249, Ser267, Leu270 e Met274 apresentaram distancia
menor que 5,0 A do ligante na estrutura cristalografica 8ZX4 e estio localizados no bolsdo PO
7.0 complexo formado sugere que a alteragdo conformacional gerado pelo ligante recruta o
maquindrio celular °7. A estrutura cristalografica e os dados levantados pelo estudo do bolsdo
indicam que os residuos que compdem o sitio PO possuem potencial de interagdo a ser

explorado.

5.3.2.5 Receptor GPR18

Realizamos o estudo do modelo da GPR18 baseado nas tendéncias apresentada pelos
modelos baseados em estruturas cristalograficas de outros receptores analogos a este. A GPR18

apresentou 15 sitios com potencial de interagdo na estrutura, Tabela 10. Apds a exclusdo foram
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apresentados os sitios PO, P1 e P5 com profundidade de 19,57 A, 17,72 A e 19,08 A. Os sitios
apresentaram volumes tridimensional de 1478,83 A3 562,12 A® e 267,28 A® para os sitios PO,
P1 e P5 respectivamente. A GPR18 apresenta um sitio a mais que a tendencia observada nos
outros modelos.

A tendencia de maior volume presente no sitio PO em relac@o ao sitio P1 ¢ conservada
no modelo do receptor GPR18. O sitio PO apresenta profundidade e volume condizente para
interacdo com as estruturas do 2-araquinoilglicerol e com as estruturas dos canabinoides
observados nos resultados dos calculos quanticos, ligantes que apresentam atividade in-vitro >°.
O sitio PS5 ndo apresenta volume para realizar interacdes com os canabinoides e

2araquinoilglicerol.

Tabela 10. Sitios encontrados para o Modelo do receptor GPR18.

AA com AA com

Sitio Volu?’rne Profundidade carga carga AA AA Drugscore
(A%) (A) negativa positiva polar  apolar
PO | 1478,83 19,57 8% 10% 40% 42% 80%
P1 562,12 17,72 7% 18% 29% 46% 79%
P2 455,23 9,83 6% 6% 44% 44% 56%
P3 319,59 10,72 6% 18% 24% 53% 51%
P4 297,50 13,37 0% 23% 15% 62% 59%
PS 267,28 19,08 0% 11% 16% 74% 73%
P6 226,02 12,02 0% 0% 50% 50% 48%
P7 152,01 8,09 0% 0% 25% 75% 29%
P8 150,01 12,62 6% 0% 38% 56% 45%
P9 139,5 10,16 0% 0% 20% 80% 35%
P10 | 136,17 9,06 0% 22% 11% 67% 30%
P11 | 125,39 12,73 11% 11% 22% 56% 43%
P12 | 122,46 7,96 0% 29% 57% 14% 19%
P13 | 116,87 7,66 0% 14% 43% 43% 22%
P14 | 106,35 9,20 0% 14% 14% 71% 28%
P15 100,5 8,93 15% 0% 31% 54% 26%

Observamos valores de drugscore igual a 80% para o sitio PO, seguido de 79% para o
sitio P1 e 48% para o sitio P5. Indicando que o sitio PO possui maior tendencia de interagao
com farmacos como observado para a maioria dos receptores aqui estudados. A regido da
superficie P1 (Figura 52) coincide com a regido Inter membrana do GPR18 de interacdo com a
proteina G. Desta forma excluimos a superficie P1 e aprofundamos a analise no sitio PO e P5.
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Os bolsdes PO e P5 condizem com sitios de interagdes internos, como observado para os outros

modelos.

Figura 52. Sitios P0, P1 e P5 da GPR18.

Os residuos do sitio PO possuem majoritariamente caracteristicas apolares (42%),
polares (40%), cargas positivas (10%) e cargas negativas (8%). Observamos que o sitio
apresenta 9 residuos com carga. Os residuos com carga positiva presentes sao Arg78, Lys161,
Lys165, Lys174 e Argl9l1. respectivamente. Os residuos com carga negativa sdo Glu9l,
Aspl62, Aspl64 e Aspl77. O sitio P5 apresenta caracteristicas apolares (74%), polares (16%),
cargas positivas (11%). O sitio apresenta o residuo Argl91 como residuo com carga. O sitio PO
e o sitio P5 compartilham do residuo Argl91.

A tendéncia dos modelos baseados em estruturas cristalograficas € a apresentagdo de
apenas dois sitios PO e P1. Sendo P1 o sitio de interacdo com a proteina G. Sendo assim, a
tendencia condiz que os sitios PO e P5 serdo unificados. Os residuos presentem nos bolsdes PO

e P5 serdo usados de base para a andlise de interagoes.

5.4 Docking com os receptores CB1, CB2, GPR119, GPRS5 e GPR18.

5.4.1 Receptor canabinoide do tipo I (CB1)

O re-docking do CP55940 apresentou RMSD de 0,47 A indicando alta sobreposi¢io da
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solugdo gerada pelo docking com a posi¢do do ligante na estrutura cristalografica. O ligante
apresentou o score de -10,60 kcal/mol que corresponde ao pKi de 7,77. Shao e colaboradores
relatam o pKi de 9,4 para o complexo em questao indicando que a energia de interacao esperada
deveria ser maior que a apresentada 2!°. Entretanto observamos que a literatura sugere que este
ligante apresenta variagdes no pKi podendo ser observados valores entre 7,8 ¢ 9,2 214215 Estes
dados indicam que o valor estimado no presente trabalho se aproxima com o observado na
literatura assim como a posicdo do ligando no complexo formado ¢ semelhante com o
observado na estrutura cristalografica.

O ligante CP55940 realiza intera¢des do tipo ligagdo de hidrogénio (Figura 53) com os
residuos Lys192 (2,32 A), Ser173 (1,96 A € 3,20 A), Ser383 (2,06 A), 11e267 (2,20 A), Leul93
(2,19 A) e Pro269 (2,72 A). As interagdes observadas com os residuos Ser173, Lys192, Ser383
e [1e267 correspondem a interacdes forte com os heterodtomos 026, O27 e 025 apresentando
distancia inferior a 2,50 A. As interacdes com os residuos Leu193 e Pro269 possuem distancia

entre 2,50 ¢ 3,20 A com os heteroatomos 026 ¢ 025.
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Figura 53. Representacio da solucio de docking do CP55940 com o CB1 em 2D (a) e o do estudo de IGM
(b).

Observamos perfil das interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio, na estrutura
cristalografica, com os residuos Ser173, Lys192 e Ser383, sugerindo a conservagdo das
interacdes observadas na estrutura cristalografica. Realizamos o estudo de modelo de gradiente
independente (IGM), para uma andlise mais meticulosa das interacdes e compreensdo da
densidade envolvida na solucdo gerada pelo estudo de docking. As interacdes do tipo ligagao
de hidrogénio com os residuos Ser173, Lys192, Ser383 e Ile267 apresentam interagdes fortes.

A interagdo com o residuo Ser383 apresentou a maior densidade indicando uma ligagao de
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hidrogénio importante. As regides com maior densidade eletronica no CP55940, identificados
pelo MEP, convergem com o observado no IGM, identificando as regides com as interagdes de
maior densidade no localizada em hidroxilas.

Interacdes hidrofobicas com os residuos Phel70 (5,18 A), Phe268 (4,65 A e 5,07 A),
Met363 (5,18 A), Leu276 (4,57 A), Tyr275 (4,92 A) e Phel77 (5,37 A) estdo presentes na
formag¢ao do complexo receptor-ligante. A interagdo com o residuo Phe268 foi sinalizada como
importante para a ativagdo do receptor em estudos prévios e confirmada pelo nosso estudo 2'6,

Desta forma, realizamos os demais estudos de docking com o receptor CB; observando
os residuos que apresentam interacdo com o mesmo perfil do CP55940. Os valores de score em
kcal/mol e pK; das solucdes de docking selecionadas para o receptor CB; estdo representadas

nas Tabelas 15 e 16 (apresentadas na sessao do apéndice). Para uma melhor visualizacdo, a

Figura 54 apresenta os dados de score (energia de interacdo) somente para o receptor CB;.
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Figura 54. Resultados de docking em kcal/mol com o receptor CB1, representado pelos grupos supostos
canabinoides (A), analogos de CBC (b), andlogos de CBG (C), canabinoides (D), endocanabinoides (E) e
ligantes de referéncia (F) com o crivo de selecio em -8,40 kcal/mol.

O estudo de docking demonstrou que as moléculas pertencentes a todos os grupos
possuem potencial para formar complexo com o receptor CB; entretanto devido a conformacao
obtida pelo estudo de estrutura eletronica, moléculas de alguns grupos apresentaram uma
energia de interacdo abaixo do ideal. Desta forma, utilizamos 90,00% da energia de re-docking
(-8,40 kcal/mol) como valor minimo para a selecao de candidatos a moduladores do receptor.

Os analogos de CBC, endocanabinoides e os ligantes de referéncia ndo apresentaram
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solugdes com score superiores a -8,40 kcal/mol. A energia de interagdo do grupo dos andlogos
de CBC segue a ordem: 69A (-8,35 kcal/mol) e 70b (-2,26 kcal/mol).

O grupo dos ligantes de referéncia apresentaram tendéncia de interagdo com o receptor,
porém com baixa energia de interagdo, inferior a -7,00 kcal/mol.

As moléculas andlogas de CBG, canabinoides e supostos canabinoides apresentaram
tendéncia de interagdo com o receptor CB1, scores superiores a - 8,40 kcal/mol.

As moléculas radulanina A e radulanina I apresentam tendéncia de interagdo com o
receptor CB1 com valores de score de -8,53 kcal/mol e -8,80 kcal/mol. As moléculas do grupo
dos canabinoides apresentaram pouca interacdo com o receptor CB; com energia de intera¢ao
variando de -6,71 kcal/mol a -8,61 kcal/mol para as moléculas CBD e A®-THC.

As interagdes entre os canabinoides e receptor CB; (Figura 55) foram majoritariamente
hidrofébicas. As ligagdes de hidrogénio de interesse foram observadas entre os residuos Ser383
e 11e267 e os grupos hidroxila e cromanol constantes das moléculas desta classe; assim como
as interacdes hidrofobicas de interesse sdo observadas entre as ramificagdes alifaticas e as
regides ciclicas das moléculas com os residuos Phel170, Phel77, Phe268.

Observamos que as regides das moléculas que realizaram intera¢des do tipo ligacao de
hidrogénio, no estudo de docking, com os residuos do receptor CB; foram as mesmas
evidenciadas a suscetiveis ataques eletrofilicos, identificadas nos estudos de indices de Fukui,
reforgando que o perfil eletronegativo dos canabinoides, evidenciado na PCA coloca os ligantes
desta classe de moléculas na lista de possiveis inibidores do receptor CB1. A molécula A*-THC
apresentou interagdes de interesse do tipo ligagdo de hidrogénio com os residuos Ile267 (1,70
A), Phe268 (2,10 A), His178 (2,83 A) e Pro269 (2,62 A) assim como, interagdes hidrofébicas
do tipo m-c com os residuos Phe170 (4,68 A e 5,00 A), Phel77 (4,25 A), Leu359 (4,72 A) e
Phe379 (5,04 A).
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Figura 55. Representacao da solucio de docking do THCV com o0 CB1 em 2D (a) e o do estudo de IGM (b).
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O THCV (Figura 55) € outro exemplo de molécula com potencial de interagdo do grupo
dos canabinoides, Figura 55, que apresentou interagdes de interesse do tipo ligagcdo de
hidrogénio com o residuo Ser383 (2,72 A e 3,10 A), assim como interagdes hidrofobicas do
tipo m-, m-stacking e 6-c com os residuos Phe170 (4,87 A), Phe177 (3,51 A e 4,13 A), Phe189
(5,22 A), Leu359 (4,17 A) e Trp356 (4,18 A).

O estudo de IGM confirmou as interagdes com os residuos Ser383, Trp356, Phel89,
Phe359, Phel70, Phel74 e demonstrou interagdo com o residuo Phe379 (3,40 A). Observamos
que o THCV segue a mesma tendéncia do CP55940 apresentando a maior interacdo com o
residuo Ser383. Os demais canabinoides seguiram a tendéncia relatada de maior nimero de
interagdes hidrofobicas que interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio corroborando para a
identificacdo das cargas neutras como relevantes para a identificacdo do perfil destas moléculas.

O grupo dos supostos canabinoides (Figura 56) apresentou majoritariamente interagdes
de baixa intensidade com os residuos do receptor CBi no qual a energia de interagao variou de
-5,33 kcal/mol a -8,83 kcal/mol para as moléculas desmodianona A (S) e desmodianona A (R),
assim como uma energia de interacdo de alta intensidade de e -10,40 kcal/mol para a

desmodianona E.
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Figura 56. Representacio da solucio de docking da desmodianona E com 0 CB1 em 2D (a) e o do estudo de
IGM (b).

As interagdes estao localizadas no mesmo sitio onde ocorre as interagdes observadas no
inibidor CP55940, sobre o grupo benzeno da molécula, e sao majoritariamente do tipo ligacao
de hidrogénio e secundariamente hidrofobicas. As interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio
ocorreram com os residuos de interesse 11267, Ser173 e Lys192 e os atomos dos grupos

hidroxila, cromanol e cetona. A molécula desmodianona E apresenta alta densidade em suas
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interagdes indicando a tendéncia de interagdo mais fortes com os residuos do receptor quando
comparado com o CP55940. O estudo de IGM indicou que o aumento no perfil de
eletronegatividade assim como o aumento na suscetibilidade a ataques eletrofilicos afetam

positivamente a interagdo com o receptor CBj.

5.4.2 Receptor canabinoide do tipo II (CB2)

O re-docking do CP55940 com o receptor CB; apresentou RMSD de 0,22 A indicando
excelente correlagdo na sobreposi¢ao da estrutura da solucdo gerada pelo docking com a
posicao do ligante na estrutura cristalografica. O ligante apresentou o score de -8,42 kcal/mol
que corresponderia ao pKi de 6,17. O ensaio de inibi¢do da estrutura cristalografica 8GUR
indica que a interacdo entre o0 CBz e o CP55940 apresenta o pKide 8,90 >* Desta forma,
estimamos que as simulagdes apresentam confianca nas posig¢des geradas com energias de
interacao subestimadas.

A Figura 57 apresenta os resultados do re-docking do CP55940 com o receptor CB»
onde observamos interagdes do tipo ligagio de hidrogénio com os residuos Ser285 (1,76 A e
2,82 A), Pro184 (2,11 A), Leul82 (2,91 A) e Phe87 (3,20 A). As interagdes observadas com o
residuo Ser285 correspondem a uma interagdo forte com o heterodtomos O27 apresentando
distancia inferior a 2,50 A. As interagdes com os residuos Leul82 e Phe87 com os atomos C16

e 025 possuem distancia entre 2,50 e 3,20 A.
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Figura 57. Representacio da solu¢ido de re-docking do CP55940 com o CB:2 em 2D (a) e o do estudo de IGM
(b).

O estudo de IGM indicou que a interacdo com o residuo Ser285 apresenta maior
densidade, cor azul escuro na Figura 57b, que a interagdo com o residuo Leul82 indicando que
a interagdo com residuo Ser285 apresenta uma interacao atrativa com maior for¢a. Assim como

o observado para as interagdes com o CB; as regides de interacdes do tipo ligacao de hidrogénio
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com os residuos do receptor CB> correspondem as areas de susceptibilidade para ataques
eletrofilicos do inibidor.

Interagdes hidrofébicas com os residuos Phe87 (5,11 A), Phel83 (4,63 A e 3,75 A),
Prol184 (5,09 A), Trp194 (5,33 A) e Phe281 (5,36 A) foram observadas na formagdo do
complexo receptor-ligante assim como na estrutura cristalografica. O estudo de IGM
demonstrou que as interagdes hidrofobicas com os residuos Phe281 e Phel183 dao suporte para
a interacdo Ser285, identificada na estrutura cristalografica como significante para a mudanca
conformacional do CB; >*. Ainda, destaca-se uma menor quantidade de interacdes do tipo
ligagdo de hidrogénio assim como a conservagao de interagdes do tipo hidrofobicas necessarias
para modulagdo do receptor, indicando maior contribui¢ao do perfil hidrofébico na modulagao
do receptor CBa.

Desta forma, foram realizados estudos de docking com as demais moléculas e o receptor
CB», observando os residuos que apresentam interagdo com o CP55940. A Figura 58 apresenta
os dados de energia de interacao (score) em kcal/mol e pK; das solugdes de docking, onde foram
selecionadas as poses com maior score € superposi¢do com o ligante CP55940 para o receptor

CB, os resultados estdo representados nas Tabelas 15 e 16 (disponiveis na sessao do apéndice).
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Figura 58. Resultados de docking em kcal/mol com o receptor CB:, representado pelos grupos supostos
canabinoides (A), analogos de CBC (b), analogos de CBG (C), canabinoides (D) e ligantes de referéncia
(E) com o crivo de selecio em -8,42 kcal/mol.

O estudo de docking mostrou que apenas os endocanabinoides ndo apresentaram um
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bom perfil de interagdo com o receptor. As demais moléculas apresentaram potencial para
formar complexo com o receptor CB,. Utilizamos a energia de interagdo obtida pelo re-docking
(-8,42 kcal/mol) como valor minimo para anélise tendo em vista que o ligante CP55940
apresentou subestimagdo do pK;em relagdo ao valor experimental.

Assim como para o receptor CB1, as moléculas andlogas de CBC, endocanabinoides e
os ligantes de referéncia ndo apresentaram solu¢des com score inferiores ao valor de corte
estabelecido (-8,42 kcal/mol). A molécula 69A apresentou score de -8,31 kcal/mol com
interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio com o residuo Thr114 (2,30 A) e interacdo do tipo n-
n com o residuo Phe87 (4,87 A), Figura 111 disponibilizada no material suplementar. A
molécula 69a apresentou a interagdes hidrofobicas com os residuos Phe281 (4,53 A) e Phe9l
(4,07 A) similares ao observado nas interagdes entre o0 CP55940 e a proteina na estrutura
cristalografica.

As moléculas do grupo dos ligantes de referéncia CP55940 e MBX2982 apresentaram
baixo potencial de interagdo com o receptor CB>. A ordem de energia de interagdo das
moléculas do grupo dos ligantes de referéncia segue a ordem: CP55940 (-3,11 kcal/mol),
MBX2982 (-1,35 kcal/mol) e AR231453 (2,86 kcal/mol).

As moléculas do grupo dos analogos de CBG, canabinoides e supostos canabinoides
apresentaram potencial para formar complexo com o receptor CB». No grupo dos analogos de
CBG, observamos que as moléculas apresentaram de maior interagdo com o receptor quando
comparado com o receptor CB; indicando que as moléculas deste grupo apresentam maior
poténcial de interagdo com o CB:.

Como observado para o CBj, as moléculas radulanina A (-8,57 kcal/mol) e radulanina |
(-8,73 kcal/mol) apresentam a maior tendéncia de interagdo com o receptor CB> no grupo dos
analogos de CBG. A molécula radulanina A apresentou interacao do tipo ligacao de hidrogénio
com o residuo His95 (2,57 A), Phe94 (3,00 A) e Phe9l (2,32 A). Também observamos as
interagdes hidrofobicas de interesse do tipo m-m com residuo Phe87 (3,56 A) e do tipo n-6 com
o residuo Ile110 (5,46 A e 5,43 A). As interagdes observada com o residuo His95 indica que a
radulanina A interage com residuos envolvidos no mecanismo de ativagdio do CB> **. A
molécula radulanina I apresenta ligacdo de hidrogénio com o residuo Lys278 (2,13 A) assim
como interagio de van der Waals com os residuos Leul82 (2,94 A), Glul81 (3.12 A), Ala282
(2.79 A) e Pro184 (2.90 A). O efeito de ressonancia altera de forma positiva a interagdo das
moléculas radulanina A e radulanina I planificando a molécula e potencializando interagdes.

As interagdes realizadas pelos canabinoides sdo majoritariamente hidrofobicas e
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secundariamente ligagdo de hidrogénio como observado para o CBi. Observamos que os
canabinoides apresentam a intera¢do do tipo ligacdo de hidrogénio com a Ser285 onde os
ligantes que apresentam menor distancia nesta interagao apresentaram maior score. A interacao
com o residuo Ser285 ativagdo do receptor tendo em vista que a mutagdo deste residuo inibe a
sua ativacdo .

O estudo de IGM confirmou as interagdes do tipo ligacao de hidrogénio com o residuo
Ser285 como uma atragdo forte e com alto gradiente de densidade. Observamos na Figura 59
que o estudo de IGM indica que o THCV realiza interagdo com os residuos Phe94 (3,46 A),
Phe281 (3,46 A) e Ala282 (3,46 A). O estudo de IGM indica que as interagdes com os residuos
Ala282, Phe91, Phe94 e Trp258 apresentam caracteristica de interagdes fortes, coloracdo de

isosuperficies azul.
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Figura 59. Representacao da solucio de docking do THCV com o CB2 em 2D (a) e o do estudo de IGM
(b).

Como observado para o CB: a maior parte das interacdes sdo hidrofobicas, essas
interacdes no CB» sdo realizadas pela cadeia alifatica com os residuos Phel83 e Trp194. O
grupo cromanol e hidroxila dos canabinoides estdo principalmente envolvidos em ligacdes de
hidrogénio com os residuos Ser285 e His95. A molécula A>-THC e THCV apresentaram
interacdes de interesse do tipo ligacido de hidrogénio com o residuo Ser285, de 2.05 A e 1.90
A, com as regides de maior susceptibilidade a ataque eletrofilico, concordando com o resultado
da fun¢do de Fukui. Observamos que o AS-THC apresentou interacdes hidrofobicas com os
residuos de interesse Phe91 (5,38 A), Phe94 (4,25 A), Ile110 (5,47 A), Phe117 (4,82 A), Phe183
(4,86 A) e Trp194 (3.88 A). Enquanto o THCV apresentou interacdo com os residuos de
interesse Phe9l (5,16 A), Phe87 (4,59 A) e Phel83 (4,93 A). As interagdes de ambas as
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moléculas apresentam similaridade das interagdes das solugdes geradas com as interagdes
encontradas na estrutura cristalografica. O perfil de interagdo com a cadeia alifatica do CP55940

¢ similar ao observado para a cadeia alifatica dos canabinoides.

Leul82

| Conventinal Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond

L2

Trp194
a-Stack y

Phe87

-0

Figura 60. Representacio da soluciio de docking da desmodianona E com o0 CB: em 2D (a) e o do estudo de
IGM (b).

As moléculas do grupo dos supostos canabinoides apresentou tendéncia de interacdo
forte com o receptor CB> As interagdes estdo localizadas no mesmo sitio de interacao do
CP55940, as interacdes sdo principalmente hidrofobicas e secundariamente do tipo ligagao de
hidrogénio, contrastando com o observado para o CBi. As interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio com maior potencial ocorrem com os grupos hidroxila e cromanol com os residuos
de interesse Ser285 e Leul82. A molécula desmodianona E permaneceu com o maior potencial
de interagdo entre as moléculas estudadas com interacdes de interesse do tipo ligacdo de
hidrogénio com os residuos Leul82 (2,69 A), Ser285 (3,19 A), Figura 60. Observamos as
interacdes hidrofobicas com os residuos Phel83 (4,25 A), Trp194 (3,89 A), Pro184 (4,90 A),
Phe281 (5,03 A) e Lys278 (4,47 A). A molécula apresenta um perfil de interacio mais amplo
que o observado para os outros grupos no qual agrupa caracteristicas observadas para o
CP55940 como a interagao com a Ser285 e maior tendéncia de interacdes hidrofobicas.

Assim como observado para o CBi, as interacdes observadas no IGM apresentam
regides de alta densidade para os complexos THCV-CB: e desmodianona E-CB.. Este indicio
em conjunto com o potencial de interagdo observado para a desmodianona E aponta para um
complexo de menor energia entre a molécula desmodianona E e o CB». Desta forma, o grupo
dos receptores canabinoides apresentou maior potencial de interagdo com as moléculas

desmodianona E e THCV.
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5.4.3 Receptor acoplado a proteina G119 (GPR119)

O re-docking do MBX2982 apresentou RMSD de 0,39 A indicando alta sobreposi¢io
da solugdo gerada pelo docking com a posi¢ao do ligante na estrutura cristalografica. O ligante
apresentou o score de -11,79 kcal/mol que corresponderia ao pKi de 8,64. O ensaio de inibi¢ao
da estrutura cristalografica 7WCM indica que a interagdo entre 0 GPR119 ¢ o MBX2982
apresenta o pKide 7,06 2. Desta forma, estimamos que as simula¢des apresentam confianca
nas posi¢oes geradas com energias de interagao superestimadas.

A Figura 61 apresenta os resultados do re-docking do MBX2982 com a GPR119 onde
observamos intera¢des do tipo ligacdo de hidrogénio dos grupos tetrazola e ciclohexano com
os residuos Glu261 (2,75 A) e Trp265 (2,96 A). As interacdes do tipo ligagdo de hidrogénio

observadas correspondem a interagdes fracas, com suas distancias entre 2,50 e 3,20 A.
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Figura 61. Representacio da soluciio de re-docking do MBX2982 com a GPR119 em 2D (a) e o do estudo
de IGM (b).

A proximidade do MBX2982 com o residuo GIn65, correlacionado com o mecanismo
de ativacdo da estrutura, foi reproduzida pelo docking entretanto sem indicacao de interacao do
tipo ligagdo de hidrogénio no complexo receptor-ligante >2. O estudo de IGM indica interacdo
com o residuo Glu261 com caracteristica de baixa densidade. A interacdo com o residuo Glu261
¢ um bom indicativo considerando que este residuo estd envolvido diretamente na reducao
significantemente o ECso mediante a sua auséncia >2.

As interagdes hidrofobicas com os residuos Ala89, Trp238 e Phel57 estdo
correlacionadas com a formacgao do bolsao hidrofébico, necessaria para a conformacao ativa do
receptor 2. As interagdes hidrofobicas com os residuos Trp265, Phe241, Ala89, Phel57,
Leul69 e Trp238 estdo presentes no estudo de docking e na estrutura cristalografica. Sendo
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que, as interagdes de m-stacking com os residuos Phel157 e Phe241, encontradas na solucao de
docking, sdo identificadas como importantes para ao processo de emparelhamento dos residuos
do receptor e ativacio, processo denominado “stacking gate” 2.

Desta forma, realizamos os demais estudos de docking com o receptor GPR119
observando com maior atenc¢do os residuos que apresentam interagdo hidrofébica. A Figura 62
apresenta os dados de Score em kcal/mol e pK; das solugdes de docking selecionadas para o
receptor GPR119, os resultados estao representados nas Tabelas 15 e 16 (ver na sessdo do

apéndice).
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Figura 62. Resultados de docking em kcal/mol com o receptor GPR119, representado pelos grupos supostos
canabinoides (A), analogos de CBC (b), andlogos de CBG (C), canabinoides (D), endocanabinoides (E) e
ligantes de referéncia (F) com o crivo de selecio em -8,40 kcal/mol.

Utilizamos a energia de interagdo de -9,00 kcal/mol como crivo para a identificagdo de
estruturas com potencial ativagao do receptor. O valor de utilizado correspondente a potencial
de ativagdo da estrutura em concentracdo de 0,25 uM, pK; de 6,6. As estruturas da familia
GPR119, GPR55 e GPR18 ndo seguiram a tendéncia de grupo observado para os receptores
canabinoides. Os canabinoides, endocanabinoides e ligantes de referéncia ndo apresentaram
solugdes com score inferiores ao crivo estabelecido (-9,00 kcal/mol).

As moléculas do grupo dos ligantes de referéncia apresentaram potencial de interagdo
intermediario com o receptor GPR119. A ordem de interacdo no grupo dos ligantes de
referéncia segue a ordem: MBX2982 (-7,02 kcal/mol), AR231453 (-5,70 kcal/mol) e CP55940
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(-2,07 kcal/mol). O CP55940 apresentou baixo potencial de interagdo com o receptor GPR119,
este dado corrobora com o encontrado na literatura de baixa atividade do receptor na presenga
deste ligante e de canabinoides 2!7. Os ligantes MBX2982 (-7,02 kcal/mol) e AR231453 (-5,70
kcal/mol) apresentaram menor energia de interacdo com o receptor que o observado no re-
docking.

O ligante MBX2982 apresentou estar localizado na mesma regido do re-docking e
apresenta interacdes hidrofobicas com os residuos Phe241 (4,86 A), Trp265 (3,06 A, 4,88 A e
3,91 A), Leu94 (4,34 A e 2,23 A), Phel57 (3,93 A), Leul69 (5,18 A € 3,91 A) e Trp238 (4,93
A). Observamos que a solugio estéa localizada no sitio de referéncia com interagdes similares a
estrutura cristalografica, entretanto observamos a inversdo em 180,00 graus do ligante, Figura

63.
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Figura 63. Representacio 2D das interagdes do ligante MBX2982 otimizado com DFT com a GPR119 (a) e
representacao 3D de interacdes realizadas pelo ligante MBX2982 otimizado com DFT com a GPR119 e
posicio de referéncia do ligante MBX2982 em azul (b)

As moléculas de endocanabinoides apresentaram baixo potencial de interacdo com o
receptor. O potencial de interacdo observada para o grupo segue a ordem: Anandamida (-4,17
kcal/mol), LPI (-4,17 kcal/mol) e 2-AG (-0,43 kcal/mol). A anandamida apresentou indica¢ao
de possivel ativagdo do receptor por interacdes com residuos diferentes dos observados na
estrutura cristalografica. Observamos interacdes de interesse do tipo ligagao de hidrogénio com
o residuo Leu94 (2,20 A) e hidrofobicas com os residuos Leul69 (4,82 A) e Phel57 (4,87 A e
4,94 A).

O potencial de interacdo com o receptor GPR119 para as moléculas do grupo dos
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canabinoides foi inferior ao observado para os receptores canabinoides. Observamos a adi¢ao
do CBF neste grupo e conservagdo das moléculas A® -THC e THCV como principais
canabinoides raros. Os canabinoides conservaram a tendéncia de realizacdo majoritaria de
interagoes hidrofobicas.

Como exemplo, o THCV apresentou interagdo do tipo ligagdo de hidrogénio com o
residuo Thr86 (2,18 A) e interacdes hidrofobicas de interesse do tipo m-alquil com os residuos
Phel57 (4,24 A), Trp265 (4,11 A), Ala89 (4,75 A) e Leul69 (5,47 A, 4,12 A e 4,97 A). Em
contra partida o CBF apresentou a interacao do tipo ligacao de hidrogénio com o residuo Val85
(2,38 A) e interagdes hidrofobicas de interesse do tipo m-alquil com os residuos Phel57 (3,81
A), Trp265 (3,56 A), Trp238 (3,80 A). Os demais canabinoides apresentaram tendéncia similar,
ao realizar uma interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio e as outras interacdes do tipo
hidrofobicas.

Os andlogos de CBC, analogos de CBG e supostos canabinoides contém moléculas com
potencial de interagdo superior ao crivo estabelecido. As moléculas do grupo dos analogos de
CBC ,70b e 69a apresentaram energia de interagdo com score -3,68 kcal/mol e -9,38 kcal/mol.
A molécula 69A apresentou o maior score de -9,38 kcal/mol com interagdes de interesse do
tipo ligagdo de hidrogénio com o residuo Ala90 (3,02 A) e interagdo hidrofobica do tipo com
os residuos Ala89 (4,67 A) e Phe157 (3,20 A), Trp238 (4,46 A).

Os analogos de CBG possui moléculas com potencial de interagdo com o receptor
GPR119. Esta classe de moléculas apresentou as melhores energias de interacdo com o receptor
GPR119, quando comparado ao observado para os receptores canabinoides. A molécula
radulanina A apresentou intera¢io do tipo ligagdo de hidrogénio com o residuo Ala90 (2,89 A)
e Thr86 (2,02 A) assim como interagdes com os residuos de interesse Leul69 (5,21 A), Trp238
(3,74 A e 4,57 A), Ala89 (4,58 A), Phel57 (4,42 A) e Trp265 (3,98 A). A molécula radulanina
I apresentou menor quantidade de interagcdes que a radulanina A, respectivamente uma
interagio do tipo ligagio de hidrogénio com o residuo Glu261 (2,37 A) e interacdes
hidrofdbicas de interesse com os residuos Phe157 (4,01 A), Trp265 (3,28 A e 4,23 A), Trp238
(4,86 A) e Ala89 (4,15 A).

As moléculas do grupo dos supostos canabinoides (Figura 64) apresentou forte potencial
de interagdo com o receptor GPR119. As interacdes estdo localizadas no mesmo sitio de
interacdo do MBX2982 e sdo majoritariamente hidrofobicas seguindo a tendéncia observada

para os outros grupos.
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Figura 64. Representacio da solucio de docking do 6-metiltetrapterol A com o0 GPR119 em 2D (a) e o do
estudo de IGM (b).

A molécula 6-metiltetrapterol A apresentou uma interagdo do tipo ligacdo de hidrogénio
com o residuo Thr86 (2,72 A) e intera¢des hidrofobicas com os residuos de interesse Phe241
(5,40 A), Trp265 (4,05 A), Phe157 (3,59 A, 5,02 A € 4,22 A), Leul69 (4,69 A) e Trp238 (5,14
A), Figura 64. As interagdes e o estudo de IGM indicam que a moléculas 6-metiltetrapterol A
apresenta forte potencial de modulagdo na conformacdo ativa do receptor GPR119. Os
resultados observados no estudo indicam que as interagdes com os residuos Trp238, Thr86,
Leu242, Phel57, Met82, Leu6l, Glu261, Trp265 e Phe241 apresentam alta densidade e

consequente forte tendéncia de interagdes fortes.

5.4.4 Receptor acoplado a proteina G 55 (GPR55)

O re-docking do LPI apresentou RMSD de 0,23 A indicando alta sobreposi¢do da
solucao gerada pelo docking com a posi¢dao do ligante na estrutura cristalografica. O ligante
apresentou o score de -9,65 kcal/mol que corresponderia ao pKi de 7,07. Ruixue e
colaboradores demonstraram que o LPI apresentou a inibigdo da GPR55 com pK; de 6,51 7.
Desta forma, estimamos que as simulacdes apresentam confianga nas posigdes geradas com
energias de interacao proximas ao valor esperado.

A Figura 65 apresenta os resultados do re-docking do LPI com o GPRS55 onde
observamos interagdes do tipo ligacio de hidrogénio com os residuos Met172 (1,612 A),
Trpl177 (2,12 A), Asnl171 (2,01 A, 2,25 A €2,29 A), His170 (2,13 A e 1,89 A), Asnl6 (2,58 A
€2,20 A) e Phel2 (2,28 A). As interacdes observadas entre o LPI e os residuos Met172, Trp177,
Asnl71, His170, Asnl6 correspondem a interacdes forte com distancia inferior a 2,50 A. A

interacdo com os residuos Phel2 com o LPI possuem distancia entre 2,50 e 3,20 A. As
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interagdes com os residuos Metl72, Trpl177, Asnl71, His170 sdo observadas na estrutura
cristalografica e consideradas essenciais para a fixagdo doas regides de maior susceptibilidade
a ataques eletrofilicos do LPI no receptor com subsequente modulacdo do receptor na

conformacio ativa >’.
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Figura 65.Representaciio da soluciio de re-docking do LPI com a GPRSS5 em 2D (a) e o do estudo de IGM
(b).

O estudo de IGM indica que as interagdes com os residuos Met172, Trpl177, Asnl71,
His170 apresentam alta densidade estas regides consistem com interagdes do tipo ligagdo de
hidrogénio na estrutura cristalografica, relatadas na literatura como estabilizadoras da posi¢ao
do ligante °’. A interacio realizada pela Arg253 esta relatada como chave para a atividade do
receptor, podemos observar que estd interacdo ¢ realizada com o grupo fosfato impedindo a
entrada dos grupos polares do LPI na parte hidrofébica do receptor *’.

O LPI realiza interagdes hidrofobicas do tipo m-alquil com os residuos Leu270 (3,84
A), Phe246 (3,45 A), Phel59 (3,75 A), Phel02 (4,75 A e 4,70A), Leul85 (4,92 A e 2,25 A),
lle156 (4,93 A), Gly152 (4,48 A), Tyr106 (4,74 A e 4,48 A), Phe110 (4,96 A) e Leul48 (4,06
A) da estrutura do GPR55. Entre estas vale destacar interagdes com os residuos de interesse
Phe102, Ile156 e Tyr106 indicados como os principais residuos do bolsdo hidrofébico *’. O
estudo de IGM sugere que os residuos Leul85, Tyrl06, Glyl52 e Leul48 apresentam
interagdes com o ligante com caracteristicas de interacdo de van der Waals, a interagdo com 0s
residuos Leul85, Gly152 e Leul48 podem colaborar na estabiliza¢do da conformacao ativa do

receptor.
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A Figura 66 apresenta os dados de Score em kcal/mol e pK; das solu¢des de docking
selecionadas para o receptor GPR55, os resultados estao representados nas tabelas 15 e 16 (ver

sessdo de Anexos).
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Figura 66. Resultados de docking em kcal/mol com o receptor GPRS5S, representado pelos grupos supostos
canabinoides (A), andlogos de CBC (b), andlogos de CBG (C), canabinoides (D), endocanabinoides (E) e
ligantes de referéncia (F) com o crivo de selecio em -8,40 kcal/mol.

Utilizamos o crivo de sele¢do para o estudo de docking da GPR119 na GPRS5S5, energia
de interacdo de -9,00 kcal/mol. A GPRS55 apresentou menor potencial de interagdo que o
observado para os outros receptores estudados neste trabalho. Seguindo a tendéncia dos
receptores canabinoides, as moléculas de analogos de CBC, endocanabinoides e os ligantes de
referéncia ndo apresentaram solucdes com score inferiores ao crivo estabelecido (-9,00
kcal/mol).

As moléculas do grupo dos andlogos de CBC, 70b e 69a apresentaram a energia de
interacao com score -7,72 kcal/mol e -6,28 kcal/mol. A molécula 69A apresentou o maior score
de -7,572 kcal/mol com interagdes hidrofobicas com os residuos de interesse Met172 (5,65 A),
Trp177 (5,58 A), 11e156 (4,94 A) e Leul85 (5,47 A). As interacdes hidrofobicas apresentadas
apresentaram similaridade com o observado na estrutura cristalografica. As interagdes com os
residuos Metl172 e Trpl177 indicam que o ligante apresenta a potencial de interagir com a
porcao superior do receptor com os residuos Met172 e Trp177 relatados como envolvidos no

mecanismo de ativagio do receptor °’.
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As moléculas CP55940 e AR231453 do grupo dos ligantes de referéncia apresentaram
baixo potencial de interacdo com a GPRS5S.

As moléculas de endocanabinoides apresentaram o maior potencial de interacdo com a
GPR55 quando comparado aos demais receptores. A anandamida apresentou maior potencial
de interacdo apresentando intera¢des do tipo ligagdo de hidrogénio com os residuos Phel2 (3,69
A) e Asnl6 (2,55 A). Ambos os residuos estio envolvidos no bolsdo hidrofébico do receptor
57 A conformagio do ligante LPI apresentou menor energia de interagdo com o receptor que o
observado no re-docking. O ligante apresentou ligagdo de hidrogénio com os residuos His70
(1,78 A), Asnl6 (2,65 A), Ser267 (2,93 A), Trp177 (2,39 A) e Asnl171 (2,36 A, 3,07 A e 2,97
A). Observamos que o alto grau de liberdade da cadeia alifatica do LPI é essencial para a
interacao com o bolsdo hidrofobico e subsequente modulagao do receptor.

Os grupos dos anadlogos de CBG, canabinoides e supostos canabinoides apresentaram
moléculas com potencial de interagdo com o receptor mimetizando o comportamento observado
para os receptores canabinoides. A molécula radulanina K B apresentou interagdo do tipo
ligacdo de hidrogénio com o residuo Vall81 (2,76 A) assim como interacdes com os residuos
de interesse Trp177 (3,87 A e 3,50 A), 11le156 (5,25 A) e 11e185 (2,89 A), Phel02 (5,24 A) e
Met172 (3,44 A). As interagdes realizadas pelo grupo sdo majoritariamente hidrofobicas
seguindo o comportamento observado para os outros receptores canabinoides. As demais
moléculas seguiram o padrao de interacdo da molécula radulanina K B.

A molécula radulanina A ndo apresentou interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio
indicando baixo potencial de modulagdo do receptor. O efeito de ressondncia, e consequente
aumento da hidrofobicidade, modula de forma negativa a interagdo das moléculas com o
receptor GPRS55. O grupo das moléculas canabinoides apresentou maior potencial de interagao
com os receptores canabinoides que com o receptor GPR55. Os canabinoides apresentaram
maior quantidade de interagdes hidrofobicas que interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio, e
mostraram tendéncia de apresentarem solugdes no estudo de docking, localizadas na regido
polar do LPI. Observamos que as interacdes do tipo ligagdo de hidrogénio ocorrem
principalmente entre as regides de alta densidade eletronica dos ligantes com os residuos
Arg253, His170, Metl72, Asnl71 e Trpl77. As interacdes observadas sdo similares a
observado na estrutura cristalografica. As moléculas do grupo dos supostos canabinoides

(Figura 67) apresentou maior tendéncia de interagdo com a GPR119 que com a GPRS55.
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Figura 67. Representacio da solucio de docking da desmodianona D B com a GPRS55 em 2D (a) e 0 do
estudo de IGM (b).

A desmodianona D B (Figura 67) apresentou interagdo do tipo ligacdo de hidrogénio
com os residuos Ly263 (1,77 A), Cys10 (2,90 A) e Trp177 (2,78 A) assim como intera¢des
hidrofdbicas com os residuos de interesse His170 (3,93 A) e Met172 (4,50 A). As interacdes
com o residuo Met172 apresentou alta densidade correspondendo a uma interagao de potencial
forte. O estudo de IGM ainda demonstrou regides de alta densidade entre o ligante e os residuos
Met274, GIn249 Val252, Lys263, Phel2 e Asnl71.

Os resultados indicam que as maiores tendéncias de interacdo com o receptor GPR55
corresponde a moléculas dos grupos dos canabinoides e supostos canabinoides. A energia de
interacdo observada ainda indica que os canabinoides possuem preferéncia pelos receptores
canabinoides. A similaridade de propriedades fisico-quimicas como lipofilicidade dos
canabinoides com os endocanabinoides podem estar correlacionadas com a ativagao do receptor
GPR55. Ademais, o grupo cromanol presente nos supostos canabinoides aumentam o potencial
de interagdo dos canabinoides com o GPRS5S5. Por fim, os resultados de docking indicam que o
aumento da eletronegatividade e regidoes com alta densidade eletronica no ligante favorecem a

interacao com a GPRS5S5.

5.4.5 Receptor acoplado a proteina G 18 (GPR18)

O estudo de docking com o GPR18 indicou solugdes com baixa energia de interacao,
inferior a -9,00 kcal/mol (Figura 68). Residuos definidos como tendenciosos a apresentarem
interacdo nos receptores anteriores devido a modelos cristalograficos ndo foram bem definidos
na estrutura da GPR18. Assim, a estrutura utilizada ndo apresentou a formagao dos bolsdes

hidrofobicos, presentes nas estruturas GPR119 e GPRS5S5, gerando menores energias de
130



interagdo nos complexos receptores-ligantes gerados no estudo de docking.

A auséncia do bolsdo hidrofobico definido aumentou o nimero de residuos que realizam
interacdes com as moléculas dispersando a regido de docagem dos ligantes. A utilizacao do
modelo gerado pelo algoritmo do Alphafold mostrou menor grau de confianca quando
comparado com os modelos derivados de estruturas cristalograficas resolvidas

experimentalmente.
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Figura 68. Resultados de docking em kcal/mol com o receptor GPR18, representado pelos grupos supostos
canabinoides (A), analogos de CBC (b), andlogos de CBG (C), canabinoides (D), endocanabinoides (E) e
ligantes de referéncia (F) com o crivo de selecio em -8,40 kcal/mol.

As moléculas do grupo dos endocanabinoides apresentou a menor tendéncia de
interacdo com o receptor. A tendéncia de interacdo no grupo dos endocanabinoides segue a
ordem: 2-AG (-3,28 kcal/mol), anandamida (1,22 kcal/mol) e LPI (8,99 kcal/mol). A molécula
2-AG apresentou interacdo do tipo ligagdo de hidrogénio com o residuo Asp85 (1,90 A) assim
como a intera¢do hidrofébica com o residuo Tyr81 (3,97 A).

As moléculas do grupo dos ligantes de referéncia apresentaram baixa energia de
interacdo. A ordem de intera¢do no grupo dos ligantes de referéncia segue a ordem: AR231453
(-7,69 kcal/mol), MBX2982 (-6,57 kcal/mol) e CP55940 (-5,11 kcal/mol). O ligante AR 231453
apresentou interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio com os residuos Asn265 (1,94 A), Tyr82
(2,12 A e 2,17 A) e Arg78 (3,08 A) e uma interagdo hidrofébica com o residuo Leu255 (4,64
A). Os demais ligantes apresentaram maior quantidade de interagdes do tipo hidrofobicas que

do tipo ligacdo de hidrogénio.
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As moléculas do grupo dos analogos de CBC, 70b e 69a, apresentaram energia de
interagdo com score de -6,75 kcal/mol e -7,22 kcal/mol, respectivamente. A molécula 69A
apresentou interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio dos atomos O1 ¢ O16 com os residuos
Arg78 (2,09 A) e Cys172 (2,39 A). A localizacdo da solugdo de docking se sobrepde com o
observado para o grupo dos ligantes de referéncia, correlacionamos a tendéncia de interagdo
entre os grupos eletronegativos das moléculas com a carga positiva do residuo Arg78.

Os anélogos de CBG apresentaram, no geral baixo potencial de interagao com o receptor
GPR18. A molécula radulanina I (-7,43 kcal/mol) apresentou a maior tendéncia de interagao no
grupo dos andlogos de CBG com interagao do tipo liga¢do de hidrogénio dos atomos Ol e O16
com os residuos Thr101 (2,26 A) e Arg78 (2,75 A) assim como interagdes hidrofébicas dos
grupos estireno e metila com os residuos Trp87 (5,23 A), Leu97 (3,37 A) e Tyr82 (5,04 A).

As moléculas do grupo dos canabinoides apresentou baixa tendéncia de interagdo com
o receptor GPR18. Observamos que o pK; destes ligantes correspondem a 4,30 e 6,00, menor
que o encontrado na literatura indicando subestimagdo da concentragdo necessaria para a
modulacio do receptor 2'8,

As interagdes realizadas pelos canabinoides (Figura 69) sdao majoritariamente do tipo
hidrofobicas. O CBL apresentou a melhor energia de interagdo com o receptor realizando
interagdo do tipo ligagdo de hidrogénio com o residuo Arg78 (3,98 A) as demais interagdes
realizadas observadas sdo hidrofobicas. O estudo de NCI confirma que a maior densidade,
regido em azul, estd presente na interagdo com a Arg78 e as demais interagdes apresentam
densidade inferior (verde). O comportamento observado para o CBL ¢ reproduzido nos outros

canabinoides, indicando alta tendéncia de interacdo com a Arg78.
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Figura 69. resultado do estudo de docking da molécula CBL com o receptor GPR18 (a) e estudo de NCI (b).
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As moléculas do grupo dos supostos canabinoides apresentou as moléculas com maior
tendéncia de interacdo com a GPR18. A desmodianona E B apresentou interag¢ao do tipo ligacao
de hidrogénio com o residuo Cys251 (2,68 A) e interagio hidrofobica com os residuos Cys172
(2,90 A), Trp87 (4,44 A), Leu97 (3,82 A e 5,35 A) e Arg78 (3,78 A, 4,82 A ¢ 5,22 A). O residuo
Arg78 apresentou interacdo por meio de ponte salina, ligacdo de hidrogénio e interacao
hidrofébica com as moléculas do grupo dos supostos canabinoides. Desta forma o residuo
Arg78 permanece como um residuo de interesse para a modulacdo do receptor, sendo que os
supostos canabinoides seguem a tendéncia de interagdo com este residuo.

O receptor GPR18 apresentou o menor energias de interacdo com as moléculas
estudadas indicando baixo potencial de ativacdo mediante a presenca de canabinoide e
miméticos. Observa-se que na literatura que endocanabinoides e canabinoides modulam a
atividade do GPR18 *3. Entretanto nossos estudos indicam que essa modula¢do ¢ fraca com
maior tendéncia dos canabinoides e miméticos apresentarem maior potencial de interagdo com

outras estruturas.

5.5 Correlacao por Heatmap

Realizamos a correlagdao de todos os dados obtidos nos estudos de estrutura eletronica,
ADMET e docking para classificar as moléculas estudadas por meio das propriedades
levantadas. A andlise de correlagdo foi realizada com o método de heatmap para andlise de
agrupamento das moléculas em grupos. Realizamos a correlacdo dos dados em 3 etapas com a
adicdo seriada dos dados dos estudos para a observagdo do efeito de cada grupo. Sendo assim,
obtivemos a correlagdo dos dados advindos dos estudos de estrutura eletronica + ADMET, e
estrutura eletronica + ADMET + docking.

Utilizamos os dados obtidos a partir dos calculos de estrutura eletronica para realizar a
correlagdo por heatmap, apresentada na Figura 70. Os dados utilizados para o heatmap estao

presentes nas Tabelas 9 e 10 do Apéndice.
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Figura 70. Heatmap com os dados obtidos a partir das estruturas eletronicas.
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Os descritores derivados da estrutura eletronica indicam o agrupamento em 5 grupos,
contrastando o observado pela PCA. O grupo A corresponde aos analogos de CBC e analogos
de CBG com exclusdo das moléculas radulanina K e radulanina K B. O grupo B corresponde
aos grupos dos supostos canabinoides e a radulanina K e radulanina K B. O grupo C
corresponde aos endocanabinoides. O grupo D corresponde aos canabinoides. O grupo E
corresponde aos ligantes de referéncia AR 231453 e MBX2982.

O conjunto de dados de descritores eletronicos apresenta uma divisdo inicial das
estruturas estudadas, porém ainda nao sdo suficientes para a compreensao e separagao correta
dos grupos estudados. O grupo B em especifico apresentou pouca diferenciacdo dos outros
grupos. Os grupos A e¢ B apresentam diferengas consideraveis que devem ser levadas em
consideracdo para a separacdo por algoritmo de heatmap.

O estudo de heatmap converge com o estudo de PCA com a identificacdo da diferenca
entre as estruturas de referéncia, assim como a diferenciagdo dos andlogos de canabinoides e
canabinoides. Assim como o observado para a PCA, observamos uma alta similaridade da
Desmodianona D B e Desmodianona A (R) com os canabinoides e do CP55940 com os
canabinoides e endocanabinoides.

A construgdo do segundo estudo de heatmap foi realizada exclusivamente 37
propriedades para a analise ADMET e as propriedades de estrutura eletronica. Desta forma
aplicamos os descritores farmacocinéticos para a melhor descricdo das moléculas e melhor
separagdo dos grupos, tabelas 11, 12, 13 e 14 (ver sessdo do apéndice). A Figura 71 apresenta
o heatmap obtido.

Observamos a divisao do heatmap com 7 grupos nomeados de A até G. O grupo A ¢
formado pelas moléculas 70b, 69a, glepidotin C, araphin 1, radulanina A, radulanina A B,
radulanina I e radulanina I B. O grupo B ¢ formado pelas moléculas radulanina H, radulanina
H B, radulanina K e radulanina K B. Estes grupos compartilham as moléculas dos analogos de
CBC e analogos de CBG. Os anélogos de CBC estao no grupo A e os analogos de CBG estao

divididos entre os grupos A e B.
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Figura 71. Heatmap das moléculas estudadas com os dados obtidos a partir dos estudos de estrutura eletronica, ADMET e Docking.
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A adicdo dos dados de ADMET foram cruciais para a classificagdo e diferencia¢ao dos
grupos C, D, E, F e G. Os grupos C (supostos canabinoides) ¢ D (endocanabinoides) sdo
compostos por apenas uma classe de moléculas. Os grupos E e F sdo compostos pela classe dos
canabinoides sendo que as moléculas dcidas CBDA e CBCA compdem o grupo F, as demais
compdem o grupo E. Por fim, observamos que os ligantes de referéncia compdem o grupo G.
Em seguida, aplicamos os resultados obtidos pelo estudo de docking, Tabelas 15 e 16,
resultados estdo mostrados na Figura 122 da sessao do Apéndice.

As propriedades advindas do estudo de docking ndo apresentou grande alteracdo na
estrutura da classificacdo por heatmap. Observamos a permanéncia da divisao do mapa com 7
grupos nomeados de A até G. A composi¢ao dos grupos permaneceu a mesma observada para
a analise com os dados de estrutura eletronica e ADMET.

Desta forma, o grupo A ¢ formado pelas moléculas 70b, 69a, glepidotin C, Aaraphin 1,
radulanina A, radulanina A B, radulanina I e radulanina I B. O grupo B ¢é formado pelas
moléculas radulanina H, radulanina H B, radulanina K e radulanina K B. Os grupos C (supostos
canabinoides) ¢ D (endocanabinoides) sdo compostos por apenas uma classe de moléculas. Os
grupos E e F sdo compostos pela classe dos canabinoides sendo que as moléculas dcidas CBDA
e CBCA compdem o grupo F, as demais compdem o grupo E. Por fim, observamos que os
ligantes de referéncia compdem o grupo G.

Sendo assim, o estudo de heatmap indica que as moléculas apresentam a caracteristicas
que podem ser agrupadas em 7 grupos. A divisdo do grupo E e F corresponde a divisdo de
canabinoides e suas formas 4cidas. O estudo de heatmap indica que ¢ interessante a separagao
destes grupos e respectiva andlise para cada grupo. A analise dos dados indica que os
canabinoides e os analogos de canabinoides apresentam distingao apesar das semelhancas de
atividade farmacologica e estrutural, respectivamente grupos A, B e E.

Segundo os parametros analisados os canabinoides apresentam distingdo das formas
acidas assim como uma alta semelhanca dos andlogos de CBC e andlogos de CBG. Os
endocanabinoides apresentam maior semelhanga com o grupo dos canabinoides. As
propriedades estudas indicam que os supostos canabinoides apresentam divergéncia com os
canabinoides e similaridade com os andlogos de canabinoides. Os ligantes de referéncia
MBX2982 e AR231453 apresentam divergéncia com os outros grupos. Por fim a molécula
CP55940 apresenta semelhanga com os canabinoides e divergéncia com os outros grupos.

Desta forma, os descritores eletronicos assim como a energia dos orbitais de fronteira

observados nos estudos de estrutura eletronica indicam correlacionar os ligantes de forma
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satisfatoria e enriquecedora para o modelo.

5.6 Estudo ONIOM.

Realizamos o estudo de ONIOM das estruturas dos receptores CB1, CB2, GPR55 ¢
GPR119 e seus respectivos complexos com os ligantes cristalizados para analisar a tendéncia
de reatividade dos complexos e localiza¢do dos orbitais moleculares. A Figura 72 e Tabela 17
(Apéndice) apresentam o resultado da analise de energia dos orbitais moleculares dos receptores
e complexos receptor-ligante calculados com ONIOM B3LYP/6311+G(d,p):AMBER ¢
PM6:AMBER.

5.6.1 Receptor CB1

A estrutura do receptor CB; otimizado em sua forma apo com os métodos PM6: AMBER
apresentou energia para o orbital HOMO de -383,43 kcal/mol e -192,73 kcal/mol para o orbital
LUMO. Os valores de energia encontrados para o complexo CBi-CP55940 sao menores para
os orbitais HOMO e LUMO, respectivamente -232,53 kcal/mol e -102,13 kcal/mol.
Observamos que a interagdo do receptor CB com a molécula CP55940 diminuiu o Arom de
190,70 kcal/mol para 130,41 kcal/mol, uma acentuada reducao de 60,30 kcal/mol. A diminui¢ao
de 60,30 kcal/mol foi a maior percebida entre os estudos de ONIOM. A diminui¢do do Arom
indica tendéncia de aumento significativo da reatividade do complexo com forte inducdo da
conformacao ativa, pelo receptor, corroborando com os achados experimentais que indicam alta
atividade do CB1 na presenga do CP55940 2!1:219,

A estrutura do receptor CB; otimizado via B3LYP/6311+G(d,p):AMBER apresentou
energia para o orbital HOMO de -319,25 kcal/mol e -239,03 kcal/mol para o orbital LUMO. Os
valores de energia encontrados para o complexo CBi-CP55940 sdo menores nos orbitais
HOMO e LUMO, respectivamente -314,29 kcal/mol e -239,72 kcal/mol. Observamos que a
interacao do receptor CB1 com a molécula CP55940 diminuiu o Arom de 80,23 kcal/mol para
74,57 kcal/mol, diminui¢do de 5,66 kcal/mol. A diminui¢do do Arom indica tendéncia de
aumento da reatividade do complexo, embora menos significativa que no PM6:AMBER.
Observamos que os calculos de ONIOM B3LYP/6311+G(d,p):AMBER ¢ PM6:AMBER
concordam na tendéncia de aumento da reatividade das estruturas na presenca das moléculas

CP55940.
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Figura 72. Comparacio dos orbitais dos complexos estudados.

5.6.2 Receptor CB:

A estrutura do receptor CB> otimizado com PM6:AMBER apresentou energia para o
orbital HOMO de -259,43 kcal/mol e -100,18 kcal/mol para o orbital LUMO. Os valores de
energia encontrados para o complexo CB2-CP55940 sao menores nos orbitais HOMO e LUMO,
respectivamente -256,60 kcal/mol e -101,27 kcal/mol. Observamos que a interagdo do receptor
CB; com a molécula CP55940 diminuiu o Arom de 159,25 kcal/mol para 155,33 kcal/mol,
diminuic¢ao de 3,92 kcal/mol. A diminuicdo de Arom indica tendéncia de aumento da reatividade
da estrutura correspondendo com o observado na literatura para a ativacdo do receptor e
subsequente interacdo com mensageiros secundarios.

Para a estrutura otimizada com B3LYP/6311+G(d,p):AMBER. O orbital HOMO
apresentou energia de -192,13 kcal/mol e -170,12 kcal/mol para o orbital LUMO. Os valores
de energia encontrados para o complexo CB2-CP55940 sdo menores nos orbitais HOMO e
LUMO, respectivamente -190,99 kcal/mol e -170,47 kcal/mol. Observamos que a interagao do
receptor CB2 com a molécula CP55940 diminuiu o Arom de 22,02 kcal/mol para 20,52 kcal/mol,
diminuicdo de em 1,50 kcal/mol. Observamos a mesma tendéncia na diminuicdo de Arom no

ONIOM PM6:AMBER e B3LYP/6311+G(d,p):AMBER

5.6.3 Receptor GPR119
A estrutura do receptor GPR119 apresentou energia para o orbital HOMO de -302,13
kcal/mol e -173,95 kcal/mol para o orbital LUMO. Os valores de energia encontrados para o

complexo GPR119-MBX2982 sdo maiores nos orbitais HOMO e LUMO, respectivamente -
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304,96 kcal/mol e -174,36 kcal/mol. Observamos que a interagdao do receptor GPR119 com a
molécula MBX2982 aumentou o Arom de 128,19 kcal/mol para 130,60 kcal/mol, aumento de
2,42 kcal/mol, assim a estrutura da GPR119 foi a tnica que apresentou a diminui¢do da

reatividade quando complexada com o ligante.

5.6.4 Receptor GPRS5

A estrutura do receptor GPRS55 apresentou energia para o orbital HOMO de -279,99
kcal/mol e -191,08 kcal/mol para o orbital LUMO. Os valores de energia encontrados para o
complexo GPR55-LPI sdo menores nos orbitais HOMO e LUMO, respectivamente -277,19
kcal/mol e -191,71 kcal/mol. Observamos que a interacdo do receptor GPR55 com a molécula
LPI diminuiu o Arom de 88,91 kcal/mol para 85,47 kcal/mol, diminui¢ao de 3,44 kcal/mol. A
estrutura da GPR55 seguiu a tendéncia observada para o grupo dos canabinoides com tendéncia

de maior reatividade da estrutura na presenga do ligante.

5.6.5 Receptor canabinoide do tipo I (CB1) e complexo CBi-CP55940

A Figura 73 apresenta os orbitais para o estudo de ONIOM
B3LYP/6311+G(d,p):AMBER do receptor CB;. A camada alta do CB; ¢ formada pelo ligante
CP55940 e pelos residuos Ser173, Lys192, Val196, 11e267, Phe268, Pro269 e Ser383 (Figura
73). A camada baixa ¢ formada pelos outros residuos do receptor. A estrutura do receptor CB;
apresenta o orbital HOMO localizado no residuo Pro269 e LUMO nos residuos Serl73 e
Lys192. Os residuos onde estdo localizados os orbitais LUMO, Serl173 e Lys192, realizam
interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio com o ligante enquanto residuo Pro269 apresenta uma
interacdo de van der Waals. O complexo CB1-CP55940 apresenta a localiza¢do do orbital

HOMO no grupo fenol do CP55940 e o orbital LUMO na cadeia lateral da Lys192.
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Figura 73. Distribuicao dos orbitais moleculares do estudo de ONIOM PM6:AMBER para o receptor CB;
e complexo CB1-CP55940: HOMO (a, ¢) e LUMO (b, d).

Pro269

A localizagao dos orbitais indicam que a densidade eletronica do receptor CB; € alterado
na presenga do CP55940. O CB; e o complexo CB-CP55940 compartilham da localizagdo do
orbital LUMO na Lys192 e divergéncia de localizacdo do orbital HOMO. As interacdes
realizadas parecem indicar fluxo de elétrons do ligante para o residuo Ser173. A distribuicao
dos orbitais indicam que as intera¢des do tipo ligacdo de hidrogénio realizadas pelo CP55940
modulam o receptor alterando a sua conformagdo. A localizacdo do orbital LUMO sobre o
residuo Lys192 indica que os elétrons presentes no ligante apresentam a tendéncia de fluxo para

os residuos do receptor.
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Figura 74. Distribui¢do dos orbitais moleculares do estudo de ONIOM B3LYP/6311+G(d,p):AMBER para
o receptor CB1 e complexo CB:-CP55940: HOMO (a, ¢) e LUMO (b, d).

O CBi e o complexo CB1-CP55940 divergem na localizagdo dos orbitais HOMO e
LUMO (Figura 74). A compreensdo do sistema indica o compartilhamento de elétrons do
ligante CP55940 preenchem orbital LUMO anteriormente localizado no residuo Lys192. O
preenchimento deste orbital altera a localizagao do orbital LUMO para o ligante CP55940.

A localizacdo do orbital LUMO indica que os elétrons presentes no ligante apresentam
a tendéncia de fluxo para os residuos do receptor. Observamos a tendéncia que o preenchimento
dos orbitais do receptor pelo ligante ocorre por interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio

realizadas pelo CP55940 com o receptor.

5.6.6 Receptor canabinoide do tipo II (CB2) e complexo CB2-CP55940
A camada alta do CB> ¢ formada pelo ligante CP55940 e pelos residuos Phe87, Leul82,

Phel83, Leul85 e Ser285. A camada baixa ¢ formada pelos outros residuos do receptor.
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Observamos que a estrutura do receptor CB> apresenta os orbitais HOMO e LUMO nas cadeias
laterais dos residuos Phe87 e Phel83 (Figura 75). Estes residuos estdo envolvidos em uma
interacao do tipo hidrofobica n-n e n-c com o ligante, conforme o estudo de docking. O
complexo CB»-CP55940 apresenta a localizagao do orbital HOMO no residuo Phe87 e o orbital
LUMO no grupo fenol do CP55940, porcao central da molécula.

a) b)

Ser285 Leul82 Ser285 Leul82

Ser285 Leul82 Ser285 Leul82

Leul85 Leul85

Figura 75. Distribuicao dos orbitais moleculares do estudo de ONIOM PM6:AMBER para o receptor CB:
e complexo CB2-CP55940: HOMO (a, ¢) e LUMO (b, d).

A localizacao do orbital HOMO nos residuos Phe87 e Phel83 indicam que as interagdes
hidrofébicas no complexo possuem peso relevante para a obten¢do da conformacao ativa do
receptor. O estudo de ONIOM corroboram com o apresentado pelos indices de reatividade de
Fukui indicando reatividade do grupo fenol com tendéncia de ataque eletrofilico. O Orbital

LUMO do complexo CB>-CP55940 indica que o compartilhamento de elétrons do CP55940
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preenche parcialmente o orbital LUMO do CBa, respectivamente a area dos residuos Phe87 e
Phel83. A localizagdo do orbital LUMO indica que os elétrons presentes nos residuos do
receptor possuem a tendéncia de fluxo para o ligante.

As estruturas otimizadas com B3LYP/6311+G(d,p):AMBER apresentaram diferentes
localizag¢des dos orbitais HOMO e LUMO (Figura 76). A estrutura do receptor CB> apresenta
o orbital HOMO na cadeia lateral do residuo Phe87 e LUMO nos atomos do backbone do
residuo Ser285.

b)

Ser285

Phel83 Phel83

Phe87

Leul85 »

! Leul85
) d)

Ser285 Ser285

Leul85 v Leul85 N

Figura 76. Distribuicao dos orbitais moleculares do estudo de ONIOM B3LYP/6311+G(d,p):AMBER para
o receptor CB: e complexo CB:-CP55940: HOMO (a, ¢) e LUMO (b, d).

O orbital HOMO segue a tendéncia observada para a estrutura otimizada com
PM6:AMBER. O complexo CB2-CP55940 apresenta a localizagao do orbital HOMO no grupo
fenol do CP55940 e na cadeia lateral do residuo Phel83 e o orbital LUMO no backbone do
residuo Ser285. As estruturas otimizadas com B3LYP/6311+G(d,p):AMBER indicam que o

fluxo de elétrons ocorre do ligante CP55940 para o modelo do CB;. A tendéncia de fluxo de
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elétrons € o inverso do observado para a estrutura otimizada com PM6:AMBER. A localizag¢ao
do orbital HOMO no CP55940 indica que o orbital LUMO presente no receptor permanece
incompleto e, portanto, uma interagao mais fraca que a percebida pelo CP55940 no receptor

CBa;.

5.6.7 Receptor acoplado a proteina G 119 (GPR119) e complexo GPR119-MBX2982

A camada alta do GPR119 ¢ formada pelo ligante MBX2982 ¢ pelos residuos Val93,
Leu94, Leul69, Trp238, Phe241, Glu261 e Trp265 (Figura 77). A camada baixa ¢ formada
pelos outros residuos do receptor. Observamos que a estrutura do receptor GPR119 apresenta
o orbital HOMO localizado no residuo GIlu261 e o orbital LUMO localizado no residuo Trp238.
O estudo de docking indica que estes residuos estdo envoltos em interagdes do tipo de van der
Waals e uma interacdo n-6. O complexo GPR119-MBX2982 apresenta a localizagdo do orbital
HOMO no residuo Trp265 e o orbital LUMO no grupo pirimidina do ligante MBX2982. O
residuo Trp265 estd envolvido em uma interagdo de van der Waals assim como duas interagdes

do tipo m-m.
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Figura 77. Distribuicao dos orbitais moleculares do estudo de ONIOM PM6:AMBER para o receptor
GPR119 e complexo GPR119-MBX2982: HOMO (a, ¢c) e LUMO (b, d).

5.6.8 Receptor acoplado a proteina G 55 (GPRS5) e complexo GPRSS-LPI

A camada alta do GPRS55 ¢ formada pelo ligante LPI e pelos residuos Phel2, Asnl6,
His170, Asnl71, Met172, Trp177 e Arg253 (Figura 78). A camada baixa ¢ formada pelos outros
residuos do receptor. Observamos que a estrutura do receptor GPRSS5 apresenta o orbital
HOMO localizado no residuo Phel2 e o orbital LUMO localizado no residuo Arg253. O estudo

de docking indica que estes residuos estdo envolvidos em interagdes do tipo de van der Waals
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e uma ligacdo de hidrogénio.

Asnl71

His170 Arg253 (}. His170
Asnl71 (/x\,%% S‘ Asn171
" Met172 Met172

Figura 78. Distribuicao dos orbitais moleculares do estudo de ONIOM PM6:AMBER para o receptor
GPRS55 e complexo GPR55-LPI: HOMO (a, ¢) e LUMO (b, d).

O complexo GPRS55-LPI apresenta a localizagdo do orbital HOMO no residuo Asnl71
e o orbital LUMO no residuo Arg253. Ambos os residuos estdo envolvidos em interacdes do
tipo liga¢do de hidrogénio. A GPRS5S5 foi a unica estrutura que ndo apresentou um dos orbitais
localizado no ligante. A localizagdo dos orbitais indicam que a caracteristica eletronegativa do
ligante transfere elétrons para o residuo Arg253 e realiza a captacdo de elétrons do residuo
His170.

O receptor GPR55 e o complexo GPR55-LPI compartilha da localizacdo do orbital
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LUMO no residuo Arg253 e divergéncia na localizagcdo do orbital HOMO. A caracteristica
eletronegativa do ligante LPI é maior que o observado para as outras moléculas. A caracteristica
de localizagao do orbital LUMO na Arg253 indica a tendéncia de fluxo de elétrons do ligante
para o receptor. A auséncia dos orbitais de fronteira localizados na estrutura do ligante LPI para
o complexo GPRS55-LPI foi observada. Percebemos que essa caracteristica foi Unica nas

estruturas estudadas.

5.6.9 Energia de formacao dos complexos.

Apbs a andlise por FMO, realizamos a analise da energia de formag¢ao dos complexos
(AEformacio), representados na Figura 79. O complexo CBi—CP55940, apresenta energias de
formagao favoraveis para o complexo estudado, observamos maior AEformacao quando avaliado
em B3LYP comparando com a avaliagcdo tanto em PM6, com valores de —218,56 kcal/mol
(B3LYP) e -164,30 kcal/mol (PM6). Isso indica estabilidade da energia dos complexos,
corroborando com a elevada afinidade como agonista observada na literatura do CP55940 com

o receptor CB; 211216,

AE formacio
0,00

50,00

39 14

-100,00

-110,64

150,00

Energia (kcal/mol)

-164,30
171,29

200,00

-212,67

218,56

-250,00

u CB1-CP55940 (PM6) = CB1-CP55940 (B3LYP) = CB2-CP55940 (PM6)
u CB2-CP55940 (B3LYP) = GPR119-MBX2982 (PM6) u GPR55-LPI (PM6)

Figura 79. Energia de formacio dos complexos estudados pela metodologia de ONIOM.

O complexo CB2—CP55940 também mostra coeréncia com a AEfomacao para os métodos
B3LYP e PM6 entretanto menor estabilizagdo que a observada para o CB1, -59,14 kcal/mol e
-171,29 kcal/mol. Os dados observados pelos sistemas otimizados com B3LYP e PM6
corroboram para a seletividade do CP55940 pelo CBi em relacao ao CB; descrita na literatura
214 Observamos a caracteristica de aumento crescente de energia com a utilizagdo de
metodologias mais avancadas, desta forma a ordem de energia apresentou aumento crescente
na estipulagdo de energia para o estudo de docking (mecanica classica), ONIOM com PM6

(método semiempirico) e ONIOM com B3LYP (DFT).
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Para o complexo GPR119-MBX2982, o valor de AEfomacao de -110,64 kcal/mol (PM6)
indica estabilizagdo do complexo. Observamos que o ligante MBX2982 apresenta o valor de
energia do ligante positivo, 126,16 kcal/mol, quando otimizado com PM6, entretanto apresenta
energia negativa, 1.107.249,63 kcal/mol, quando otimizado com B3LYP/6-311+G (d,p). Este
fator sugere que o método semiempirico ndo apresenta uma abordagem tao satisfatoria quanto
a utilizagcdo de DFT para a andlise deste sistema. Entretanto, a energia de formacao apresentada
apresenta coeréncia com a modulagio realizada pelo MBX2982 no GPR119 2%°.

O complexo GPRS55-LPI apresentou AEfymacio de —212,67 kcal/mol, destacando-se
como um dos mais estaveis entre os estudados em PM6. A estabilidade deste complexo esta
principalmente correlacionada com a energia provinda do ligante LPI, -687,53 kcal/mol.
Devida a alta energia presente no LPI espera-se multiplas interagdes no complexo receptor-
ligante, principalmente do tipo hidrofébica, corroborando com os resultados de docking, estes

221 Por fim, as estruturas dos receptores

que sdo elucidado na estrutura cristalografica
apresentaram a tendéncia de energia negativa corroborando para o potencial de ativacdo das

estruturas por ligantes.
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6 Conclusao

Concluimos que por meio da analise de PCA que o modelo utilizado foi capaz de
identificar os grupos e que os canabinoides, anilogos e endocanabinoides e o CP55940
apresentam similaridade nos descritores utilizados propiciando a identificagdo do perfil
eletronicos das moléculas estudadas. Este perfil apresenta caracteristicas em comum de
hidrofobicidade molecular, evidenciada por superficies de potencial eletrostatico (ESP)
majoritariamente neutras ao longo de suas cadeias alifaticas. Essa hidrofobicidade ¢ respaldada
por valores de maciez global assim como regides de densidade eletronica intermediarias,
ressaltando a tendéncia de realizacao de intera¢des hidrofobicas com os alvos estabelecidos.

O estudo de MEP das moléculas também sinalizou semelhangas para a formagao de duas
regides com alta densidade eletronica nos atomos dos grupos hidroxila, cromano e carboxila,
contrapostas com as regides de baixa densidade eletronica dos dtomos dos grupos metilas,
benzeno e fenol. As regides de alta densidade eletronica mostram susceptibilidade para ataques
eletrofilicos como pode ser observado nos estudos dos indices de Fukui. Estas regides sdao
demonstradas no estudo de docking como as regides com maior numero de interagdes do tipo
ligacdo de hidrogénio nos bolsdes dos receptores.

O estudo ADMET, revelou em relagdo as propriedades farmacocinéticas, que a elevada
hidrofobicidade das moléculas esta correlacionada a tendéncia de baixa absorcao oral, clearence
elevado e perfil de deposicdo em adipocitos. Entretanto, apesar das desvantagens, o perfil
hidrofobico ¢ interessante para a modulacao dos receptores em estudo. Assim, o principal desfio
se encontra na adogao de estratégias farmacotécnicas para otimizar biodisponibilidade, evitar o
efeito de primeira passagem e diminuir potenciais interagdes medicamentosas.

Observamos que a analise de heatmap converge com os resultados da PCA, indicando
diferenciagdo dos canabinoides, anadlogos de canabinoides, endocanabinoides € moléculas de
referéncia apenas com ressalva para o numero de grupos encontrados para cada analise, com
maior convergéncia com a literatura pelo método de similaridade do heatmap.

Os estudos de docking e IGM revelaram a convergéncia no perfil de interagdes para os
receptores CB1 e CB: indicando alta contribui¢do do perfil hidrofébico para a modulagdo dos
receptores. Além das interacdes hidrofobicas, as moléculas estudadas realizaram interagdes do
tipo ligagdes de hidrogénio com os residuos do receptor CB; com residuos Ser383, Lys192,
Phe268 e com os residuos do receptor CB> com o residuo Ser285, residuos estes criticos para a
modulagdo da conformagdo ativa das proteinas. Assim, os ligantes THCV, A3-THC e

desmodianona E se destacaram na modulacao destes receptores.
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Observamos a mudanga do perfil da energia de interacdo dos receptores canabinoides
para os receptores da familia GPR119, GPR55 e GPR18, indicando baixa tendéncia de interagao
com as moléculas de forma geral. Os resultados indicam que a modulagao por canabinoides ou
moléculas com alto perfil hidrofobico € pouco provavel devido ao baixo perfil de interagao com
residuos chave, embora demonstrem-se resultados de modulacdo in-vitro. Entretanto,
observamos favorecimento de interacdes com as moléculas de ligantes com estruturas com
maior suscetibilidade para ataques eletrofilicos, os quais, as moléculas analogas aos
canabinoides do grupo supostos canabinoides ¢ as moléculas THCV e A8-THC apresentaram
melhor tendéncia de interagdo com os receptores desta familia.

O estudo de ONIOM demonstrou que os receptores CBi, CB> ¢ GPR55 mediante
interagdo com ligantes apresentam a tendéncia de aumento de reatividade em ambos os métodos
indicando o possivel mecanismo de ativagdo dos receptores. Os orbitais de fronteira dos
receptores canabinoides estdo principalmente localizados em residuos apolares enquanto para
os receptores GPR119 e GPRS55 apresentaram a localizacdo dos orbitais de fronteira
principalmente em residuos carregados, Glu261 e Arg253. A localizacdo destes orbitais indica
que interacdes hidrofobicas, nos receptores canabinoides, sdo relevantes para a transferéncia
eletronica no sentido ligante-receptor divergindo do observado para os receptores da familia
GPR119, GPR55 e GPRI18. A localizagao do orbital de fronteira LUMO nas estruturas dos
receptores CBz, GPR119 e GPRS55 indicam que os elétrons dos complexos dos sistemas
apresentam a tendéncia de fluxo do ligante para o receptor e o inverso para o caso do receptor
CB:.

Desta forma, os canabinoides raros THCV e A*-THC apresentaram potencial de
interagdo com os alvos biologicos CB1, CB2, GPR55 e GPR18 indicando perfil multi-targeting
e possivel acdo farmacoldgica como antinociceptivo. A utilizagdo dos canabinoides raros
THCV e A3-THC apresenta indicativos promissores para tratamento de pacientes portadores de
dor cronica, sendo necessario a confirmag¢dao dos resultados obtidos através de estudos

experimentais.
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8 Apéndices

8.1.1.1 Ligantes de referéncia

Figura 80. Representacio dos indices de Fukui f~ (a), f (b) e f* (c) com seus respectivos valores de CDFT
em u.a. para a molécula CP55940.
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Figura 81. Representacio dos indices de Fukui f~ (a, d), f° (b, €) e f* (¢, f) com seus respectivos valores de
CDFT em u.a. para as moléculas AR231453 e MBX2982.
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Figura 82. Representacio bidimensional das interacdes entre a molécula CP55940 com conformacio
retirada do cristal 6KQI com os residuos dos receptores CB1 (a), CB2 (b), GPR119 (¢), GPRS55 (d) e GPR18.
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Figura 83. Representacido bidimensional das interacdes entre a molécula CP55940 com conformacio
retirada do cristal §GUR com os residuos dos receptores CB1 (a), CB2 (b), GPR119 (¢), GPR55 (d) e GPR18.
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Figura 87. Representacdo bidimensional das interacdes entre a molécula MBX2982, conformacio
cristalizada, com os residuos dos receptores CB1 (a), GPR119 (c¢), GPR5S (d) e GPR18.
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8.1.1.2 Endocanabinoide
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Figura 88. Representacio dos indices de Fukui f~ (a, d, g), f° (b, e, h) e f* (c, f, i) com seus respectivos
valores de CDFT em u.a. para as moléculas 2-AG, anandamida e LPI.
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Figura 90. Representacio bidimensional das interacdes entre a molécula Anandamida com os residuos dos
receptores CB1 (a), CB2 (b), GPR119 (c), GPRS5 (d) e GPR18.
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8.1.1.3 Canabinoides
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Figura 100. Representacio bidimensional das interacdes entre as moléculas do grupo dos canabinoides com
os residuos dos receptores GPR5S.
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8.1.1.4 Anaélogos de CBG
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Figura 102. Representacio tridimensional das moléculas do grupo dos analogos de CBG com coloraciao
atdomica baseada na carga ESP.
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Figura 107. Representacio bidimensional das interacdes entre as moléculas do grupo dos analogos de CBG
com os residuos dos receptores CBa.
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Figura 108. Representacio bidimensional das interacoes entre as moléculas do grupo dos analogos de CBG
com os residuos dos receptores GPR119.
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Figura 110. Representacio bidimensional das interacdes entre as moléculas do grupo dos analogos de CBG
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8.1.1.5 Anélogos de CBC

18

c)

3.08 160 [ Ligagio de hidrogénio
Ligagio de hidrogénio & carbono
I:] Interagio n-n
Interagio n-Alkyl
[ Interagio n-c
- Interagio n-enxofre
B Interagio desfavorivel

Figura 111. Representacio bidimensional das interacdes entre a molécula 69a com os residuos dos
receptores CB1 (a), CB2 (b), GPR119 (c), GPRS5 (d) e GPR18.
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Figura 112. Representac¢do bidimensional das interacdes entre a molécula 70b com os residuos dos
receptores CB1 (a), CB2 (b), GPR119 (¢), GPR55 (d) e GPR18.
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8.1.1.6  Supostos canabinoides
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Figura 113. Representacio tridimensional das moléculas do grupo dos supostos canabinoides com coloracio

atdomica baseada na carga ESP.
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Figura 114. Mapa de potencial eletrostatico das moléculas do grupo dos supostos canabinoides variando de
-62,75 kcal/mol a 62/75 kcal/mol.
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Figura 115. Isosuperficies dos orbitais moleculares de fronteira HOMO (a) e LUMO (b) das moléculas do
grupo dos supostos canabinoides.
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Figura 118. Representacio bidimensional das interacdes entre as moléculas do grupo dos
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8.1.1.7 Figuras do Heatmap
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Figura 122. Heatmap das propriedades com os dados de ADMET, estrutura eletrdnica e resultados de docking com rotulos.
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Tabela 11. Energia dos orbitais moleculares e gap (Arom) das moléculas estudadas em kcal/mol.

LIGANTES HOMO -6 HOMO -5 HOMO -4 HOMO-3 HOMO-2 HOMO-1 HOMO LUMO LUMO+1 LUMO+2 LUMO+3 LUMO+4 LUMO+5 LUMO+6 GAP
CP55940 -191,19  -188,75  -183,63  -177,17  -17539  -152,52  -139,93 7,24 0,58 2,74 6,20 7,77 9,82 11,99 132,69
AR 231453 18329 17948  -172,59  -158,83  -15554  -150,07 -131,98  -30,58 26,29 22,28 -18,94 -6,97 -4,54 -1,70 101,40
MBX2982 193,62 -188,06  -182,13  -176,85 -17347  -158,07 -15536  -65,79 -38,28 22,53 20,77 -18,38 -13,03 -0,42 89,57
2-AG 186,07  -18529  -179,62  -161,12  -15628  -154,12  -149,42 -3,29 -1,65 2,05 3,35 6,12 6,77 8,98 146,13
D -181,90  -171,55  -169,22  -159,59  -158,95  -15327  -150,93 5,48 0,22 3,23 541 7,24 9,05 10,54 145,45
LPI -19406  -18831  -187,50  -185,53  -181,10  -178,53  -174,61 5,43 -4,54 2,42 5,11 8,86 10,07 11,13 169,19
CBE 198,14  -196,10  -18585  -176,63 -16439  -144,70  -138,09 -8,21 2,13 1,63 1,91 9,81 10,16 12,76 129,88
A° -THC 198,12 -196,53  -185,66  -182,53  -15027  -143,94  -137,68 5,30 0,18 2,42 4,88 9,75 11,56 13,00 132,38
A-THC 198,11 -19535  -186,94  -180,94  -147,88  -144,39  -138,04 -4,42 0,54 225 7,99 9,73 11,28 12,98 133,61
CBL 194,15 -190,34  -18552  -177,55  -17122  -140,62  -138,16 -4,68 0,67 2,47 9,22 11,25 13,70 14,31 133,48
CBD 198,12 -19324  -189,01  -157,34  -154,56  -144,05  -139,92 5,21 -0,92 -0,80 2,97 6,78 9,90 10,16 134,71
CBND 19824  -191,51  -170,99  -16508  -152,46  -143,95  -141,31  -20,06 -15,13 -4,25 0,36 1,36 6,30 10,55 121,25
CBT 196,04  -187,47  -179,65  -175,67 -169,86  -14328  -132,02  -22,18 -1,73 0,99 8,11 9,71 12,26 13,91 109,84
CBF 198,87  -19837  -196,31  -176,79  -155,88  -140,62  -136,11  -23.43 -4,55 1,37 1,91 9,24 10,01 11,53 112,68
CBG 204,12 202,81  -191,64  -152,83  -14828  -142,64  -139,07 -8,15 -3,98 0,26 2,30 3,07 4,96 6,14 130,92
CBN 19842 197,84  -18562  -17642  -156,75  -14230  -137,01  -27,40 -11,96 -1,39 2,43 8,74 10,16 12,05 109,61
CBC -19831  -197,39  -190,77  -183,02  -147,77  -141,47  -133,17  -24,06 0,26 2,12 7,35 9,09 10,26 13,85 109,11
CBDA -195,07 191,20  -187,00  -162,25  -154,70  -147,71  -146,81  -23,96 9,57 4,72 1,29 4,65 6,83 8,33 122,84
CBCA -19790  -19543  -190,36  -187,11  -149,11  -147,77  -136,58  -37,98 21,54 1,82 6,50 7,17 10,17 10,79 98,60
THCV -199,07 19541  -184,05  -182,79  -148,70  -142,59  -137,61 -4,91 0,88 2,10 8,31 9,51 11,43 14,27 132,70
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Tabela 12. Energia dos orbitais moleculares e gap (Arom) das moléculas estudadas em kcal/mol (continuagio).

LIGANTES HOMO HOMO HOMO HOMO- HOMO- HOMO- HOMO LUMO LUMO+ LUMO+ LUMO LUMO+ LUMO LUMO+  GAP
6 5 -4 3 2 1 1 2 +3 4 +5 6
Glepidotin C 19628  -183,00  -161,76  -161,51  -156,89  -14549 -14141  -12,11 9,63 3,72 -1,81 1,15 1,76 6,28 129,31
Araphyn-1 202,42 -192,05  -181,79  -164,22  -15348  -144,17  -12925  -42,78  -12,76 9,32 -1,40 2,42 7,60 10,87 86,47
Radulanina A 191,80  -180,30  -16500  -164,02  -15245  -14881  -13251  -4029  -11,45 -5,98 0,84 1,07 6,43 8,03 92,22
Radulanina A B 200,60  -17933  -161,79  -157,73  -152,53  -149,77 -143.88  -12,61 9,66 -5,89 -1,88 0,74 6,25 7,89 131,27
Radulanina H 19223 -18331  -16504  -164,40  -15589  -153,13  -136,88  -47,63  -28,04  -11,47 3,97 -0,09 4,79 7,86 89,25
Radulanina H B 19122 -18249  -162,10  -159,63  -15627  -152,84  -14820  -39,58  -10,39 -8,92 -4,83 -0,41 4,59 7,77 108,62
Radulanina I 18947  -18701  -17751  -16395 -156,51  -14396  -12981  -39.75  -11,14 -3,34 -0,70 3,18 7,60 13,49 90,07
Radulanina I B 192,04 18646  -17494  -161,76  -156,49  -142,19  -138,64  -12,17 9,66 -4,31 -0,18 3,44 7,40 1295 12647
Radulanina K 190,65  -190,04 -178,01  -16436  -15540  -151,62 -13425  -4583  -26,72  -11,31 -3,69 2,21 7,74 9,65 88,42
Radulanina K B 190,40  -189.02  -176,76  -161,82  -15623  -150,02  -146,04  -36,56  -10,55 -8,89 5,78 1,44 7,76 9,85 109,49
70b 191,14  -178,55  -16428  -16038  -14712  -136,57 -12933  -39,74  -1746  -11,19 2,76 1,51 7,35 7,72 89,59
69a 20321  -192,88  -18517  -16423  -15321  -143,56  -12882  -44,74  -1505  -1035  -2,26 2,33 7,71 11,49 84,07
6-Metiltetrapterol A 178,65  -16545  -15725  -153,06 -14557  -143,60  -139,16  -39,84  -2943  -12,31 5,16 -3,02 0,49 2,71 99,32
Desmodianona A (R) 185,88  -174,79  -15420  -148,02  -14507  -14331  -137,00 -4322 2813  -3,71 2,91 0,42 2,57 6,55 93,78
Desmodianona A B (R) | -180,41  -17439  -15410  -152,85  -14697 -14415 -130,50 -42,77  -2829  -6,07 -3,44 0,55 3,51 8,02 87,73
Desmodianona AB (S) | -180,50  -174,41  -154,05  -152,51  -147,69  -144,17  -130,88 -42,78  -2850  -5,79 3,37 0,87 4,02 7,53 88,10
Desmodianona D 177,44  -164,76  -16333  -152,76  -150,55 -14527  -13581 -39,12  -1042  -5,05 -1,40 0,23 3,46 7,33 96,68
Desmodianona D B 17820  -16534  -16392  -156,13  -15245  -14481  -131,64  -39,02  -1391  -4,03 -0,97 0,43 421 9,26 92,61
Desmodianona E 18539  -164,57  -152,50  -149,52  -14835  -144,78  -137,95 -38,68  -7,65 -4,63 -1,01 -0,30 1,69 6,05 99,27
Desmodianona E B 187,03  -16501  -152,84  -14931  -14693  -143,67 -137,89 -38,89  -8,34 -4,62 -0,83 0,33 2,05 9,10 98,99
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Tabela 13. Propriedades fisico-quimicas basicas, absorcio, distribuicio e metabolismo das moléculas estudadas.

Molécula MW Vol nHA TPSA nHet nRig Flex Fsp® LogS LogD LogP 'I’I‘(a ITK‘a Hia BBB PPB logVDss Fu Cizi(w C‘i{lll)i%)ms C\i(II:iZbCS
acido basico
CP55940 | 376,3 425,01 3 60,69 3 12 0,83 0,75 -475 431 5,62 927 5,15 0,06 6,5% 96,49 0,49 4,80 0,23 1 0,86
AR 231453 (454,23 443,1 9 90,8 10 28 025 0,55 -445 334 354 892 5773 0,00 67,8% 9882 025 0,90 0,91 0,09 0,55

MBX2982 |515,23 472,51 12 156,42 14 25 028 0,76 -2,34 1,09 0,51 7,05 5,79 0,00 9.8% 61,76 0,05 36,08 1 0 0
2-AG 378,28 428,34 4 66,76 4 5 360 0,61 -407 345 476 63 633 0,36 17,4% 96,23  -0,08 4,87 1 1 1
Anandamida | 347,28 404,46 3 49,33 3 5 340 0,59 -4,63 3,71 430 7,52 6,75 0,03 58,6% 97,48 -0,33 2,76 1 1 1
LP1 600,33 589,67 12 203,44 13 8 300 09 -3,68 255 327 62 715 0,93 0,0% 95,02 -0,16 5,28 0,11 0,99 1
CBE 330,22 361,93 3 49,69 3 16 031 0,62 -417 4,11 553 9,02 5,30 0,01 88,3% 97,82 0,54 2,58 1 1 1
A’ -THC 314,22 353,14 2 29,46 2 16 025 0,62 -413 45 685 946 525 0,00  99,5% 96,98 0,86 3,94 1 1 1
A®-THC (314,22 353,14 2 29,46 2 16 025 0,62 -407 449 6,78 937 5,07 0,00  993% 97,94 093 2,62 1 1 1
CBL 314,22 347,22 2 29,46 2 17 024 0,71 -438 4066 695 98 535 0,00 97,7% 97,95 0,89 3,27 1 1 1
CBD 314,22 359,06 2 40,46 2 13 0,46 0,52 -459 4,19 6,11 10,16 5,76 0,00  93,5% 98,01 0,90 2,34 1 1 1
CBND 310,19 353,78 2 40,46 2 13 046 033 -477 4,06 584 9,79 4,66 0,00  99,0% 99,18 0,89 0,85 1 1 1
CBT 346,21 370,72 4 69,92 4 16 025 0,62 -4,00 344 402 6,62 5,09 0,08  37,4% 97,71 0,71 2,98 1 1 1
CBF 310,19 347,86 2 33,37 2 15 0,33 043 -506 4,65 7,18 887 426 0,01 60,6% 99,44 0,99 0,55 1 1 1
CBG 316,24 367,61 2 40,46 2 8 1,13 0,52 -453 461 725 1025 543 0,00  90,6% 97,84 0,58 2,53 1 1 1
CBN 310,19 347,86 2 29,46 2 16 025 043 -503 4,58 6,54 10,03 4,383 0,01 94,6% 99,76 1,25 0,45 1 1 1
CBC 314,22 359,06 2 29,46 2 12 0,58 0,52 -4,74 425 6,70 9,71 5,63 0,01 90,0% 98,60 0,77 1,42 1 1 1
CBDA 358,21 3913 4 71,76 4 14 0,50 0,5 -429 35 533 6,17 151 0,01 39% 97,47 0,08 3,19 1 1 1
CBCA 358,21 3913 4 66,76 4 13 0,62 05 -393 36 58 457 1,09 0,04  22,5% 98,58 -0,1 0,98 0,98 1 1
THCV 286,19 318,55 2 29,46 2 16 0,13 0,58 -449 39 482 10,09 593 0,00  96,9% 94,39 0,58 6,63 1 1 1
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Tabela 14. Propriedades fisico-quimicas basicas, absorcéo, distribuicio e metabolismo das moléculas estudadas (continuacio).

Molécula MW Vol nHA TPSA nHet nRig Flex Fsp® LogS LogD LogP ,PI.(a ltK.a Hia BBB PPB logVDss Fu Cﬂg’lic9 C‘i?:iiB6 CSi{IIl’iiCS
acido basico

Glepidotin C 322,12 33432 4 6676 4 21 0,04 025 -428 303 432 494 144 0  433% 9871 -0,68 077 0,69 0,97 0,98
Araphyn-1 324,14 33696 4 6676 4 20 02 035 -363 2,69 38 418 276 004 233% 9849 0,59 0,78 0,91 0,02 0,48
Radulanina A 432,16 441,85 6 9622 6 28 0,04 027 -556 2,52 406 972 387 0  150% 98,58 0,22 1,02 0,61 0,3 1
RadulaninaAB 436,19 45304 6 9622 6 24 0,17 035 -488 346 463 915 437 0  199% 97,76 0,08 2,09 0,01 1 1
Radulanina H 436,19 45304 6 9622 6 24 0,17 035 -507 342 454 943 433 0 273% 9723 031 2,88 0,15 0,99 1
Radulanina HB (436,19 453,04 6 9622 6 24 0,17 035 515 348 476 958 449 0 74% 97,17 028 3,02 0,18 0,07 1
Radulaninal (436,19 4412 6 9622 6 29 0,03 05 -583 323 395 969 3,67 0  7,6% 9791 012 208 0,01 0,98 1
RadulaninaIB (436,19 4412 6 9622 6 29 0,03 05 -563 3,1 382 926 45 0 06% 9782 0,17 2,2 0,01 0,04 0,99
RadulaninaK (436,19 44712 6 9622 6 28 0,04 042 -5 307 37 948 53 0 63% 9456 024 536 0,98 0,54 0,98
Radulanina KB 436,19 447,12 6 9622 6 28 0,04 042 -492 3,11 373 909 479 0  312% 9636 023 329 0,93 0,25 0,63
70b 346,19 391,84 2 2946 2 19 026 025 58 479 645 10,66 512 0  722% 9820 048 1,59 0,05 1 1
692 278,13 308,00 2 2946 2 18 011 016 -539 449 562 10,09 563 0  60,9% 9812 0,33 1,47 0,55 1 1
6-Metiltetrapterol A | 298,16 32798 3 60,69 3 13 046 026 -436 328 4,02 858 503 0  09% 97,19 0,63 2,3 0,82 1 1
Desmodianona A (R) | 280,15 316,56 2 4046 2 14 029 016 -6 447 616 967 409 001 02% 9811 019 1,76 0,85 1 1
Des““’dzg"“aAB 278,13 308,00 2 2946 2 19 011 016 474 398 484 932 562 0  499% 9657 0,51 2,69 0,99 1 1
Desmodianona A B (S) 280,15 310,64 2 2946 2 18 017 026 -394 386 472 954 553 001 80,7% 97,80 0,72 2,01 1 1 1
Desmodianona D 322,12 34024 4 66,76 4 20 0,15 0,15 -42 3,01 474 458 049 001 16,6% 98,45 -036 1,14 0,97 1 0,98
Desmodianona DB [324,14 34288 4 6676 4 19 021 025 3,78 2,72 42 449 127 015 7,6% 9838 -041 1,08 0,99 0,55 0,43
Desmodianona E 278,13 302,08 2 2946 2 20 0,1 026 -541 4,02 51 952 611 0  834% 9620 046 3,64 0,98 1 1
Desmodianona EB | 280,15 304,72 2 2946 2 19 016 037 -502 3,71 4,67 987 663 002 925% 97,70 059 2,09 1 1 1
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Tabela 15. Propriedades calculadas para Excrecéo e indicadores toxicolégicos.

Molécula Cl- T,s FDA Skinsen Genotoxicidade Respiratério H-HT Neurotoxicidade Ototoxicidade Hematotoxicidade Nefrotoxicidade Reatividade Promiscuidade
Plasma MDD DI DII

CP55940 7,62 0,71 046 0,98 0,19 0,88 0,44 0,07 0,64 0,11 0,62 0,38 0,06
AR-231453 | 4,85 0,85 089 0,68 0,82 0,80 0,95 0,91 0,90 0,36 0,66 0,00 0,00
MBX2982 | 390 1,63 0,81 041 0,13 0,88 0,94 0,09 0,98 0,69 0,85 0,01 0,43
2-AG 5,78 0,60 0,01 1,00 0,15 0,07 0,04 0,02 0,54 0,00 0,22 0,69 0,10
Anandamida| 6,24 0,23 0,03 1,00 0,18 0,84 0,04 0,03 0,12 0,01 0,15 0,37 0,02
LPI 2,11 1,37 088 0,89 0,30 0,59 0,26 0,01 0,90 0,01 0,84 0,13 0,04
CBE 430 1,04 044 035 0,27 0,89 0,64 0,09 0,82 0,17 0,36 0,24 0,02
A’ -THC 2,96 090 0,67 0,53 0,16 0,94 0,71 0,22 0,74 0,21 0,40 0,38 0,02
A% -THC 4,02 0,79 051 049 0,16 0,93 0,50 0,18 0,66 0,13 0,25 0,39 0,05
CBL 5,55 0,59 0,65 0,17 0,18 0,94 0,55 0,19 0,70 0,11 0,18 0,38 0,02
CBD 2,83 1,07 082 040 0,06 0,93 0,80 0,35 0,74 0,23 0,66 0,51 0,05
CBND 326 090 048 094 0,11 0,94 0,65 0,33 0,56 0,33 0,52 0,45 0,06
CBT 436 1,08 052 0,62 0,23 0,90 0,56 0,11 0,77 0,20 0,61 0,13 0,03
CBF 536 046 049 0,77 0,48 0,90 0,59 0,04 0,48 0,33 0,42 0,21 0,03
CBG 4,87 090 022 098 0,04 1,00 0,61 0,08 0,40 0,12 0,28 0,90 0,07
CBN 4,05 0,558 044 082 0,18 0,92 0,53 0,40 0,53 0,26 0,63 0,36 0,03
CBC 553 0,65 025 095 0,16 0,86 0,71 0,27 0,48 0,19 0,67 0,81 0,15
CBDA 2,02 1,16 0,61 0,87 0,02 0,97 0,87 0,08 0,74 0,41 0,81 0,35 0,25
CBCA 2,04 1,08 023 0,89 0,11 0,94 0,66 0,12 0,65 0,29 0,84 0,51 0,31
THCV 4,82 097 063 096 0,41 0,96 0,73 0,53 0,65 0,55 0,69 0,52 0,11
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Tabela 16. Propriedades calculadas para Excrecio e indicadores toxicolégicos (continuacio).

Molécula Cl-plasma t0,5 FDAMDD SkinSen Genotoxicidade Respiratorio H-HT Neurotoxicidade Ototoxicidade Hematotoxicidade Nefrotoxicidade Reatividad Promiscuidade
Glepidotin C 433 0,95 0,66 0,90 0,52 0,78 0,80 0],)311 0,40 0,22 (]));I9 034 0,12
Araphyn-1 3,68 1,13 0,60 0,89 0,35 0,78 0,79 0,25 0,65 0,31 0,73 0,11 0,12
Radulanina A 2,88 1,18 0,80 0,88 0,75 0,96 0,81 0,24 0,58 0,37 0,62 0,22 0,07
Radulanina A B 5,30 1,00 0,75 0,94 0,71 0,96 0,87 0,14 0,55 0,31 0,65 0,21 0,21
Radulanina H 5,40 1,15 0,72 0,95 0,69 0,96 0,83 0,11 0,48 0,23 0,45 0,24 0,19
Radulanina H B 5,15 1,28 0,54 0,98 0,67 0,93 0,87 0,12 0,45 0,20 0,45 0,23 0,20
Radulanina I 3,31 1,52 0,80 0,87 0,79 0,96 0,79 0,05 0,40 0,14 0,24 0,14 0,10
Radulanina I B 4,89 1,30 0,74 0,57 0,78 091 0,83 0,04 0,54 0,16 0,25 0,14 0,10
Radulanina K 2,40 1,50 0,82 0,96 0,72 0,99 0,87 0,28 0,71 0,50 0,65 0,15 0,16
Radulanina K B 5,03 1,22 0,82 0,92 0,70 0,99 0,85 0,21 0,71 0,50 0,53 0,17 0,14
70b 10,57 0,75 0,71 0,94 0,43 0,74 0,79 0,66 0,31 0,14 0,42 0,59 0,15
69a 8,11 0,81 0,74 0,95 0,42 0,74 0,73 0,57 0,31 0,11 0,40 0,88 0,30
6-Metiltetrapterol A 10,26 1,45 0,75 0,98 0,04 0,88 0,87 0,51 0,50 0,16 0,35 0,60 0,25
Desmodianona A (R) 7,71 0,84 0,82 0,99 0,10 0,70 0,91 0,55 0,30 0,06 0,40 0,90 0,45
Desmodianona A B (R) 9,93 0,90 0,68 0,92 0,47 0,51 0,76 0,51 0,32 0,12 0,32 0,64 0,39
Desmodianona A B (S) 9,67 1,03 0,50 0,88 0,28 0,43 0,69 0,46 0,55 0,24 0,49 0,64 0,36
Desmodianona D 3,92 0,95 0,43 0,77 0,31 0,60 0,71 0,30 0,47 0,24 0,55 0,27 0,14
Desmodianona D B 3,31 1,07 0,37 0,71 0,21 0,61 0,71 0,25 0,72 0,34 0,73 0,26 0,08
Desmodianona E 8,00 0,97 0,86 0,95 0,68 0,74 0,85 0,54 0,31 0,12 0,35 0,37 0,07
Desmodianona E B 8,17 1,18 0,74 0,94 0,47 0,70 0,80 0,45 0,51 0,24 0,50 0,34 0,03
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Tabela 17. Resultados em score (kcal/mol) do estudo de docking utilizando o algoritmo AutoDock4 e pKi

tedrico.
. Score pKi Score pKi Score pKi  Score pKi Score pKi
Ligantes CB: CB: CB: CB: GPR119 GPR119 GPR55 GPR55 GPR18 GI;RI
Araphyn-1 -8,07 592 -742 544 879 644 -741 543 -874 4,54
Glepidotin C -6,03 442 -681 499 -603 442 -628 4,60 -7,85 346
Radulanina A 8,53 625 -8,57 6,28 9,06 6,64 -874 6,40 -722 492
Radulanina A B -787 577 -803 588 -870 6,38 -7,85 575 -7,08 4,78
Radulanina H 832 610 -7,78 5,70 -851 624 -722 529 -883 528
Radulanina H B -7,80 5,72 -7,88 5,78 -793 581 -7,08 519 -823 495
Radulanina I 8,80 6,45 -8,73 640 927 679 -883 647 -737 544
Radulanina I B 832 610 -845 619 901 660 -823 6,03 -726 4,66
Radulanina K 831 6,09 -8,07 591 -859 630 -7,37 540 -840 5,13
Radulanina K B 6,75 495 -7,61 558 -7,92 581 726 532 9,12 493
70b 226 1,66 -637 4,67 3,68 270 -596 437 -628 495
69a 835 6,12 -831 6,09 938 687 9,12 6,68 -7,72 529
6-Metiltetrapterol A | 693 508 -655 4,80 -11,03 8,08 -861 631 -861 547
Desmodianona A (S) | -533 391 -283 208 -742 544 -847 621 -596 5,39
Desmodianona A (R) | 883 647 -7,07 518 -7,13 523 -6,79 498 -741 485
Desm"dg‘{‘;"“a AB | 643 472 185 576 679 498 641 470 679 493
Desmodianona D 7,15 524 990 726 -7,74 567 -1001 734 -641 575
DesmodianonaDB | .758 555 -888 651 -9,68 7,09 -7.78 5,70 -10,01 5,52
Desmodianona E -10,40 7,62 -10,58 7,75 -7,64 560 -8,66 635 -7,78 533
DesmodianonaEB | 805 590 -998 7,31 9,15 671 -772 566 -8,66 599

205



Tabela 18. Resultados em score (kcal/mol) do estudo de docking utilizando o algoritmo AutoDock4 e pKi

teorico (continuacio).

Score pKi Score pKi Score pKi  Score pKi Score G[;’Iﬁl

Ligantes CB: CBi  CB: CB: GPRI119 GPRI19 GPRS5 GPRS5 GPR1§ ¢
CP55940 4,15 3,04 -311 228 -2,07 1,52 -722 529 -622 3,75
MBX2982 -1,03 0,76 -1,35 0,99 -7,02 515 920 6,74 -3,57 482
AR-231453 -639 4,69 286 -2,10 -570 4,18 -7,18 526 -411 5,64
CP55940 CB: -10,60 7,77 -9,07 6,65 -3,08 226 357 2,62 -906 420
CP55940 CB: 8,54 626 -842 6,17 2,60 191 -411 3,01 -149 3,39
MBX2982 GPR119 | 0,79 0,58 528 -3,87 -11,79 8,64 -9,05 6,64 -352 524
LPI GPR5S 100,46 -73,65 135,56 -99.38 1,05 -0,77 -9,06 6,64 -2,11 -644
2-AG 347 0 254 125 -092 -043 031 -1,49 1,09 -525 2,40
Anandamida 59,81 -43,84 9127 -6691 -4,17 3,06 -3,52 258 -833 -0,89
LPI 75,52 -55,36 124,67 -91,39 -1,05 0,77 2,11 1,55 -7,49 -6,59
CBE 738 541 -789 579 -8,09 593 -803 589 -633 432
A?-THC 834 611 -891 653 -873 640 -821 6,02 -587 5,09
A3-THC 8,61 631 -869 637 -890 6,52 -838 6,14 -493 480
CBL 2794 582 -798 585 -808 592 -818 6,00 -920 4,77
CBD 6,71 492 -694 509 -6,04 443 -749 549 280 4,03
CBND 27,00 513 -7,58 556 -7,01 5,14 741 543 -7,13 4,18
CBT 6,92 507 -834 6,12 -847 621 -786 576 -492 422
CBF 27,55 553 -7,61 558 -885 649 -833 6,11 -699 463
CBG 6,77 496 -594 435 414 303 -492 361 -722 342
CBN 8,50 623 -7,89 578 842 6,17 -837 6,13 -7,18 490
CBC 7,14 524 799 586 -640 469 -699 513  -625 449
CBDA 6,79 498 -7,61 558 3,19 234 587 430 -498 437
CBCA 27,01 514 -6,03 442  -517 3,79  -593 434 -741 4,08
THCV 847 621 -892 6,54 -8,84 6,48 -840 6,15 -847 486
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Tabela 19. Energia dos orbitais moleculares HOMO-6 ao LUMO+6 dos Complexos estudados por ONIOM.

COMPLEXO HOMO-6 HOMO-5 HOMO-4 HOMO-3 HOMO-2 HOMO-1 HOMO LUMO LUMO+1 LUMO+2 LUMO+3 LUMO+4 LUMO+5 LUMO+6 GAP

CB: 33557 -334,89 331,72 -330,6 -329,12 -324,1 -31925 -239,03 -23749 -2358 -217,58 -21644 -21427 -21391 80,23
(B3LYP)
CBi-CP55940 | -333,41 -331,33 -328,55 -326,76 -32638 -320,03 -314,29 -239.72 -23496 -233,88 -218,88 -217,78 -21624 -213,03 74,57
(B3LYP)
CB2 241,07 -23991 -23435 231,38 2192 -19933 -192,13 -170,12 -153,62 -140,13 -13232 -131,91 -126,6 -12633 22,02
(B3LYP)
CB:-CP55940 | -239,75 23921 -230,8  -227,3 -21823 -197,56 -190,99 -170,47 -151,18 -14122 -13348 -12945 -127,75 -125,57 20,52
(B3LYP)
GPR55-LPI 320,81 -319,06 -317,32  -314,7  -312,58 300,69 -277,19 -191,71 -188,42 -185,74 -17148 -170,  -160,19 -156,45 85,47
(PM6)
CB: 406,7  -406,31 -402,27  -400,13  -39924 39287 -383.43 -192,73 -182,89 -180,11 -178,51 -171,02 -1684  -168,18 190,7
(PM6)
CBi-CP55940 | -242,56 2424 2394 236,76 -236,03 -23501 -232,53 -102,13 -48,17  -40,52  -3431  -3415 27,71 23,19 13041
(PM6)
CB: 310,27 -305,12  -303,74 -301,33  -299.59 267  -259,43 -100,18 -99.06  -95,72  -9464  -89,16  -8425 842 159,25
(PM6)
CB:-CP55940 | -302,72  -300,6 -296,85 -294.87 -277,09 -258,93 -256,6 -10127 -100,36  -95,65  -92,53 914  -91,03  -88,11 15533
(PM6)
GPR119 32937 -329,02  -328,5  -32828 -320,62 -307,85 -302,13 -173.95 -16937 -167,87 -16737 -164,58 -164,17  -163,1 128,19
(PM6)
GPRI119-MBX 2982 | -33328 -33327 -332,12 -33148 -330,98 -310,84 -304,96 -17436 -16931 -16835 -167,15 -16511 -164,58 -162,67 130,6
(PM6)
GPR55 326,34 -325,52 3245 -31892  -317,05  -308,3 -279,99 -191,08 -187,94 -185,69 -171,82 -160,84 -157.89  -156,9 88,91
(PM6)
GPR55-LPI 320,81 -319,06 31732  -314,7  -312,58 -300,69 -277,19 -191,71 -18842 -18574 -17148 -170,1  -160,19 -156,45 8547
(PM6)
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Tabela 20. Energias dos componentes individuais e do sistema completo utilizados para calcular a energia
de formacgao dos complexos estudados por ONIOM

E E E AE
complexo receptor ligante formacao

CBi1-CP55940 (PM6) -544,34 -179,15 -200,89 -164,30

CBi1-CP55940 (B3LYP)  -3.117.717,80  -2.386.660,03 -730.839,22 -218,56

CB2-CP55940 (PM6) -464,57 -204,53 -200,89 -59,14

CB2-CP55940 (B3LYP)  -2.434.784,59  -1.703.774,08 -730.839,22 -171,29
GPR119-MBX2982

(PM6) -601,58 -617,10 126,16 -110,64

GPRSS5-LPI (PM6) -951,81 -51,61 -687,53 -212,67
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