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RESUMO

A sindrome de abstinéncia a Cannabis sativa resulta da inibicdo da interacdo
da substancia A°-tetrahidrocanabinol com receptores canabinoides do tipol
(CB1). Objetivou-se propor candidatos a farmacos para esta sindrome
utilizando-se métodos computacionais. Na database BindingDB selecionou-se
moléculas agonistas do receptor CB1 das quais no webservidor Pharmagist
derivou-se o grupamento farmacoforico utilizado no webservidor ZINCPharmer
para a triagem de moléculas baseadas neste farmacoéforo. A similaridade
estrutural calculada no BindingDB teve o resultado analisado no software
Discovery Studio onde as moléculas ZINC975899 (01), ZINC1730183 (02),
ZINC2131499 (03), ZINC3850100 (04), ZINC3850106 (05), ZINC4023027 (06)
e ZINC4023028 (07) apresentaram maior semelhanga estrutural com a
molécula Pivé CID104895 (A). As predi¢cbes das propriedades farmacocinéticas
e de toxicidade foram calculadas, respectivamente, nos programas QikProp e
DEREK. Todas as moléculas apresentaram valores de 100% de absorcéo no
trato Gastrointestinal; alta predicdo de permeabilidade aparente tanto para
células Caco2, ceélulas MDCK e barreira hematoencefélica. Nenhuma
apresentou violacdo a regra dos 5 de Lipinski, além de, ndo apresentarem
alertas de toxicidade. A predicdo da atividade bioldgica realizada pelo site
PASS indicou que todas as moléculas,com exececdo da molécula 06, tiveram
predicdo de atividade sobre estimulacdo sobre quinases ativadas por
mitdégenos e/ou inibicdo da adenilato ciclase. Somente a molécula 02, segundo
o website SEA, demonstrou predicdo positiva ao receptor CB1 humano e
camundongo, além de ser a Unica considerada de facil acessibilidade quimica,
de acordo com o software SYLVIA. Baseado nas predi¢cdes apresentadas neste
trabalho conclue-se que a molécula 02 demonstra ser uma favoravel proposta a
ser estudada para o desenvolvimento de um farmaco que pode ser utilizado na
sindrome de abstinéncia de dependentes quimicos de C. sativa, sendo
indicado a continuidade desta pesquisa aplicando-se outros métodos

computacionais e experimentais.

Palavras chave: Cannabis sativa. Triagem virtual baseado em farmacoforo.

Modelagem computacional. Similaridade estrutural. ADME/Tox.



ABSTRACT

Abstinence syndrome Cannabis sativa results from the inhibition of the
interaction of A°-tetrahidrocanabinol substance with type 1 cannabinoid receptor
(CB1). The objective was to propose drug candidates for this syndrome using
computational methods. In database BindingDB was selected molecule
agonists of the CB1 receptor, which in the webservidor Pharmagist derived the
pharmacophore grouping used in ZINCPharmer webservidor for screening
molecules based on this pharmacophore. The structural similarity calculated in
BindingDB had analyzed results in Discovery Studio software where ZINC 975
899 (01) ZINC1730183 (02), ZINC2131499 (03), ZINC3850100 (04),
ZINC3850106 (05), ZINC4023027 (06) e ZINC4023028 (07) molecules
presented greater structural similarity to pivot CID104895 molecule (A).
Predictions of pharmacokinetic and toxicity properties were calculated in
QikProp and DEREK programs. All molecules presented 100% absorption
values in the gastrointestinal tract; high apparent permeability prediction as
much as Caco 2 cells, MDCK cells and blood-brain barrier. No present violation
of Rule 5 of Lipinski, besides, presents no toxicity alerts. The prediction of
biological activity performed by PASS site indicated that all molecules, except
the 6 molecule, had activity stimulation on prediction of kinases activated for
mitogen and/or inhibition of adenylate cyclase. Only the molecule 02, according
to the SEA site, demonstrated positive predictive for human CB1 receptor and
mouse, besides being considered the only chemical easy accessibility
according SYLVIA software. Based on the predictions presented in this paper
was concluded that the molecule 02 proves to be a favorable proposal being
considered for the development of a drug which can be used in withdrawal
syndrome addicts of C. sativa, indicating the continuity of this research by

applying other computational and experimental methods.

Keywords: Cannabis sativa. Virtual screening based on pharmacophore.

Computational modeling. Structural similarity. ADME/Tox.
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1 INTRODUCAO

A quimiodependéncia e o consumo de drogas representam um problema
cronico que afeta uma parcela significativa da populacdo mundial. Usuarios de
drogas ilicitas causam prejuizos, econdmicos e sociais, para milhdes de pessoas.
Segundo a definicdo da Organizacdo Mundial de Saude — OMS, o termo droga ilicita
refere-se a qualquer substancia que tem a propriedade de atuar sobre um ou mais
sistemas fisioldgicos produzindo alteracfes em seu funcionamento.

A planta Cannabis sativa, vulgarmente chamada de maconha ou marijuana é
a droga ilicita mais consumida e comercializada na grande maioria dos paises,
sendo consumida principalmente na forma de fumo, por cerca de 20% da populagéo
jovem mundial. O A°-tetrahidrocanabinol (A°-THC) é a substancia capaz de causar
os efeitos psicoativos da C. sativa através da sua atuacdo sobre os chamados
receptores canabinoides do tipo 1 (CB1), presentes no Sistema Nervoso Central, e
assim como as outras drogas, pode desencadear a sindrome de abstinéncia, isto €,
efeitos desagradaveis no caso da interrupcdo de uso por usuarios frequentes da
planta, mais especificamente sobre a inibicdo da atuacdo do A®-THC sobre os
receptores CB1. Esta sindrome se caracteriza por agressdo, anorexia, bruxismo,
irritabilidade, hiperreatividade, redugéo do estimulo a busca de alimentos, tremores e
alucinacdes visuais.

A questdo atual é que estes sintomas séo tratados com farmacos que tratam
exclusivamente os sintomas, ndo ocorrendo uma especificidade sobre os receptores
CB1, cuja alteracao esta diretamente ligada a estes sintomas. Devido ao exposto
pode-se fazer o seguinte questionamento: Farmacos que sejam ligantes seletivos
sobre os receptores CB1 ndo poderiam ser mais eficientes de modo que os sintomas
da sindrome de abstinéncia sejam mais eficientemente atenuados?

A hipotese é que esta busca de farmacos exclusivos para o tratamento do
usuario de C. sativa seja realizada em grupos de moléculas agonistas do receptor
CB1, devido ao fato de que os sintomas que ocorrem durante a sindrome de
abstinéncia sdo manifestados pela falta/inibicdo da droga neste receptor, causando
sintomas contrarios aqueles manifestados quando a droga é utilizada
recreativamente. Estes agonistas devem atuar sobre os mesmos locais que o A°-

THC age, mas, sem a manifestacdo psicoativa desta molécula.
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Com isso, este trabalho objetiva-se propor moléculas candidatas a farmacos
alternativos para a sindrome de abstinéncia em dependentes quimicos de C. sativa
L. utilizando-se métodos computacionais, como a triagem virtual de moléculas
baseadas no farmacoéforo gerado do alinhamento de agonistas do receptor CB1,
além de se calcular propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas
destes ligantes naturais baseados neste farmacéforo. O conhecimento sobre a
atividade biolégica das moléculas em estudo, bem como, a acessibilidade sintética
da molécula é de suma importancia para o prosseguimento da pesquisa.

Estudos de moléculas para o tratamento da sindrome de abstinéncia em
dependentes quimicos causada pela acdo principalmente de drogas licitas em
usuarios frequentes sdo realizados com ligantes agonistas. Pode-se citar
principalmente a utilizacdo do tartarato de vareniclina, um agonista do receptor
nicotinico para o alivio dos sintomas de abstinéncia e a dependéncia a nicotina.
Devido o fato da dependéncia de C. sativa estd associada com risco de se
desenvolver esquizofrenia e outros transtornos, inclusive, o transtorno bipolar, além
de desencadear a sindrome de abstinéncia com alteracbes cognitivas,
motivacionais, psicéticas e afetivas, causando sérios transtornos para o individuo e
para a sociedade, justifica-se o estudo de moléculas agonistas a serem utilizadas
como farmacos durante a sindrome de abstinéncia causada pela interrup¢éo do uso
da planta. Justifica-se também o estudo destas moléculas agonistas devido o fato de
gue sao justamente estes sintomas 0s principais responsaveis pela recaida, isto €, a
busca novamente pelo uso, consequentemente, a continuidade do vicio.

Este trabalho busca propor farmacos alternativos baseados em ligantes
naturais do receptor canabinoide do tipo 1 (CB1) para a sindrome de abstinéncia em
dependentes quimicos de C. sativa devido a quimiodependéncia ser um problema
cada vez crescente na sociedade mundial. A metodologia para que se obtenha
propostas de farmacos baseia-se nos métodos computacionais utilizando-se
webservidores e programas direcionados para o planejamento virtual de farmacos,
onde predicdes do grupamento farmacoforo, de propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e toxicolégicas, bem como a acessibilidade quimica foram
calculadas, de modo que, se possa afirmar que as moléculas em estudo possam ser
consideradas opcOes promissoras e uma alternativa farmacoterapéutica na

sindrome de abstinéncia causada pela C. sativa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Propor candidatos a farmacos alternativos para a sindrome de abstinéncia
apresentada em dependentes quimicos de Cannabis sativa L. utilizando métodos

computacionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Derivar o farmacoforo dos ligantes de receptores CB1;

b) Identificar ligantes naturais com as caracteristicas farmacoféricas preditas
com base em triagem virtual;

c) Calcular propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicol6gicas dos
ligantes naturais selecionados;

d) Predizer a atividade bioldgica dos ligantes naturais selecionados;

e) Determinar a acessibilidade sintética dos ligantes naturais selecionados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PROBLEMAS DE DROGAS NO MUNDO

O termo droga, segundo a definicdo da Organizacdo Mundial de Saude — OMS,
abrange qualquer substancia n&o produzida pelo organismo que tem a propriedade
de atuar sobre um ou mais de seus sistemas produzindo alteracbes em seu
funcionamento (UNODC, 2015), podendo ser derivadas de produtos minerais,
vegetais e animais e apresentarem efeitos terapéuticos ou recreativos sobre o
individuo (RATES, 2001).

Consequentemente, € considerada droga a cocaina e suas alteracdes sobre
neurotransmissores como, por exemplo, a dopamina (WILLUHN et al.,, 2014); os
anti-inflamatérios néo-esteroidais (AINES) que apesar dos reconhecidos efeitos
toxicos para o organismo ou meio-ambiente (CLEUVERS, 2004) sao muito
utilizados; o socialmente aceito etanol, mesmo com seu registrado efeito sobre
acidentes de transito (HOLMGREN; HOLMGREN; AHLNER, 2005); a Cannabis
sativa e suas alteragcdes cognitivas e motoras (VOLKOW et al., 2014); o cigarro que
apesar de tratamentos farmacologicos eficazes para a dependéncia deste (FIORE,
2008) e mesmo com seus reconhecidos componentes prejudiciais (NEWCOMB;
CARBONE, 1992) esta ha décadas entre a principal causa de cancer em inUmeros
orgaos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015); a heroina que € uma droga opibide
semissintética e esta fortemente correlacionada com a propagacdo do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (TYAGI, 2016); a cafeina que segundo pesquisas
apresenta alteracdes hepaticas (MOLLOY et al., 2012); o ecstasy (3,4
metilenodioximetanfetamina) cujo uso recreativo estd aumentando em todo o
mundo, inclusive por mulheres gravidas, cujos bebés adquirem um comprovado
retardamento mental e motor (SINGER, 2016). Mesmo as drogas empregadas com
finalidade terapéutica, principalmente no caso de opiaceos, a possibilidade do
surgimento da dependéncia quimica existe (PIPER et al., 2016).

O consumo de substancias e as farmacodependéncias representam um
importante problema cronico para sociedades em todo o mundo. Segundo o
Relatorio Mundial sobre Drogas de 2015 do Escritorio das Nagbes Unidas sobre

Drogas e Crime (UNODC), estima-se que um total de 246 milhdes de pessoas, ou 12



19

cada 20 pessoas entre as idades de 15 e 64 anos, usou um tipo de drogas ilicitas
em 2013. Isso representa um aumento de 3 milhdes durante o ano anterior (UNITED
NATIONS, 2015). Usuarios de drogas problematicos, por outro lado, somam por
volta de 27 milhdes, populacdo de um pais como a Maléasia, cerca de 0,6% da
populacdo adulta mundial, ou 1 em cada 200 pessoas (WORLD DRUG REPORT,
2014). Cerca de 12,19 milhdes de pessoas usam drogas injetaveis, situacdo que
favorece a contaminagdo por virus transmissiveis por este meio, como o HIV por
exemplo (DEGENHARDT; HALL, 2012). Dos usuarios de drogas injetaveis, estima-
se que 1,65 milhdes de pessoas contrairam a doenca em 2013 (UNITED NATIONS,
2015). A dependéncia simultdnea de duas ou mais drogas, licitas ou ilicitas como
alcool, opioides, heroina apresentam um agravante nesta situacdo, de modo que
alguns usuarios permanecem por décadas transitando de uma dependéncia para
outra (DURAND, 2016). Pesquisas indicam que o uso de opiaceos (heroina e 6pio)
manteve-se estavel no nivel global, nas Américas e na Europa o consumo de
cocaina tem diminuido em geral, enquanto o uso de C. sativa e 0 uso ndo médico de
produtos farmacéuticos opioides tém continuado a subir (UNITED NATIONS, 2015)

Apesar do consumo da C. sativa estar diminuindo no mundo por conta do
aumento do uso de derivados da cocaina (Crack, Merla), a planta ainda é a droga
ilicita mais consumida e comercializada na grande maioria dos paises (WORLD
DRUG REPORT 2014). O lucro do comércio da C. sativa é mais alto comparado a
outras drogas ilicitas, sendo que, apenas os produtores de C. sativa recebem uma
parte substancialmente maior do preco de varejo comparado com outras drogas,
como cocaina e heroina. Estudos estimaram um mercado de varejo global de C.
sativa entre 40 bilhdes e 125 bilhdes de euros had quase uma década (REUTER;
TRAUTMANN, 2007).

Cerca de 20% da populagcdo jovem mundial usa C. sativa, sendo a
adolescéncia uma etapa do desenvolvimento que suscita grandes preocupacoes
quanto ao consumo de drogas, pois constitui uma época de exposicdo e
vulnerabilidade as mesmas. A curiosidade, a oferta de um amigo e a diversdo séo
apontados como o0s principais motivos de inicio de consumo referidos pelos
adolescentes usuarios de drogas (CHEN; KANDEL; DAVIES, 1997), além do fator
agravante que é o uso de drogas socialmente aceitas, principalmente o tabaco, que
induzem o jovem a busca ou exposicao ao cigarro de C. sativa (AMOS et al., 2004).
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No Brasil, a Lei n° 11.343/2006 estabelece as normas para repressao a
producdo ndo autorizada, trafico ilicito, atencdo e reinsercdo social de usuarios e
dependentes de drogas. O Poder Executivo classificou a C. sativa como uma planta
proscrita constando na Lista “E” da Portaria no 344/98 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Assim como na maioria dos paises, a substancia
ilicita com maior prevaléncia de uso no Brasil € a C. sativa. Do total da populagéo
adulta, 5,8%, ou seja, 7,8 milh6es de brasileiros adultos declarou j& ter usado a
substancia alguma vez na vida. Entre os adolescentes esse numero € de 597 mil
individuos (4,3%) dentre quase 14 milhdes de adolescentes brasileiros
(JUNGERMAN et al., 2010). Apesar de uma parcela da sociedade ser pro-liberacao
de C. sativa, estima-se que a descriminalizacéo desta pode levar a cerca de 260.000
novos usuarios (SAFFER; CHALOUPKA, 1999).

As reducdes na reatividade dos neurénios de dopamina que modulam regides
de recompensa do cérebro sugerem gque o uso de C. sativa na adolescéncia pode
influenciar vérios comportamentos de dependéncia na idade adulta, fato
comprovados em dados epidemiolégicos e pré-clinicos (PISTIS et al., 2004). A
referéncia como “porta-de-entrada” para outras drogas da C. sativa se da por duas
explicacbes a) esta droga é fornecida pelo mesmo mercado negro de outras drogas,
b) os efeitos farmacoldgicos da C. sativa aumentam a propensdo de usar outras
drogas ilicitas (HALL; DEGENHARDT, 2009) esta situacao predispdem usuarios ao
uso de outras drogas, como por exemplo, a cocaina e posteriormente, heroina.
(HALL; LYNSKEY, 2005; LEVINE et al., 2011).

Toda a sociedade estd em risco de vicio. Vicios sdo endémicos a condicao
humana e todos tem o potencial para se tornar um viciado. Segundo o Museu
Interativo Sobre as Adic¢cdes no México, vicios sao pandemias globais, considerando
"O vicio como uma doenc¢a ndo uma escolha", sendo que mesmo as pessoas com
nenhum risco genético de base podem se tornar viciados se seu ambiente €&
estressante (JONES, 2012). Poucas doencas podem competir com o vicio em sua
capacidade de gerar desinformacgdo, erro de julgamento, ou mal-entendido e a
aceitacdo da dependéncia como uma doenca cronica e dindmica (HSER, 2001) ao
invés de uma escolha € um conceito complexo e relativamente atual (LANCET,
2012).
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A adiccdo € um estado de uso compulsivo de drogas; apesar do tratamento e
de outras tentativas de controlar o consumo de drogas a dependéncia tende a
persistir. O uso compulsivo e persistente de drogas envolvem mecanismos
moleculares e celulares relacionados a processos normais relacionadas com a
recompensa e a entrada da dopamina no mesencéfalo (HYMAN; MALENKA,;
NESTLER, 2006). No caso do uso em longo prazo da C. sativa, estudos apontam
uma reducéo da sensibilidade a alguns neurotransmissores, diminuindo assim as
sinapses em regibes do Sistema Nervoso Central (SNC), predispondo a adiccéo
(HOFFMAN et al., 2003).

Atualmente, classifica-se como usuario de drogas ou “adicto” no caso da vida
do individuo ser orientada para 0 consumo de uma ou mais substancias, quando
este tem dificuldade para interromper voluntariamente ou modificar o consumo e se
sofre sintomas fisicos, desencadeando a chamada sindrome de abstinéncia quando
a droga lhe é retirada. (BABOR et al., 1994).

As drogas ilicitas em geral, entre elas a C. sativa, tém multiplos efeitos
cognitivos alterando a velocidade de processamento de informacdo, memdria de
trabalho, funcBes executivas e visual-espacial (HONARMAND et al., 2011). Estes
efeitos variam segundo o nivel de dose ou segundo a sensibilidade genética do
usuario (LYNSKEY et al.,, 2002), exercendo sua influéncia de acordo com o
momento e o ambiente onde sdo consumidas, tanto que modificacbes nestes
ambientes sdo necessarias no caso de reabilitacdo do usuario de C. sativa
(GODLEY et al., 2005).

3.2 A Cannabis sativa L. E SEUS CONSTITUINTES

Antes da Era Cristd, a C. sativa foi utilizada na Asia como medicamento, com
grande importancia na india. No Séc. VI a.C. os assirios consumiam C. sativa por
suas atividades psicoativas, por este motivo chamavam a planta de ganzi-gun nu ("a
droga que tira a mente") ou azzalu (droga de "depressao de espiritos”), e também
por suas propriedades medicinais. Na China e na india, a C. sativa era conhecida
pela dupla natureza dos seus efeitos sendo citada na farmacopeia médica como
recomendada para inumeras doencas, mas quando tomada em excesso pode
causar “visées de deménios" (MECHOULAM; PARKER, 2011).
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A introducdo desta planta na Medicina Ocidental ocorreu em meados do
século XIX, atingindo o climax na ultima década deste século, com a disponibilidade
e 0 uso de extratos e tinturas da Cannabis. Nas primeiras décadas do século XX, o
uso médico da C. sativa no Ocidente diminuiu significativamente, em grande parte
pela dificuldade na obtencdo de resultados consistentes de amostras da planta com
diferentes poténcias. Ao contrario da morfina e cocaina, que tinham sido isoladas e
disponibilizadas no século XIX, a identificacdo da estrutura quimica de componentes
da folha de C. sativa e a possibilidade de se obter seus constituintes puros foram
alcancadas somente a partir de 1965 com o avanco das técnicas de separacdes
cromatograficas modernas, isolamentos e a elucidacdo de estruturas quimicas
(GAONI; MECHOULAM, 1964).

A C. sativa biosintetiza mais de 600 substancias quimicas, incluindo mais de
60 canabinoides diferentes que sdo agora reconhecidos tanto para os seus efeitos
toxicos como seus potenciais terapéuticos (BHATTACHARYYA; SCHOELER, 2013).
O principal componente e responsavel pela atividade psicoativa da planta,
identificada na década de 1960, é o Delta-9-tetrahidrocanabinol (A°-THC), (GAONI;
MECHOULAM, 1964). Além do A°-THC, estdo presentes o Canabinol (CBN),
carboxilados do THC, Canabivarino, Tetrahidrocanabivarino, A8-THC, e os mais
abundantes canabidiéis sdo o canabigerol (CBG), canabicromeno (CBC) e o
Canabidiol (CBD) sendo que este ultimo constitui cerca de 40% das substancias
ativas da planta (Figura 1) (HOWLETT et al., 2004).

A utilizacdo médica de derivados canabinoides tem crescido nas ultimas
décadas, como é o exemplo do canabidiol. Este composto possui propriedades
ansioliticas e antipsicoticas (HILL; GORZALKA, 2005) comprovadas em seres
humanos (TREZZA; CAMPOLONGO, 2013). O mecanismo ansiolitico do canabidiol
ainda ndo é bem compreendido, mas, envolve uma acdo com o receptor 1A de
serotonina (5-HT1a agonista) (CAMPOS; GUIMARAES, 2008). A interacdo do
canabidiol com este receptor diminui a captacdo de serotonina, monoamina
neurotransmissora envolvida na inibicdo da ira, agressao, temperatura corporal,
humor e sono (LAUCKNER et al., 2008).
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Figura 1 — Representacdo das estruturas quimicas dos principais fitocanabinoides
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3.3 RECEPTORES CANABINOIDES

A identificacdo dos sitios de ligacdo seletivos de A®-THC no cérebro
(DEVANE; DYSARZ; JOHNSON, 1988), a clonagem de um receptor canabinoide
tipo 1 (MATSUDA, 1990) e posteriormente um segundo receptor, tipo 2, periférico
(MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993) representaram um marco na pesquisa
canabinoide. Os receptores canabinoides do tipo 1 e do tipo 2 (CB1 e CB2,
respectivamente); os ligantes enddgenos, tais como o araquidonoil etanolamina
(AEA, também chamada de anandamida); 2-araquidonoilglicerol (2-AG); palmitoil
etanolamina (PEA) e oleoil etanolamina (OEA), coletivamente chamados de
endocanabinoides (eCBs); e as enzimas responsaveis pela sintese e pelo
catabolismo dos endocanabinoides sdo chamados coletivamente de Sistema
Endocanabinoide (SECB) e que atua em processos que abrangem tanto o SNC
quanto periférico (Figura 2) (PERTWEE et al., 2010).
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Figura 2 — Representacao das estruturas quimicas dos principais endocanabinoides

OH
OH OH

N

HN_O NG
0.0
N
0
NNF
NP

2-araquidonoilglicerol Palmitoil etanolamina

Anandamida
OH
HO, ~ OH
HOU
Z 0=
OH
N
HO™ Z
0O (@)

Lisofosfatidilinositol

Oleoil etanolamina

O hipocampo, cortex cerebral, amigdala e cerebelo foram identificados como
regides ricas em receptores canabinoides no SNC (LORENZETTI; SOLOWIJ;
YUCEL, 2015) (Figura 3). Os receptores canabinoides, respectivos ligantes
enddgenos e enzimas de producéo, transporte e degradacédo dos endocanabinoides

formam o SECB (ZANETTINI, 2011).
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Figura 3 - Localizacdo dos receptores canabinoides no Sistema Nervoso Central
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Fonte:http://reginaldobatistasartes.blogspot.com.br/2011/12/as-drogas-imagens-.html?view=snapshot

O receptor CB1 foi clonado a partir do receptor de rato e do receptor de
humano, pois, ambos apresentam entre 97 e 99% de identidade de sequéncia de
aminoacidos entre as espécies ao passo que o CB2 apresenta 44% de identidade
com o receptor canabinoide CB2 (MONTERO, 2005). As figuras 4 e 5 representam a
morfologia dos receptores CB1 e CB2, bem como, a representacdo da sequéncia
dos aminoacidos que comp&em ambos os receptores.

Os efeitos biolégicos dos compostos canabinoides se devem a sua interacdo
com os dois tipos de receptores proteicos, CB1 e CB2, que sdo receptores
transmembranares acoplados a proteina G (GPCRs) (TUCCINARDI et al., 2006) e
atuam por meio da inibicdo da enzima adenilato ciclase celular, que é uma
glicoproteina transmembranar que catalisa ATP para formar AMPc com a ajuda de
cofator Mg?* ou Mn?*. O AMPc produzido é um segundo mensageiro no metabolismo
celular e um ativador alostérico da proteina quinase A (PKA). A ativacdo da PKA
pelo AMPc leva a fosforilagdo de residuos de serina em outras proteinas na cascata
de sinalizagcdo (DEMUTH; MOLLEMAN, 2006) (Figura 6).

Interacdes entre o sistema canabinoide com outros sistemas de receptores ja

foram confirmadas, portanto, alguns dos efeitos comportamentais de canabinoides
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podem ocorrer através de uma acao sinérgica com outros receptores e suas vias de
transdugéo de sinal (AUCLAIR et al., 2000). Os receptores opioides induzem os
seus efeitos farmacoldgicos e compartilham diversas acbes com canabinoides, por
exemplos, hipotermia, hipotensdo, depressdo motora e efeitos antinociceptivos
(BLOOM et al, 1972; RECHE; FUENTES; RUIZ-GAYO, 1996; MANZANARES et al.,
1999) fomentando o fato do desenvolvimento de farmacos baseados nestas
interacOes, além da capacidade dos canabinoides terem efeito direto sobre a sintese
e liberacdo de opidides enddgenos tais como encefalinas e dimorfinas (TANDA et
al., 1997; MANZANARES et al, 1999).

Figura 4 — Representacao da morfologia dos receptores CB1 e CB2.
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Fonte: http://www.anales.ranf.com/2014/vol3/07_1517.htm

Figura 5 — Representagdo da sequéncia dos aminoacidos intra e extracelulares dos
receptores CB1 e CB2.
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3.3.1 Receptor canabinoide tipo 1 (CB1)

Os receptores canabinoides CB1 estdo presentes em areas associadas ao
controle motor, resposta emocional, aprendizagem e memoria, comportamentos
orientados por objetivos, homeostase energética e funcbes cognitivas superiores,
entre outras. Nos 6rgados e tecidos periféricos, os CB1 sdo expressos em baixa
densidade e sdo responsaveis pela maioria dos efeitos psicotréopicos dos
canabinoides. Ao contrario do padrdo de outros sistemas neuroreceptores, 0s niveis
de receptores CB1 em ratos sdo aumentados na transicdo da adolescéncia para a
vida adulta (VERDURAND et al., 2011), fato que sugere a propensao da busca por
compostos canabinoides nesta fase da vida.

O receptor CB1 € um membro da subfamilia de receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) mais abundante no SNC humano, sendo até mais numerosos
que a quantidade de receptores inotropicos glutamatérgicos e encontram-se
predominantemente no terminal pré-sinaptico, embora presente em pequena
quantidade em nervos periféricos, e sua funcdo parece ser a de modular a liberacéo
de neurotransmissores como dopamina, noradrenalina, glutamato e serotonina na
fenda singptica (HOWLETT, 2002a).

A inibicdo da adenilato ciclase por canabinoides psicoativos em regides mais
densamente povoadas de receptores CB1 foi identificada inicialmente em células de
neuroblastoma N18TG2 e a partir dai, em muitas outras preparacdes (HOWLETT,
1985). Esta inibicdo causa a modulacdo da concentracdo de AMPc intracelular,
regulando assim a fosforilagdo de proteina quinase A (PKA), fato que pode resultar
em grandes alteracdes na atividade celular, como por exemplo, a regulacdo de
canais de K* submetidos a acdo de PKA no hipocampo (MU et al., 2000). Agonistas
canabinoides, como o WIN 55,212-2 (Figura 7) interagem com este receptor
(MANEUF; BROTCHIE, 1997), curiosamente aumentando a acumulacdo de AMPc
dentro do poro formado no interior transmembranar (MUKHOPADHYAY et al., 2002).

Proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAP quinases) sdo enzimas de
transducdo de sinal importantes envolvidas na regulagdo celular em funcdes
fisiolégicas de controle da expressdo génica, proliferacdo e morte celular
programada (apoptose) (CHANG; KARIN, 2001). Estudos confirmam uma ligacao
positiva dos receptores CB1 com MAP quinase, de modo que, in vivo, a
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administracdo aguda de AS-THC e agonistas do receptor canabinoide CB1: CP
55940, WIN 55,212-2, anandamida e 2-AG (Figura 2) estimulam a MAP quinase de
cobaias (DERKINDEREN et al., 2001, 2003).

Figura 6 - Mecanismo de acao dos canabinoides sobre os receptores CB1.

Fonte: http://www.anales.ranf.com/2014/vol3/07_1517.htm

A plasticidade sinaptica consiste na capacidade de rearranjo por parte das
redes neuronais constituindo um importante mecanismo de recuperacdo ou
adaptacdo em caso de lesdo e fornecem a base para a maioria dos modelos de
aprendizagem, memoria e desenvolvimento em circuitos neurais (ABBOTT,;
NELSON, 2000). O fator neurotréfico derivado do cérebro (FNDC) e o gene Krox-24
tém reconhecida importancia para a plasticidade sinaptica (KNAPSKA,;
KACZMAREK, 2004; BRAMHAM; MESSAOUDI, 2005) e sédo impedidos através da
ativacdo de MAP quinase, inclusive, estudos indicam que receptores canabinoides
interferem no processo fisiol6gico e podem alterar de modo negativo a plasticidade
sinaptica (AUCLAIR et al., 2000).

A maioria destes efeitos moduladores dos canais iGnicos dependentes de
voltagem, principalmente K* e Ca?* sdo mediados através do receptor CB1 isto
sugere que a liberacdo do Acido gama-aminobutirico (GABA), neurotransmissor
responsavel pela inibicdo do SNC (SCHALLY, 1977) € mediada por estes

receptores, de modo que um aumento na concentracdo intracelular de Ca?* pode ser
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um dos mecanismos de diminuicdo da capacidade dos neurbnios para neutralizar
despolarizac¢des, favorecendo o aumento de disparo de potenciais de acéo e, assim,
induzir a hiperexcitabilidade no hipocampo (SCHWEITZER, 2000). Esta diminuigao
da liberacdo de GABA e Glutamato influenciam em func¢des cognitivas cerebrais
como aprendizado e memoria (HOWLETT et al., 2004).

Os neurdnios do cortex cerebral que expressam o0 grupo de receptores
acoplados a proteina G, chamados de receptores de CCK, e que sao responsaveis
pela liberacdo do neuropeptidio Colescistocinina (CCK) (HUANG, 2016), cuja acdo
no hipotalamo produz a sensacdo de saciedade, também expressam 0s receptores
CB1 (DAVIES; PERTWEE; RIEDEL, 2002). De modo que a ativagdo de receptores
CB1 também ativa os receptores de CCK inibindo assim, a liberacdo de CCK
(BEINFELD; CONNOLLY, 2001), e influenciando negativamente na saciedade do
individuo frente ao alimento (SMITH; JEROME; CUSHIN, 1981), efeito chamado
vulgarmente como “larica”.

Polimorfismos do gene CBL1 ja foram observados e a sua importancia ainda é
desconhecida, mas sugere-se estarem ligados a susceptibilidade aumentada a
dependéncia a C. sativa e a alteracdes neuropsiquiatricas (ZHANG et al., 2004).

Areas ricas em receptores CB1 mostram uma elevada expressdo de
receptores de N-metil D-aspartato (NMDA), um aminoacido neurotransmissor
agonista envolvido na neurotransmisséo do glutamato sendo importantes no controle
do movimento e a formacdo da memoria (OSSOWSKA, 2001). As substancias
canabinoides tém mostrado efeitos duais sobre a atividade do receptor de NMDA
influenciando em mecanismos de aquisicdo de memodrias e aprendizado (DEMUTH,;
MOLLEMAN, 2006).

3.3.2 Receptor canabinoide tipo 2 (CB2)

A principal e mais conhecida localizagdo dos receptores CB2 em seres Vvivos
€ em tecidos nao-neuronais, principalmente no sistema imune e células
hematopoiéticas. No entanto, a localizagdo exclusivamente periférica dos receptores
CB2 ja vinha sendo questionada quando, em 2006, confirmou-se a existéncia destes
receptores no sistema nervoso, ainda que em proporc¢des bem inferiores aquela dos
receptores CB1(DAVIES; PERTWEE; RIEDEL, 2002). Como os receptores CB2
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desempenham um papel importante nas respostas neuroinflamatérias, doencas
neurodegenerativas, tais como esclerose multipla, esclerose lateral amiotréfica e
doenca de Alzheimer, atualmente, estdo se tornando alvo de pesquisas
farmacéuticas neste sentido (UM et al.,2013), inclusive, a concentracdo destes
receptores parece estar aumentada em regides cerebrais especificas relacionadas a
estas patologias (CLARKE, 2008).

Assim como nos receptores CB1, os receptores CB2 também podem modular
a adenilil-ciclase e a atividade das MAP quinases, através da sua capacidade para
acoplar a proteina G (FELDER, 1995), com a excecdo de ndo modularem canais
ibnicos (MCALLISTER, 1999). A atuacao dos receptores CB2 parece fazer parte de
um sistema geral de protecdo visto que sua ativagdo nao tem associacdo com
efeitos psicoativos. Moléculas agonistas destes receptores estdo sendo testadas em
patologias neuropsiquiatricas, cardiovasculares e hepaticas (MECHOULAM,;
PARKER, 2011).

3.4 CANABINOIDES ENDOGENOS

A descoberta dos receptores canabinoides sugeriu a existéncia de que
moléculas endogenas poderiam estimular ou inibir estes receptores (DEVANE;
DYSARZ; JOHNSON, 1988). Como os compostos presentes na C. sativa séo
compostos lipidicos presume-se que quaisquer possiveis moléculas canabinoides
enddgenas (endocanabinoides) também seriam lipidios. Os primeiros destes
compostos a serem isolados foram a anandamida e o 2-AG a partir tecidos
periféricos (DEVANE et al.,, 1992), e a partir de entdo, vem sendo bastante
estudados (ZANETTINI, 2011).

A anandamida e o 2-AG nao sdo armazenados em vesiculas, como a maioria
dos neurotransmissores, como por exemplo, a acetilcolina, dopamina e serotonina,
mas sim sdo sintetizadas quando e onde eles sdo necesséarios. Com acao
principalmente pré-sinaptica (HOWLETT et al., 2004), os endocanabinoides sao
rapidamente removidos por um processo de transporte de membrana ainda nao
completamente caracterizado (TANIGUCHI et al., 2011). A supressdo de enzimas

como a hidrolase de amida de acido graxo, que hidrolisa a anandamida e as
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hidrolases mono-acilo, que hidrolisa o 2-AG prolongam a atividade dos
endocanabinoides (GAETANI, 2009).

Embora ndo haja evidéncia sdlida de que a ativacdo de receptores CB1 pré-
sinapticos podem conduzir a inibicdo da liberacdo de um numero de diferentes
neurotransmissores excitatorios ou inibitorios tanto no cérebro e no sistema nervoso
periférico, existe a evidéncia de que os agonistas do receptor CB1 podem estimular
a liberacdo de dopamina no nucleo accumbens (GARDNER, 2005). Este efeito
aparentemente deriva de uma inibicdo do receptor de canabinoide mediada da
libertacdo de glutamato (MECHOULAM; PARKER, 2011). Em relacdo a memoria e
ansiedade, a participacdo das moléculas de endocanabinoides ainda permanece
escasso de maiores estudos (BUSQUETS-GARCIA et al.,, 2011), embora, a
influéncia na liberacdo do glutamato, neurotransmissor que desempenha um papel
chave no potencial de longa duracdo e importante para a memoria e aprendizado,
sugira que estas moléculas tenham participagdo em inUmeras desordens

relacionadas a neurodegeneragéo (FALLIS, 2013).

3.5 AGONISTAS DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O mundo cientifico tem grande interesse em estudar os compostos da C.
sativa devido ao grande potencial terapéutico da planta com promessas
esperancosas de producdo de novos medicamentos para doencas como obesidade,
sindrome metabodlica associada, esclerose multipla, dores crénicas, entre outras
(HOWLETT, 1985; PATTON, 2002; JUTRAS-ASWAD et al., 2009; HONARMAND et
al., 2011; SHRINIVASAN et al., 2012; FILBEY; YEZHUVATH, 2015).

A identificacdo e isolamento do A°-THC a descoberta dos receptores CB1
(ABOOD et al.,, 1997) e CB2 (BOUABOULA et al.,, 1999) e de substancias
endocanabinoides (OXFORD, 1995), levou a uma extensa procura de compostos
mais potentes com atividade agonistas CB1 seletivos, agonistas mistos CB1/CB2,
gue atuem tanto sobre o SNC ou apenas na periferia e que podem vir a ter uso
terapéutico (HANUS; MECHOULAM, 2010). O receptor acoplado a proteina G
GPR55, ganhou notoriedade apds sua identificacdo como um subtipo de receptor
canabinoide com seletividade a alguns agonistas canabinoides, como por exemplo,
o Lisofosfatidilinositol (LPI) (Figura 3) (HEYNEN-GENEL, 2011). Embora sejam
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estudos iniciais o GPR55 desponta como um alvo alternativo para uma maior
compreensao da dependéncia a C. sativa e possivel utilizacédo terapéutica.

Impulsionados pelo fato de que os receptores CB1 serem abundantes em
estruturas cruciais para a formacdo de memoarias, diversos grupos tém se dedicado a
estudar os efeitos do A°-THC e outros canabinoides sintéticos sobre o
processamento de informagdo, visto que, agonistas canabinoides inibiram a
potencial de longa duragcdo (FALLIS, 2013), um provavel mecanismo celular para a
formag&o de memoarias in vitro.

O componente psicoativo primario da C. sativa, o A°>-THC é um agonista
parcial do receptor CB1 e seus efeitos reforgadores resultam da ativagdo desse
receptor em diferentes regides do SNC (ZHUANG et al., 1998).

Os primeiros canabinoides sintéticos, como o HU-210 [3- (1,1-dimetil-heptil)-(-
)-11-hidroxi-delta 8-tetra-hidrocanabinol] (Figura 7) eram analogos estruturais do A°-
THC (BEILIN et al., 2000), mas apos a descoberta do composto WIN-48098 (Figura
7), um derivado do analgésico Pravadolina (BRADFORD et al., 1990) e que nao se
assemelha com o A°-THC (COMPTON et al.,, 1992) novas moléculas, como o
potente agonista JWH-018 (1-Pentil-3-(1-naftoil) indol) (Figura 7) (LOVETT; WOOD,;
DARGAN, 2015) foram descobertos e utilizados ilicitamente em substituicdo ao A°-
THC, com ocorréncias médicas relatadas (LAPOINT; NELSON, 2011; DUNHAM,;
HOOKER; HYDE, 2012).

Alguns agonistas, como por exemplo, o WIN-55,212-2, chamado usualmente
de Nabilona (MARTELLOTTA et al., 1998), o CP-55940 (DEAN et al., 2001) ou o
HU-210 (Figura 7) (COLLINS; PERTWEE; DAVIES, 1995) apresentam a mesma
afinidade pelos receptores CB1 e CB2. Os canabinoides sintéticos 5F-AMB, 5F-ADB,
AMB-FUBINACA, MDMB-FUBINACA, MDMB-CHMICA (Figura 7) surgiram
recentemente como drogas recreativas e seu uso tem sido associado com sérios
efeitos adversos a salde e os seus analogos. Todas estes compostos agem como
agonistas potentes, altamente eficazes e com maior poténcia do que A°-THC em
CB1 e CB2, mas, com uma preferéncia geral para a ativacdo de CB1 (BANISTER et
al., 2016a).

As propriedades toxicas dos dois canabinomiméticos mais predominantes
deste grupo, 5F-AMB e MDMB-FUBINACA, foram demonstradas in vivo, utilizando

ratos em biotelemetria. A bradicardia e hipotermia foram induzidas por doses de 0,1-
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1 mg 5F-AMB e MDMB-FUBINACA/kg (e 3 mg / kg para 5F-AMB), com MDMB-
FUBINACA mostrando maior resposta hipotérmica (BANISTER et al., 2016b)

Figura 7 — Representacao das estruturas quimicas dos agonistas canabinoides.
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Os agonistas de receptor de canabinoides apesar do uso ilicito estdo entre o
grupo de substancias quimicas mais investigadas para tratamentos farmacoldgicos,
deste grupo pode-se destacar a Nabilona como uma das principais moléculas
utilizadas em pesquisas de inibicdo de nauseas e/ou vomitos; na inibicdo da
neurodegeneracdo (SHEN; THAYER, 1998); na inibicdo de ansiedade (KATHURIA
et al., 2003); no tratamento de desordens gastrointestinais tais como diarreia

(HOUGHTON et al., 1991); no tratamento de inflamacao aguda relacionada com, por
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exemplo, trauma e inflamacao crénica relacionadas com doencas autoimunes, tais
como artrite reumatoide, doenca de Crohn, colite ulcerosa e pulmonar inflamagéao
(MASSA et al.,, 2004); no tratamento de glaucoma (LONGO; FRIEDMAN;
DEVINSKY, 2015); no tratamento da hipertensdo; no tratamento de perturba¢cdes do
movimento / doencas tais como a doenca de Parkinson; e no tratamento ou
prevencao de aterosclerose (STEFFENS et al., 2005).

Os medicamentos canabinoides agonistas poderiam 1) atenuar os sintomas
de abstinéncia, visto que a administracdo de moléculas antagonistas manifestam
estes sintomas (KOURI, 2000) 2) diminuir os efeitos reforgadores da C. sativa, ou 3)
reduzir as fissuras ou urgéncias por C. sativa (i.e., efeito de substituicdo) (BUDNEY;
VANDREY; STANGER, 2010), pois, ja esta comprovado h& décadas que
antagonistas exacerbam profundamente estes sintomas em animais tolerantes a A°-
THC (TSOU; PATRICK; WALKER, 1995).

3.6 ANTAGONISTAS DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Vérios antagonistas com diferentes afinidades por receptores CB1 e CB2 ja
foram sintetizados. O primeiro composto e prototipo desenvolvido que se acopla ao
receptor CB1 e bloqueia os efeitos de seus ligantes enddégenos foi o0 SR141716
(Figura 8), chamado usualmente de Rimonabanto, que foi comercializado como um
antagonista, ou mais precisamente um agonista inverso do receptor CB1 (JBILO et
al., 2005). Devido ao fato dos agonistas do receptor CB1 aumentarem o apetite, este
farmaco seria uma alternativa no tratamento da obesidade, entretanto, devido a sua
natureza lipofilica, o Rimonabanto teria a propriedade de atravessar a Barreira
hematoencefalica (BHE) e ingressar no SNC, por este motivo a droga foi retirada do
mercado devido relatos de transtornos psiquiatricos, ansiedade e tendéncias
suicidas (GADDE; ALLISON, 2006).

O SR141716 (Figura 8), como ja citado, € um antagonista seletivo do receptor
CB1, blogueia os efeitos tdxicos agudos de A°-THC como, por exemplo, a
taquicardia (ARNONE et al., 1997). A administracdo aguda de SR141716 precipita
sinais de abstinéncia em animais que receberam A°-THC por longos periodos
(LOWE; MARTIN, 1996). A capacidade de SR141716 para antagonizar também os

efeitos psicolégicos produzidos pela C. sativa consumida por usuarios apresentou,
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inicialmente, a possibilidade da molécula se tornar um farmaco para o tratamento
durante a fase aguda da dependéncia a esta planta (HUESTIS et al., 2001), mas,
estudos posteriores comprovaram gque os sintomas da sindrome de abstinéncia sao,
infelizmente, exacerbados caso o SR141716 seja administrado nesta situacao
(BICKEL; POPE, 2016).

Os receptores CB2 podem ser blogueados de forma seletiva pelo antagonista
AM630 (Figura 8) (PERTWEE et al., 1995; ROSS et al., 1999). Alternativa para se
reduzir a sinalizacdo de endocanabinoides seria a inibicdo das enzimas anabdlicas,
apesar desta estratégia nao ter sido amplamente explorada, devido a diversidade de
mecanismos responsaveis pela sintese de anandamida e de 2-AG, sintese esta que
pode ser inibida pelos compostos O-3640 e 0 O-3841 (Figura 8) (SAITO; WORJAK,;
MOREIRA, 2010). Estes inibidores possuem poténcia e especificidade necessarias
para que possam ser utilizados como ferramentas farmacoldgicas para investigar
mais detalhes sobre as fungbes do sistema endocanabinoide (BISOGNO et al.,
2006).

Figura 8 — Representacao das estruturas quimicas dos antagonistas canabinoides.
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3.7 EFEITOS TOXICOS DA Cannabis sativa

Os efeitos da C. sativa dependem de uma mistura de fatores como a dose
recebida, o0 modo de administracdo, a experiéncia anterior do usuario com esta
droga, o estado de humor e o ambiente social em que ela é usada (HALL, 2005).
Segundo estudos e relatos de usuarios, uma das principais razdes para o0 uso ilicito

da C. sativa € a experiéncia de uma leve euforia, relaxamento e alteracdes
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perceptivas, incluindo distor¢cdo de tempo e intensificacdo de experiéncias comuns,
como comer, ler, tocar um instrumento, ouvir a musica, e se engajar durante o ato
sexual (GREEN; KAVANAGH; YOUNG, 2003; HALL; DEGENHARDT, 2009).
Quando usado em um contexto social, a euforia poderia ser acompanhada pelo riso
incontrolavel, tagarelice e aumento da sociabilidade (HALL; DEGENHARDT, 2009).

As alteracdes sobre as fungdes motoras e cognitivas decorrentes do uso
regular da C. sativa ja sdo conhecidas e estudadas ha quase meio século (BORG,;
GERSHON; ALPERT, 1975). Estudos indicam uma propensdo dos usuarios serem
menos conscientes das normas sociais, além de uma diminuicdo da resposta
emocional (GILMAN et al., 2016), sendo que, no caso da utilizacdo de C. sativa por
individuos depressivos estes eram quatro vezes mais propensos a aumentar o
estado de depressao e experimentarem ideias suicidas com perda da capacidade de
sentir prazer, em relacdo aos usuarios que ndo tem diagnostico e sintomas
depressivos (BOVASSO, 2001).

A dose humana letal de A®-THC é entre 15 e 70g (GABLE, 2004) e
dificilmente um usuério mesmo que crénico atinge esta dose. Os efeitos adversos
agudos mais comuns sdo a ansiedade, reacdes de panico e sintomas psicéticos,
mais frequentemente relatados por usuarios ingénuos (HALL, 2005).

O cérebro permanece em um estado de desenvolvimento desde o periodo
pré-natal até a idade de aproximadamente 21 anos (GOGTAY et al., 2004), por este
motivo, quanto menor a idade do usuario de C. sativa, mais vulneravel é o seu
cérebro aos efeitos adversos do A°-THC. Adultos que fumavam C. sativa
regularmente durante a adolescéncia tém menor conectividade neural em regides
especificas do cérebro. Regides que possuem func¢bes relacionadas a estado de
alerta e consciéncia e areas do hipocampo importantes na aprendizagem e na
memoria (ZALESKY et al., 2012).

O sistema canabinoide desempenha um papel de destaque na formacgéo de
sinapses durante o desenvolvimento cerebral (GAFFURI; LADARRE; LENKEI, 2012)
e a reducao da conectividade funcional deste sistema se caracteriza como um dos
principais efeitos adversos do uso da C. sativa, pois, afetam também funcgbes
executivas responsaveis pelo processamento de habitos e controle da inibicdo de
uma resposta sinaptica (FILBEY; YEZHUVATH, 2015). Esta redugdo é

particularmente proeminente quando a utilizacdo comeca na adolescéncia ou inicio
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da idade adulta o que pode explicar a associacdo entre o uso frequente de C. sativa
da adolescéncia para a idade adulta e quedas significativas no QI (MEIER et al.,
2012).

Como citado anteriormente, o uso de C. sativa regular € associado com um
risco aumentado de ansiedade e depressdo com um aumento de até cinco vezes de
mais ocorréncia desta patologia entre mulheres usuarias (PATTON, 2002), e no
caso de uma vulnerabilidade genética pré-existente, relacionada ao gene da catecol-
o-aminotransferase (COMT), psicoses associadas a esquizofrenia também podem
se manifestar (CASPI et al., 2005).

Como o uso de C. sativa prejudica funcdes cognitivas de niveis mais basicos
até os mais complexos, como a capacidade de planejar, organizar e tomar decisdes
tanto durante a intoxicacdo aguda e na crénica (CREAN; CRANE; MASON, 2011) é
esperado que muitos estudantes usuarios de C. sativa apresentem um nivel
cognitivo abaixo de sua capacidade natural para periodos de tempo consideraveis.
Os prejuizos cognitivos sdo mais mensuraveis e de longa duracdo principalmente
entre aqueles que comecaram a usar C. sativa no inicio da adolescéncia (MEIER et
al., 2012). O uso de C. sativa em longo prazo causam prejuizos nha memoria e
atencdo que persistem e pioram com o aumento do tempo de uso regular
(SOLOWIJ; STEPHENS; ROFFMAN, 2002)

Tanto a exposicdo imediata como a exposicdo em longo prazo a C. sativa
atrapalha a capacidade de conducdo no transito (VOLKOW et al., 2014). Estudos
experimentais mostram diminuicdo no desempenho de condug¢do em resposta a
situacdes de emergéncia de usuarios de C. sativa (PECK, 1995) indicando que os
usuarios que dirigem enquanto estdo sob efeito da planta estdo em maior risco de
acidentes, tanto que, esta é a droga ilicita cada vez mais relatada em conexdo com
a conducéo e acidentes fatais (BRADY; LI, 2014).

Dados epidemiolédgicos indicam que os usuarios de C. sativa apresentaram
maiores taxas de internacdo por lesédo em relagdo a ex-usuarios ou nao-usuarios em
um grupo de 64.657 pacientes de uma organizagdo de manutencdo da saude
(HARTMAN, 2013). Pesquisas comprovam que o consumo de 300ug/kg de C. sativa
geram efeitos equivalentes ao efeito incapacitante de uma dose de alcool com uma

concentragéo de = 0.05 mg/l, isto €&, atingindo o limite legal na maioria dos paises,
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inclusive, o Brasil (RAMAEKERS, 2009), podendo aumentar o risco de acidente de
transito em 2-3 vezes (BRADY; LI, 2014).

Embora estudos epidemiol6gicos ndo tenham dados consistentes sobre a
possibilidade de uma associagéo positiva entre o uso da C. sativa e cancer do trato
respiratorio superior (CALLAGHAN; ALLEBECK; SIDORCHUK, 2013), cancer de
células escamosas da cabeca e pescoco (ZHANG et al., 2012), evidéncias sugerem
que o risco para o0 aparecimento desta doencga € maior principalmente quando o0 uso
de C. sativa é associado com o alcool (HASHIBE, 2006). Outros trabalhos apontam
correlacdo entre o uso da C. sativa em associacdo com o tabaco e o aparecimento
de céncer de pulméo (MEHRA, 2006).

O uso de C. sativa também estad associado a inflamacdo das vias aéreas
superiores e pulmonares, que consistem no fato de que fumantes cronicos de C.
sativa sdo mais propensos a relatar sintomas de bronquite crbnica, com
apresentacao de sibilos, producdo de muco e tosse pertinente, do que 0s nao-
fumantes (TASHKIN, 2013). A competéncia imunoldgica do sistema respiratério em
fumantes de C. sativa também pode ser comprometida, como indicado pelo aumento
das taxas de infeccOes respiratdrias e pneumonia (PLETCHER, 2012) acarretando
uma maior utilizacdo dos servicos de saude para infeccBes respiratérias (OWEN;
SUTTER; ALBERTSON, 2014). Um aumento do risco de alteracdes
cardiovasculares com consequente enfarte do miocardio, acidente vascular cerebral,
acidentes isquémicos transitorios tem sido associados com o uso agudo e cronico da
C. sativa (THOMAS; KLONER; REZKALLA, 2014). Um aumento do ritmo cardiaco é
observado de maneira dose-dependente e pouco afetando jovens saudaveis, a
preocupacdo existe sobre adultos com histérico de doencas cardiovasculares
(FROST et al., 2013).

A fumaca da C. sativa contém 0s mesmos agentes cancerigenos, mas, em
concentracdes diferentes que o tabaco. O amoniaco, por exemplo, € encontrado em
niveis até 20 vezes superior na C. sativa. Cianeto de hidrogénio, aminas aromaticas
estdo presentes em concentracdes de 3 a 5 vezes maiores que no fumo do tabaco.
Em relacdo a hidrocarbonetos arométicos  policiclicos, substancias
reconhecidamente cancerigenas (BOSTROM et al.,, 2002), estdo presente em
concentracbes mais elevadas no tabaco (MOIR et al., 2008). As evidéncias

carcinogénicas da planta sdo consideradas relevantes devido a estudos que
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associam a C. sativa a mutagenicidade e carcinogenicidade no teste da pele do rato,
e que o uso cronico de C. sativa mostra alteracbes patologicas nas células
pulmonares que precedem o desenvolvimento do céancer de pulmé&o (BERTHILLER
et al., 2008).

A exposicado a C. sativa durante a gravidez pode alterar os processos normais
e trajetérias de desenvolvimento de sistemas neurotransmissores causando maior
vulnerabilidade a distlrbios neuropsiquiatricos em certos individuos (JUTRAS-
ASWAD et al.,, 2009). Estudos epidemioldgicos indicam que este habito esta
consistentemente associado com a reducdo do peso ao nascer, embora, esta
diminuicdo seja menor do que o fumo do tabaco (SOLOWIJ, 2002). Outras
anormalidades seriam o atraso no desenvolvimento do sistema visual logo apos o
nascimento e tremores que normalmente cessam apds o primeiro més de
nascimento (TAPER, 2007). Criancas nascidas de usuéarias de C. sativa
apresentaram aumento da delinquéncia e problemas comportamentais, incluindo
abandono escolar precoce, mas, devido a diversos fatores sociais e econémicos

estes resultados ainda sé&o inconclusivos (VERWEIJ et al., 2013).

3.8 SISTEMAS DE REFORCO E DEPENDENCIA

O comportamento humano é guiado por dois sistemas semi-independentes de
processamento da informacao. Um sistema, ascendente (bottom-up) é considerado
de associacdo rapida, ndo-intencional e vinculado ao afeto, em geral impulsivo,
envolvendo uma avaliagdo automéatica do estimulo em termos de sua relevancia
motivacional e emocional. O outro sistema, descendente (top-down) € racional-
analitico, intencional, incluindo processos controlados relacionados a tomada de
decisdo, regulacdo da emocdo e expectativas de resultados (HEATHERTON;
WAGNER, 2011). O uso de substancias psicoativas promove alteracdes em
substratos neurais relacionados a emocao e a motivacao (prazer e recompensa). A
sensibilizacdo desses sistemas e dos seus correlatos neurais pode automatizar um
conjunto de acbes que levam a procura e ao uso impulsivo da droga (SINHA, 2008).
Por este motivo, considera-se que os esquemas de agcdo associados ao uso da

substancia se tornam progressivamente automaticos, pois, com 0 uso repetido da
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droga, os estimulos relacionados a ela (ex.: imagens, sons, odores) passam a
integrar uma rede associativa armazenada na memoéria (PEUKER et al., 2013).

Todas as drogas capazes de causar alteragbes no SNC (euforia ou aliviar a
dor, por exemplo) tém uma caracteristica em comum: estas atuam de uma forma
diferenciada nestes circuitos de prazer ou de recompensa, o0 que resulta na liberacéo
de dopamina (HYMAN; MALENKA, 2001). Muitos outros neurotransmissores e
moduladores o influenciam: opioides, noradrenérgicos, serotonérgico, glutamato,
gaba e endocanabinoide. O circuito de recompensa cerebral € um sistema que vem
sendo estudado a décadas e tem a funcéo bioldgica de manter a sobrevivéncia da
espécie, ou seja, a lembranca da localizacdo de alimentos e a possibilidade de
reproducdo, atribuindo a estas situacdes, sentimentos e sensacOes prazeirosas
(COLE; COLE, 1967).

Com base em extensas evidéncias comportamentais, bioquimicas e
eletrofisiol6gicas, os canabinoides parecem melhorar e estimular os processos de
recompensa do cérebro e comportamentos relacionados com a recompensa de
forma semelhante a outras drogas que causam dependéncia, além de, estimular
recaida do uso no modelo de todas as outras drogas viciantes. A localizacdo dos
receptores canabinoides CB1 em torno do sistema de recompensa reforca esta
possibilidade (Figura 9) (GARDNER, 2005).

Cada vez que é estimulado esse circuito que classifica o estimulo como bom
e, por sua vez, manda estimulos para areas relacionadas a memaria. Fica entao
memorizado onde h& alimento (ADAM; EPEL, 2007) e possibilidade de reproducéo,
com todos os detalhes do ambiente que cerca o estimulo. O conhecimento desse
fenbmeno é essencial para o tratamento do dependente quimico, pois a droga
subverteu a funcdo do circuito e o ambiente onde €& consumida sera gravado
(PEUKER; LOPES, 2013).

A dependéncia é um transtorno da fungéo cerebral ocasionado pelo consumo
de substancias psicoativas e esta principalmente relacionado com os efeitos a curto
ou a longo prazo das substancias sobre o cérebro. O risco de dependéncia esta
relacionado com a velocidade com que as drogas induzem alteracdes
morfofuncionais no cérebro muito parecido com o processo de aprendizagem (RUIZ
et al., 2010).


http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Cannabinoids
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Figura 9 — Localizacdo do Sistema de recompensa cerebral e sua relacdo com

regioes de localizag&o dos receptores canabinoides CB1.

Fonte: http://apps.einstein.br/alcooledrogas/novosite/atualizacoes/ac_118.htm

A dependéncia quimica assim como, as doencas psiquiatricas e mentais, nao
foi reconhecida como um transtorno do cérebro, contudo, com 0S progressos
recentes em neurociéncias, € evidente que tal dependéncia € um transtorno cerebral
tanto quanto como qualquer outra doenca neurolégica ou psiquiatrica
(ORGANIZATION, 1992).

O A°-THC e outros agonistas do receptor CB1 aumentam a liberacdo de
dopamina (DA) na via mesolimbica dopaminérgica de recompensa e Seu UusoO
frequente e ndo médico pode resultar no desenvolvimento de dependéncia de C.
sativa, e também estd associado com riscos aumentado de desenvolver
esquizofrenia, transtorno do panico e, possivelmente, transtorno bipolar (HALL,;
DEGENHARDT, 2014).

O consumo regular de C. sativa produz sequelas cognitivas, motivacionais,
psicoticas e afetivas, além de levar a deterioracao o funcionamento psicossocial dos
usuarios de Cannabis (MACLEOD et al., 2004). Estas sequelas podem se tornar
cronicas, isto €, persistirem além dos efeitos de intoxicacdo aguda, ou desaparecem
gradualmente durante a abstinéncia (BONNET et al., 2015), inclusive, recentemente

descobriu-se que o uso frequente da C. sativa pode desencadear a sindrome de
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hiperemese a canabinoides (CHS), que é uma condicdo médica que se caracteriza
por episadios ciclicos de incontrolaveis vomitos, bem como a vontade compulsiva de
tomar banho em agua quente (CONTRERAS et al, 2016).

Mesmo apoés 2 a 4 semanas de abstinéncia é possivel detectar concentracdes
residuais de A%-THC no soro do ex-usuarios cronicos de C. sativa (BERGAMASCHII,
2013), fato que indica a possibilidade desta substancia ser um fator para a chamada
"sindrome amotivacional”, a qual foi descrita como um estado de apatia e letargia
entre estes usuarios (JOHNS, 2001)

O Cadigo Internacional de Doencas 10 (CID) descreve o0s sintomas que
servem como critérios para o diagndstico de dependéncia quimica. A presenca de
trés ou mais dos seguintes sintomas caracteriza a quimiodependéncia, sendo: 1) Um
desejo forte ou compulsivo para consumir a substancia; 2) Dificuldades para
controlar o comportamento de consumo de substancia em termos de inicio, fim ou
niveis de consumo; 3) Estado de abstinéncia fisiologica quando o consumo é
suspenso ou reduzido, evidenciado por sindrome de abstinéncia caracteristica; 4) ou
consumo da mesma substancia (ou outra muito semelhante) com a intencdo de
aliviar ou evitar sintomas de abstinéncia; 5) Evidéncia de tolerancia, segundo a qual
h& a necessidade de doses crescentes da substancia psicoativa para obterem-se 0s
efeitos anteriormente produzidos com doses inferiores; 6) Abandono progressivo de
outros prazeres ou interesses devido ao consumo de substancias psicoativas,
aumento do tempo empregado em conseguir ou consumir a substancia ou
recuperar-se dos seus efeitos; 7) Persisténcia no consumo de substancias apesar de
provas evidentes de consequéncias manifestamente prejudiciais (HASIN,
SAUNDERS, 2006).

A evidéncia prospectiva limitada sugere que a remissao da dependéncia pode
ocorrer com relativa frequéncia, mas as taxas podem diferir entre drogas. Ha pouca
pesquisa sobre a remissdo da toxicodependéncia; definicdes utilizadas sdo muitas
vezes imprecisas e inconsistentes entre estudos e ainda existe uma consideravel
incerteza sobre o curso longitudinal da dependéncia dessas drogas ilicitas mais
utilizadas (CALABRIA et al., 2010).
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3.9 SINDROME DE ABSTINENCIA CAUSADA POR Cannabis sativa

O termo "sindrome de abstinéncia a Cannabis" é usado para indicar uma
alteracdo que ocorre apoés a interrupcdo, voluntéria ou involuntaria, do uso de C.
sativa. A definicdo clinica tipica de um efeito de abstinéncia requer um padrao
transitério, onde os sintomas tem seu inicio apds a cessacao do uso da droga e uma
diminuicdo quando se administra um agonista desta droga (BUDNEY et al., 2004),
como por exemplo, o WIN-55212-2 (VEMURI; MAKRIYANNIS, 2015)

Uma proporcdo de 15,6% a 40,9% de usuérios frequentes de C. sativa
relatam ter uma sindrome de abstinéncia ap06s a interrup¢do do uso (SWIFT, 2001)
sendo que até 95,5% destes usudrios ndo procuram ajuda médica no caso de
manifestacdo dos sintomas decorrentes da sindrome (COPELAND; SWIFT; REES,
2001), embora, em alguns paises como o0s Estados Unidos e nos continentes
europeu e australiano a demanda por tratamento para se perpertuar a abstinéncia
tem crescido consideravelmente nos ultimos 20 anos (HALL et al., 2014; MCRAE et
al.,, 2003). Importante citar que em paises onde o uso da C. sativa foi
descriminalizado, como a Holanda, também houve escala de aumento no numero de
usuarios (LAAR, 2013).

O reconhecimento formal da sindrome de abstinéncia de C. sativa como uma
desordem mental, que aparece apés a interrupcao abrupta do uso diario ou quase
diario da C. sativa, s6 ocorreu no ano de 2013 (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013). Estudos sugerem que existem critérios diagndsticos
especificos propostos sdo: A) cessacdo do uso de C. sativa por um tempo
prolongado, B) 3 ou mais dos seguintes sintomas se desenvolvem dentro de alguns
dias ap6s a cessacdo do uso, sendo (1) irritabilidade, raiva ou agresséo, (2)
nervosismo ou ansiedade, (3) insénia, (4) diminuicdo do apetite ou perda de peso,
(5) inquietacéo, (6) humor deprimido e (7) sintomas fisicos que causam desconforto
significativo a partir de, pelo menos, um dos seguintes: dor de estdmago, tremores /
tremores, transpiracéo, febre, arrepios, dor de cabeca, C) os sintomas desenvolvidos
pela cessagdo do uso causam sofrimento clinicamente significativo ou prejuizo em
areas sociais do usuario, D) os sintomas ndo se devem a uma condicdo médica

geral nem sao mais bem explicados por outro transtorno (GORELICK et al., 2012).
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Os usuarios em tratamento, principalmente adolescentes e mulheres,
manifestam durante a sindrome de abstinéncia transtorno de conduta em 74% dos
casos, Transtorno do Déficit de Atencdo com Hiperatividade (TDAH) (BIEDERMAN,
1991) em 77%, depressdo em 37,7%, ansiedade em 28,8%, e angustia traumatica
em 13,8% dos casos (DIAMOND, 2006).

3.10 TRATAMENTO PARA SINDROME DE ABSTINENCIA

A dependéncia de C. sativa € somente um dos problemas envolvidos com
substancias quimicas. Diversos estudos ja foram realizados com o objetivo de se
tratar os sintomas que aparecem durante a sindrome de abstinéncia de inUmeras
drogas de abuso. Podem-se citar trabalhos utilizando a pergolida e o SKF-38393,
ambos agonistas de receptor dopaminérgico, no tratamento da sindrome de
abstinéncia causada pela cocaina (MALCOLM, 2000), o tartarato de vareniclina,
cistisine e dianicline, agonistas do receptor nicotinico, para a neutralizacdo dos
sintomas de abstinéncia em tabagistas consumidores de nicotina(CAHILL; STEAD;
LANCASTER, 2011). Outro exemplo é a utilizacdo da Buprenorfina, um agonista
opiaceo (MATTICK et al., 2014) utilizado na sindrome de abstinéncia a opilaceos
causadores de dependéncia como, por exemplo, a morfina (MATTICK et al., 2014).
Sintomas decorrentes da perturbacdo da percepcdo causada pelo uso do
alucinégeno 4&cido lisérgico (LSD) estdo sendo tratados com Clonazepam,
benzodiazepinicos de alta poténcia, que tem propriedades serotoninérgicas
(LERNER, 2003). Assim como nestas drogas de abuso, a C. sativa também esta em
processo de estudo em relagédo ao tratamento da dependéncia quimica e a sindrome
de abstinéncia causada pelo uso prolongado da planta.

Estudos comprovam que usuérios de C. sativa desenvolvem tolerancia a
muitos dos efeitos do A%-THC, fazendo-os apresentarem os sintomas de abstinéncia
incluindo, irritabilidade, angustia, ansiedade, insonia, disturbios do apetite e
depressao (BUDNEY, 2006), sendo estes sintomas 0s principais responsaveis pela
dificuldade de aderéncia ao tratamento por parte de usuarios crénicos de C. sativa
(ZVOLENSKY et al., 2009).

A terapia cognitivo-comportamental reduz o consumo de C. sativa, mas,

apenas 15% das pessoas ndo voltam a fazer uso da droga 6-12 meses apés o
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tratamento (HALL, 2003), fortificando a necessidade de intervencfes farmacologicas
que, até hoje ndo apresentaram medicamentos especificos para o tratamento da
dependéncia de C. sativa. Basicamente, sdo utilizados farmacos direcionados aos
sintomas como o antidepressivo fluoxetina (CORNELIUS et al., 1999) e o ansioliticos
buspirona (MCRAE; SONNE; BRADY, 2000) e Nefazodona (HANEY et al., 2003)
que apesar da inespecificidade, sugerem que medicamentos antidepressivos ou
ansioliticos pode ter um papel no tratamento da dependéncia de C. sativa (MCRAE;
BUDNEY; BRADY, 2003).

3.11 PLANEJAMENTO DE FARMACOS in silico

A integracdo de varias areas estratégicas como inovacao, tecnologia,
gerenciamento e altos sdo quesitos importantes para a descoberta e o
desenvolvimento de novos farmacos (GUIDO et al., 2008). Além disso, 0s processos
relacionados a farmacocinética como absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo (ADME) tém sido relacionados com as principais causas do insucesso de
candidatos a farmacos em estagios avancados de desenvolvimento clinico (MODA,
2011).

Nesse contexto, as metodologias modernas de modelagem in silico vem
auxiliando a selecdo de novas moléculas candidatas a farmacos. Estes
metodologias conferem a vantagem de serem mais rapidas na execucdo, baixo
custo e a capacidade de reduzir o uso de animais em ensaios de toxidade
(GLEESON et al., 2011). Os modelos in silico devem ser integrados aos ensaios in
vitro e in vivo com o propésito de diminuir a quantidade de moléculas avaliadas,
elevando a chance de novas entidades quimicas (MODA, 2007).

Portanto, o uso de métodos baseados em computadores para a compreensao
e previsdo do comportamento molecular forma o ramo do conhecimento quimico
denominado quimica computacional, a qual permite a visualizacdo das possiveis
interacdes do complexo ligante-biomolécula, além da obtencdo de parametros
estero-eletronicos, desenvolvidos através de calculos e medidas que servem como
subsidio na elucidagéo das relagbes entre estrutura atividade biologica (SILVA,
SILVA, 2007).
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Os estudos in silico estdo sendo empregados de maneira cada vez mais
ampla, com o propésito de selecionar e otimizar moléculas com maior potencial de
desenvolvimento, consequentemente limitando as moléculas que sdo avaliadas em

ensaios in vitro e in vivo, reduzindo custo e tempo (MODA, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COMPOSTOS ESTUDADOS

O BindingDB caracteriza-se por ser um banco de dados virtual de livre acesso
e contém cerca de 1.235.168 modos de interacdo entre proteinas e seus ligantes
determinados experimentalmente. No BindingDB pode-se fazer inidmeros tipos de
pesquisa, incluindo pesquisas por estruturas quimicas, ligantes e nomes de
proteinas, estrutura e sequéncia da proteina similar e peso molecular (LIU et al.,
2007).

No BindingDB realizou-se a pesquisa utilizando-se o descritor “cannabinoid
CB1 receptor” onde foi encontrado um numero de 7858 ligantes para este alvo e
ordenadas pelo valor decrescente de Concentracéo eficaz média (EC50), que refere-
se a concentracdo eficaz que produz 50% da resposta maxima de atividade, sendo
selecionados os primeiros 32 ligantes agonistas deste descritor. Deve-se esta
guantidade a limitacdo numérica de alinhamento realizada na etapa seguinte da
metodologia (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2009).

Em seguida, foi feito o download de cada uma das estruturas em formato 3D
no PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) através do direcionamento feito
pelo proprio BindingDB. O PubChem é um banco de dados que fornece informagfes
sobre as atividades e propriedades biolégicas de moléculas a partir de uma
variedade de fontes e links para a triagem de resultados biol6gicos (BOLTON et al.,
2008). Apos o download, cada molécula teve a sua geometria e energia pré-
otimizadas no Discovery Studio (BLEICHER et al., 2003) para que se evite possiveis
pontos estacionarios inequivocos nos calculos de predicdo dos proximos passos da
metodologia (BARREIRO et al., 1997) e a conformacdo de equilibrio possa ser
utilizada (DE ALMEIDA; O’'MALLEY, 1992).

4.2 DERIVACAO DO FARMACOFORO
Um farmacoforo € o arranjo espacial tridimensional das caracteristicas que

permite a interacdo de uma molécula com um receptor alvo em um modo de ligacao

especifica. Apés ser identificado, um farmaco6foro pode servir como um modelo em
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aplicacbes como a triagem virtual, estratégia muito utilizada no planejamento de
novos farmacos (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008a).

O PharmaGist é um servidor utilizado para elucidar farmacoforos 3D a partir
de um conjunto de moléculas que sédo conhecidos por se ligarem a um receptor alvo.
E um método eficiente de procura por possiveis farmacéforos e relata os de maior
pontuacdo (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2009). O PharmaGist pode identificar
um farmacéforo de um conjunto de até 32 ligantes em poucos minutos. Os
farmacoforos candidatos sédo detectados por alinhamentos multiplos flexiveis dos
ligantes de entrada, em que a flexibilidade dos ligantes é explicitamente tratada e é
determinante no processo de alinhamento. Outra vantagem importante do método é
a capacidade de detectar farmacoforos comuns aos subgrupos de ligantes de
entrada, uma caracteristica que faz PharmaGist compativel a varios modos de
ligacdo (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008a).

Quanto mais moléculas o programa consegue alinhar com alta sobreposicéo,
gerando um maior numero de grupos farmacoféricos comuns a todos, mais alto e
significativo € o escore obtido. A molécula pivd pode ser definida pelo usuario como
o ligante com maior afinidade com o receptor, ou aguela com o menor numero de
ligacdes rotacionaveis (RODRIGUES, 2014).

A hipétese de farmacoforo foi gerada a partir do servidor PharmaGist
(Http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/lPharmaGist/) usando os 32 ligantes selecionados
anteriormente. Estas 32 moléculas foram alinhadas, isto €, o PharmaGist (1)
verificou quais eram 0s mesmos tipos de &tomos correspondentes entre cada
molécula (por exemplo, Carbono - Carbono) e (2) verificou a distancia, em
Angstrons, destes atomos correspondentes e a sobreposi¢do. A este alinhamento foi
conferido um score, que corresponde a uma pontuacao calculada somando-se a
sobreposicao relativa de todas as distancias entre os atomos correspondentes e
pareados superiores e inferiores das moléculas em estudo (RAYMOND; WILLETT,

2003) segundo a formula:

Z min(UL Uz) — max(LL LZ) + tolerancia

S =
core min(U; — Ly, Uy —Ly)

todos os atomos pares
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onde: U1 e U2 sdo os limites superiores e L1 e L2 sdo os limites inferior,
respectivamente, para cada par de atomos correspondentes na molécula 1 e
molécula 2 (BINNS; DE VISSER; THEODOROPOQULOS, 2012).

O farmacoéforo foi selecionado pela melhor pontuacédo do alinhamento das 32

moléculas submetidas ao PharmaGist.

4.3 TRIAGEM BASEADA EM LIGANTES

4.3.1 Triagem baseada em farmaco6foro

Os dois principais desafios da triagem virtual baseado em farmacoéforo séo a
identificacdo de um farmacoforo representativo para uma interacdo e, em seguida,
detectar os compostos dentro de uma biblioteca quimica relevante que coincidir com
o farmacoforo. O ZINCPharmer (http://zincpharmer.csb.pitt.edu) é uma interface
online que permite a busca rapida e interativa de compostos baseados em um
farmacoforo. Uma pesquisa de 176 milhdes de isébmeros conformacionais
respectivos a cerca de 18,3 milhGes de compostos geralmente leva menos de um
minuto. Os resultados podem ser visualizados de imediato ou pode-se fazer o
download das estruturas alinhadas e analise offline em outros programas (KOES;
CAMACHO, 2012).

Os resultados no ZINCPharmer podem ser filtrados através da
especificacdo de limites para 1) o numero de orientacdes diferentes para cada
conformacao (max hits per Conf), 2) o nimero de orientagcbes de conformacdes
diferentes para cada molécula (max hits per mol) e 3) ou o nimero total de alvos
(Max total hits). A orientacdo dos hits é calculado utilizando o Desvio da Raiz
Quadrada Média (RMSD, do inglés, root mean squared difference), diferenca entre
dados computacionais e experimentais, o que restringe os hits para aqueles que tém
a melhor correspondéncia geométrica global para a consulta. A redugdo no valor
dos filtros é particularmente util quando s6 é necessario um Unico representante de
cada molécula (KOES; CAMACHO, 2012).

Como o objetivo desta pesquisa néo era trabalhar com muitos isémeros, e sim
com moléculas de diferentes conformacdes, foram utilizando-se parametros minimos

de configuragdo para os Hits, de modo que no filtro “Max hits per conf” foi utilizado o
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valor de 1, no filtro “Max hits per mol” o valor de 1 e para 0 RMSD, com o intuito de
refinar a triagem, aproximando a configuragéo virtual da real conformagéo de cada
molécula, também foi escolhido o valor de 1.

O SNC requer um controle preciso do seu microambiente e um elemento
importante para este controle é a barreira Hematoencefalica (BHE). InUmeros
meétodos estdo disponiveis para examinar a permeabilidade in vivo e in vitro que
implicam na descoberta de medicamentos que possam atuar neste ambiente
(ABBOTT, 2013). E comprovado que uma molécula com o peso molecular de até
400 g/mol tenha a sua capacidade de atravessar a BHE (LEVIN, 1980) sendo esta
propriedade fisico-quimica utilizada h& décadas pela industria farmacéutica como
primordial no planejamento de farmacos via oral (BALBACH; KORN, 2004a). No
ZINCPharmer estabeleceu-se o limite de 400 g/mol de peso molecular para os hits
da pesquisa devido os receptores CB1 estarem localizados no SNC e, portanto,
existir a necessidade de absorcao através da BHE.

Outro filtro utilizado foi a quantidade de Hits, sendo estabelecido o limite
méaximo de 5.000 moléculas como output do ZincPhamer utilizando-se a subsecao
ZINC Natural products: last Update 09/23/14.

4.3.2 Busca por similaridade estrutural

Similaridade molecular € um nimero que expressa a relacdo estrutural entre
pares ou grupos de moléculas (GASTEIGER; ENGEL, 2003). Estas molélulas
consideram as impressdes digitais do farmacéforo como cadeias de bits binérios.
Assim, a semelhanca entre duas impressdes digitais pode ser avaliada através da
contagem do numero de bits definidos em coeficientes de similaridade comuns ou de

calculo. Um exemplo é o coeficiente Tanimoto (Tc), que é definido como:

Tc = NAB/ (Na + NB - NAB)
Onde, NA é o numero de bits definidos na impressao digital da molécula de A, NB é
0 numero de bits definidos na impressao digital de molécula B e NAB é o nUmero de
bits definidos em comum nas impressdes digitais de A e B. O Tc calcula o nUmero

de bits geral entre a molécula A e B, nos dando um valor numeérico da similaridade
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estrutural entre estas. O Tc varia de 0 a 1, sendo 1 a mais elevada similaridade
(YADAYV; SINGH; SWATI, 2014).

O site BindingDB oferece a possibilidade de célculo da semelhanca estrutural
utilizando-se o Tc que neste trabalho analisou o grupo de moléculas advindas do
ZINCPharmer e as classificou de acordo com sua similaridade. Um arquivo desta
classificacao foi gerado e analisado no Discovery Studio (BLEICHER et al., 2003) de
onde foi retirado um grupo de moléculas com similaridade de atividade acima de
60%.

O principio das propriedades semelhantes (SSP) afirma que as moléculas que
sdo semelhantes na globalidade estrutural possivelmente tém uma atividade
biologica semelhante (ECKERT; BAJORATH, 2007). Embora este conceito seja
intuitivo e apoiado por muitas observacdes, pesquisadores também sabem que
pequenas mudancas quimicas em uma molécula ativa pode tanto aumentar a sua
atividade como também torna-la inativa, fato ja comprovado em diversos
experimentos (KUBINYI, 1998). Devido a este principio, as moléculas selecionadas
foram inspecionadas visualmente no software Discovery Studio (BLEICHER et al.,
2003) onde cada uma destas moléculas teve a estrutura comparada com a estrutura
da molécula de maior atividade obtida a partir do BindingDB de onde os ligantes com
maiores similaridade estruturais visuais foram selecionados. No processo de
inspecdo visual a representacdo da estrutura quimica da molécula de maior
atividade (molécula Piv6) foi mantida imével enquanto as representacfes das
moléculas classificadas com maior similaridade tiveram sua estrutura comparadas
com a molécula Pivd, considerando-se a posicdo dos atomos e estruturas em
comum entre elas, de modo que, as que apresentaram melhor compatibilidade visual

prosseguiram para as proximas etapas do trabalho.
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4.4 PREDICAO DE PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS E TOXICOLOGICAS

4.4.1 Predicéo das Propriedades farmacocinéticas

Para que se obtenha o efeito de um farmaco € necessario que este possa
alcancar a circulagdo sanguinea do organismo (absorgdo) e dirigir-se para o sitio
especifico de agdo (distribuicdo). O principio ativo pode ser também biotransformado
em outras moléculas (metabolismo), mas deve, por fim, abandonar o organismo
(excrecdo), principalmente pela urina e fezes (LOBATO et al, 2015). As
propriedades farmacocinéticas referem-se as caracteristicas fisico-quimicas que
cada molécula possui que influenciam no caminho percorrido por estas dentro do
organismo (MODA, 2011).

O QikProp é um software rapido e preciso de predicdo de propriedades
farmacocinéticas como absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME).
QikProp fornece os resultados das moléculas analisadas, comparando-os com a
média dos valores obtidos para 95% dos farmacos conhecidos, 0s quais s&o
utilizados como referéncia. Este parametro de referéncia fornecido pelo Qikprop € o
chamado de numero de Stars. Quanto maior o nimero de Stars, maior a sugestao
que a molécula € menos semelhante a uma molécula conhecida, portanto, quanto
mais préximo de 0, melhor a confiabilidade do parametro (JORGENSEN; DU, 2000,
2002).

Utilizando-se o software QikProp, as propriedades farmacocinéticas como
absorcado oral humana (AOH), permeabilidade celular em células Caco-2 e MDCK e
a penetracao da barreira Hematoencefalica (PBHE), assim como, as propriedades
relacionadas a regra dos cinco das moléculas selecionadas apés a inspecao visual

foram preditas.

4.4.2 Predicao das Propriedades toxicoldgicas

Ferramentas computacionais para prever o potencial toxico das mais variadas
moléculas podem impactar consideravelmente a descoberta e desenvolvimento de
medicamentos, sendo que a toxicidade € um dos parametros fundamentais para o

prosseguimento da pesquisa (MUSTER et al., 2008). O ensaio de carcinogenicidade
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e mutagenicidade tem o objetivo de identificar o potencial toxico de moléculas em
animais e avaliagédo de risco em humanos (FRIEDRICH; OLEJNICZAK, 2011).

As propriedades toxicoldgicas das moléculas selecionadas na etapa anterior
foram preditas utilizando-se o programa DEREK (Deductive Estimate of Risk from
Existing Know-edge)(RIDINGS et al.,, 1996). O DEREK dispfe de um sistema que
realiza predigbes do ponto de vista qualitativo e na busca de similaridade 2D da
molécula em questdo ou seus fragmentos com banco de dados de fragmentos com
propriedades toxicolégicas conhecidas (MOHAN et al., 2007). Dessa forma, alertas
sdo gerados acerca da possivel acdo toxica dos compostos quimicos analisados,
sendo capaz de interpretar subestruturas toxicoféricas presente nos compostos
como possiveis indutoras de certos tipos de toxicidade, tais como mutagenicidade,
carcinogenicidade, sensibilizacdo da pele, irritacdo, efeitos reprodutivos,
neurotoxicidade, entre outras, através das regras de correlacdo implementada no
programa (RIDINGS et al., 1996; CARIELLO et al., 2002).

4.5 PREDICAO DE ATIVIDADE: PASS E SEA

A predicdo da atividade dos compostos foi realizada utilizando o programa

online PASS (http://www.akosgmbh.de/pass/index.html), o qual prediz com alta

acuracia (70-80%) até 2000 atividades biolégicas para compostos quimicos. No
software PASS (Espectro de Previsdo da Atividade de Substancias) € possivel
descobrir efeitos biolégicos de um composto baseado inteiramente na formula
estrutural utilizando descritores MNA (multiniveis vizinhos aos atomos) (POROIKOV
et al.,, 2003), sugerindo que a atividade biol6gica € em funcdo da sua estrutura
qguimica. Apenas as atividades previstas com Pa (Probabilidade de estar ativo) > Pi
(probabilidade de ser inativo) para o composto selecionado foram consideradas
(PEDERSOLI-MANTOANI et al., 2014).

O servidor online SEA (Similarity Ensemble Approach) (sea.bkslab.org)
fornece gratuitamente um espectro de predicdes de atividades obtido a partir da
similaridade quimica do composto com seus possiveis receptores (KEISER et al.,
2007). O webservidor tem uma resposta rapida e permite a identificacdo da funcéo
da proteina com base na informacéo biologica e na semelhanca quimica dos seus

ligantes. O SEA iniciou com 65.000 ligantes anotados em conjuntos por centenas de
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alvos de drogas e tem demonstrado computacionalmente ligacdes inesperadas entre
alvos biologicos e ligantes. Baseado na hipotese que duas moléculas semelhantes
poderao ter propriedades semelhantes e vao ligar-se ao mesmo grupo de proteinas,
no SEA, a molécula de entrada de dados é comparada com aquelas pertencentes a
seu banco de dados, aplicando-se o Tc, de modo que, pode-se fazer uma predicéo
sobre a atividade biologica da molécula em estudo. Importante lembrar que este
método exclui moléculas muito similares, com Tc 20.85, por considera-las muito
parecidas e, consequentemente, diminuem a diversidade da atividade biologica
(MARTIN; KOFRON; TRAPHAGEN, 2002).

O resultado da predicdo € calculado em valores esperados (E-value) em
semelhanca a similaridade de Tanimoto (MASON et al., 1999). Um E-value menor
que 1x10-1° é considerado significativo e sugere que a predicdo ndo é susceptivel de
estar ocorrendo por acaso (LOUNKINE et al., 2012).

A predicdo de atividade sobre o receptor CB1 é fator primordial nesta
pesquisa, afinal, é necessario a ligacao a este para que se obtenha a manifestacao
de um efeito biologico.

4.6 PREDICAO DE VIABILIDADE SINTETICA DOS LIGANTES NATURAIS
SELECIONADOS

No planejamento de farmacos, a possibilidade da facilidade de sintese de
uma molécula € um parametro que devera ser considerado. Em alguns casos, as
estruturas em estudo podem ser sintetizadas com grande dificuldade, fato que
poderia inviabilizar o prosseguimento da pesquisa. A predicdo da acessibilidade
guimica das moléculas estudadas foi realizada utilizando o programa SYLVIA
(http:/www.molecularnetworks.com/online_demaos/sylvia/).

O SYLVIA representa a acessibilidade a sintese de uma molécula,
apresentando um score de 1 a 10 que em que 1 indica a sintese simples e 10
implica uma estrutura que poderia ser dificil de sintetizar (YUAN; PEI; LAI, 2011). O
score é calculado considerando-se cinco componentes, sendo: 1) as caracteristicas
estruturais da molécula em estudo como tamanho, simetria, ramificacdo, anéis,
ligagbes multiplas e heteroatomos da molécula-alvo; 2) a complexidade do anel ou

anéis aromaticos e, 3) a complexidade estereoquimica, 4) se a parte mais complexa
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de molécula é coberta por matérias-primas disponiveis e 5) a molécula em estudo
pode ser decomposta em componentes menores e de mais facil sintese (BODA;
SEIDEL; GASTEIGER, 2007).

As moléculas selecionadas ap0s a triagem virtual e os calculos de
farmacocinética, toxicidade e de atividade biologica tiveram a sua acessibilidade

quimica calculada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSTOS ESTUDADOS

Diversas linhas de pesquisa utilizam moléculas agonistas no tratamento para
cessacao do tabagismo, ou seja, na dependéncia causada pela acao da nicotina nos
receptores nicotinicos (REFERENCIA). O tartarato de vareniclina representa o
primeiro agonista do receptor nicotinico desenvolvido neste sentido aliviando os
sintomas de abstinéncia e a dependéncia a nicotina, podendo levar a extingcdo do
comportamento de fumar e impedir uma recaida ap6s uma tentativa de parar de
fumar (NIDES et al., 2006). A prépria molécula de nicotina é utilizada em forma de
spray nasal (2mg a 4 mg/ml) (MCEWEN; WEST, GAIGER, 2008) ou na forma de
adesivos com concentracfes variaveis (a partir de 25mg/ml) no tratamento anti-
tabagismo com a reducao de até 89,8% dos eventos ocasionados pela interrupcéo
do uso da nicotina (DEVEAUGH-GEISS et al., 2010). Pode-se citar também as
moléculas cistisine e dianicline, agonistas do receptor nicotinico, para a
neutralizacdo dos sintomas de abstinéncia e reducdo da satisfacdo de fumar,
agonistas que causam efeitos adversos leves, como a nausea, que tendem a
diminuir com o tempo (CAHILL; STEAD; LANCASTER, 2011).

A dependéncia de C. sativa estd associada com o aumento do risco de
desenvolver esquizofrenia, transtorno do panico e, possivelmente, transtorno bipolar
(HALL; DEGENHARDT, 2014) A falta do A°-THC nos receptores canabinoides CB1
desencadeia a chamada sindrome de abstinéncia e esta ocorre causando alteracdes
cognitivas, motivacionais, psicoticas e afetivas (BONNET et al., 2015) e a utilizacao
de moléculas antagonistas durante a sindrome de abstinéncia poderia exacerbar os
transtornos presentes neste momento (BUDNEY et al., 2004).

Considerando que o objetivo desta pesquisa é propor farmacos alternativos
no tratamento de dependentes quimicos de C. sativa e que moléculas agonistas sao
utilizadas no tratamento da sindrome de abstinéncia causada pela interrupcdo do
uso da droga, que € uma sindrome desencadeada por mecanismos de recompensa
cerebral muito parecidos com os mecanismos da sindrome desencadeada pela
nicotina, decidiu-se utilizar moléculas agonistas sobre os receptores canabinoides

como base para a derivacao do farmacéforo.
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No BindingDB foi utilizado o descritor “Cannabinoid CB1 receptor” onde
obteve-se 7.858 bioligantes que foram organizados em ordem crescente de EC50,
sendo selecionados os primeiros 32 bioligantes (Figura 9).

A EC50 é um parametro de concentracdo muito utilizado e primordial no
processo de descoberta de avaliar o desempenho das mais variadas drogas (SAVLA
et al., 2014; GLATTHAAR-SAALMULLER et al., 2015; GAN et al., 2016). Existe um
pressuposto embutido neste parametro que € a relacdo entre a dose do composto e
a resposta deste em um ensaio biolégico (SEBAUGH, 2011). A estimativa do efeito
de uma molécula é medida entre 0%, sendo considerada uma concentracdo nula e
sem efeito, até 100%, isto é, uma elevada concentracdo capaz de produzir a
resposta maxima do efeito em todas as cobaias, meios de cultura bacteriana, placas
contendo enzimas, células ou outro meio de estudo. Sabe-se que em um ensaio a
EC50 ndo corresponde ao controle de 100% das amostras, gerando assim uma
paradbola na andlise de concentragdo. Portanto, o EC50 é calculado usando-se a
formula (EWIJK; HOEKSTRA, 1993):

a—d

Y= Traep e

Onde:
Y representa a resposta bioldgica;
X é a concentracao encontrada.
a parte inferior da curva
d o mais alto ponto da curva.
b fator de inclinacdo, descreve o declive da por¢ao linear da curva
C é a concentracdo correspondente a resposta a meio caminho entre a e d,
no caso, € a “EC50 / IC50 relativa” para definir uma resposta de 50 %

representa a média do controle de placa de 0 % e o controle placa de 100 %.
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Figura 10 — Representacao das estruturas quimicas dos agonistas do Receptor CB1

selecionados a partir da base de dados BindingDB.
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Figura 10 — (Cont.)
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5.2 DERIVACAO DO FARMACOFORO

O conjunto composto pelas 32 moléculas selecionadas a partir da base de
dados BindingDB foi submetido ao webservidor PharmaGist que analisa o0s
multiflexiveis alinhamentos entre estas moléculas e criou um Score para cada um
destes alinhamentos e, consequentemente, candidatos a farmacoforo
(SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al.,, 2008a). Os calculos de busca de semelhanca
foram baseados nas estruturas 2D (ou fragmentos moleculares) das 32 moléculas
onde descritores complexos foram projetados para detectar semelhancas na forma
molecular e as propriedades relacionadas com a forma ou caracteristicas
topologicas e eletrbnicas entre estas moléculas (BAJORATH, 2002) analisando
todos os arranjos possiveis de trés ou quatro pontos farmacoforicos predefinidos em
cada molécula, avaliando estagios de baixa energia e flexibilidade conformacional
(SCHARFER et al., 2013).

Quanto mais moléculas o programa consegue alinhar com alta sobreposicao,
gerando um maior numero de grupos farmacoféricos comuns a todos, mais alto e
significativo é o escore obtido. Geralmente, o algoritmo sugere resolver a tarefa pelo
alinhamento flexivel multiplo entre todas as moléculas (RODRIGUES, 2014). A
molécula pivd pode ser definida pelo usuario como o ligante com maior afinidade
com o receptor, ou aquela com o menor niamero de ligagbes rotacionaveis. A
molécula de CID104895 foi considerada como a molécula pivd devido ao fato desta
apresentar experimentalmente, conforme informacgfes da base de dados BindingDB,

a menor concentracéo de EC50.
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Durante a geracdo da hipotese do farmacéforo um minimo de 3
caracteristicas farmacoforicas funcionais, isto €, conjunto de &tomos ou
grupamentos rigidos com uma propriedade fisico-quimica importante para ligacdes
quimicas, deverdo estar presentes (SUN, 2008). Entre elas, regido receptora de
hidrogénio, regido doadora de hidrogénio, regido ionizaveis positivas, regiao
ionizavel negativa, anel aromético e regides hidrofébicas (SCHNEIDMAN-DUHOVNY
et al., 2008b).

O grupamento farmacéforo foi escolhido com o alinhamento de 22 moléculas
e score de 20.923, sendo estas moléculas CID104895, CID118720555, CID107778,
CID71661716, CID57780760, CID57780750, CID118720553, CID49862616,
CiD11544639, CID118720554, CID11854101, CID49862755, CID57390958,
CID49862754, CID11153651, CID118720552, CID11725484, CID10341678,
CID16738321, CID24744027, CID42625862 e CID42625464. A Figura 10 ilustra o
alinhamento das moléculas do farmacoforo selecionado, apresentando as
caracteristicas espaciais farmacoféricas preditas: uma regido aromética (esfera
azul), uma hidrofébica (esfera branca) e uma aceptora de ligacdo de hidrogénio

(esfera verde).

Figura 11 - Modelo farmacoférico gerado pelo alinhamento de 22 ligantes de CB1,
score de 20.923, usando o webservidor PharmaGist.
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5.3 TRIAGEM BASEADO EM LIGANTES

O termo in silico € uma palavra utilizada para definir a experimentacao
realizada por computador e estd relacionado com os termos biolégicos mais
conhecidos in vivo e in vitro (SIEBURG, 1990) e englobam a triagem virtual de
moléculas. O desenvolvimento de técnicas de triagem virtual representa um
importante avanco no planejamento de farmacos. A triagem virtual utiliza métodos
computacionais para descobrir novos ligantes com base na semelhanca estrutural e
de atividade biologica entre as moléculas (SHOICHET, 2004).

O desenvolvimento da triagem de alto rendimento possibilitou um aumento no
namero da sintese de compostos. No entanto, isso ainda é uma pequena
percentagem do numero total que pode ser sintetizado. As técnicas de triagem
virtual permitem que os quimicos reduzam de um grande nimero de moléculas, que
podem chegar a milhdes, de uma biblioteca virtual para um tamanho mais manejavel
(WALTERS, 1998).

Estes avangos na quimica computacional resultaram em um grande aumento
no numero de potenciais alvos terapéuticos que estdo disponiveis para
investigacdo. Este crescimento em alvos potenciais aumentou a demanda para
validacdo alvo confiavel, bem como as tecnologias que podem identificar
rapidamente véarios candidatos a farmacos, e em particular a triagem virtual baseado
em receptor, emergiu como um método confiavel e com baixo custo para a
identificacdo de moléculas candidatas. Apesar de ainda ser um método de evolucéo,
avancos nas técnicas computacionais tém permitido a triagem virtual para ter um
impacto positivo sobre o processo de descoberta (LYNE, 2002).

Como citado anteriormente, os métodos de triagem virtual baseiam-se
basicamente em duas grandes estratégias: a triagem baseada na estrutura quimica
dos ligantes, que utiliza compostos com atividade bioldgica ja conhecida como fonte
de informacéo inicial, sem levar em conta a estrutura de um alvo molecular, a
triagem baseada na estrutura do receptor biolégico que considera a estrutura 3D de
um alvo terapéutico (SCHNEIDER, 2002), de modo que, pode-se fazer uma predi¢do
de novas moléculas com atividade bioloégica conhecendo-se um ligante com
atividade experimentalmente comprovada ou conhecendo-se um receptor a qual
este bioligante tem atividade (GEPPERT, 2010).
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A triagem virtual baseado em ligantes foi desenvolvida a partir de descritores
2D derivadas da estrutura de compostos ativos de referéncia baseando-se na
similaridade estrutura-atividade. Posteriormente, buscando aumentar a diversidade
estrutural dos compostos protétipos (“hits”) fornecidos, foram desenvolvidos
diferentes métodos baseados em descritores 3D mais elaborados e que sé&o
dependentes do alinhamento de conformacdes moleculares e atualmente, o método
mais amplamente utilizado é aquele que explora o conceito de similaridade de
farmacoforos, isto é, aos grupos da molécula essenciais a atividade (EKINS;
MESTRES; TESTA, 2007; KEISER et al., 2007).

O crescimento cada vez maior das bases de dados de pequenas moléculas
bioativas, o desenvolvimento de novos algoritmos e melhorias em programas de
computacionais tém trazido um melhoramento de métodos de triagem aplicados, e
estdo cada vez mais sendo utilizados no cotidiano da identificagdo de compostos
candidatos a farmacos (EKINS; MESTRES; TESTA, 2007).

O ZINCPharmer (http://zincpharmer.csb.pitt.edu) consiste numa biblioteca
virtual de mais de 35 milh6es de moléculas, cada uma com estrutura 3D, utilizando
catdlogos de compostos a partir de fornecedores (o tamanho desta biblioteca
continua a crescer) (IRWIN; SHOICHET, 2005). A triagem realizado no
ZINCPharmer foi realizado utilizando-se a derivacao do farmacéforo (22 moléculas
alinhadas, Score 20.923) como arquivo de entrada de dados. Devido os parametros
utilizados para o refinamento dessa triagem, como “max hits per Conf’, “max hits per
mol” e RMSD, todos igual a 1 e peso molecular menor que 400 g/mol, o arquivo de
saida do ZINCPharmer conteve 42.357 hits, isto é, moléculas que apresentavam
regibes em comum com as regides presentes no farmacoéforo predito, porém foram
selecionadas 5.000 moléculas por limitacdo da etapa seguinte.

O principio das propriedades semelhantes (PPS) afirma que as moléculas que
sdo semelhantes na globalidade estrutural possivelmente tém uma atividade
biolégica semelhante (ECKERT; BAJORATH, 2007). O site BindingDB oferece a
possibilidade de calculo da semelhanca estrutural utilizando-se o coeficiente de
Tanimoto. No momento da utilizacdo do Tc, cada molécula tem a sua subestrutura
ajustada para bits sendo ajustado para 1 quando a subestrutura esta presente na
molécula, e o bit é ajustado para 0 se a subestrutura ndo esta presente. Dadas estas

cadeias de bits para cada molécula, é possivel calcular a semelhanca entre duas
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moléculas. O Tc mede a proporcao das subestruturas que ambas as moléculas tém
em comum (VAN DRIE; LAJINESS, 1998).

O arquivo de resultado de similaridade gerado pela base de dados BindingDB
foi analisado no Discovery Studio, onde foram consideradas com restricao
farmacoforica as moléculas com similaridade estrutural abaixo de 60% em relacéao a
molécula pivd CID104895, considerando que este valor é o indice minimo para este
parametro (PEDERSOLI-MANTOANI et al., 2014). Do conjunto de 5.000 moléculas
foram selecionadas 13 moléculas, sendo ZINC04023027, ZINC04023028,
ZINC01730183, ZINC02128880, ZINC02131499, ZINC02131497, ZINC02128882,
ZINC00975899, ZINC03850106, ZINC03850100, ZINC31168554, ZINC14504295 e
ZINC14504294 (Figura 12) por apresentarem um valor calculado de similaridade

estrutural acima de 60%.

Figura 12 — Representacdo das estruturas quimicas das moléculas da base ZINC
que com maior similaridade estrutural em relacdo a molécula pivd CID104895.
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Figura 12 — cont.
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Devido o principio da similaridade, as 13 moléculas selecionadas foram
inspecionadas visualmente no software Discovery Studio onde cada uma destas
moléculas teve a estrutura comparada com a estrutura da molécula Pivé CID104895.
Apbs a inspecdo visual, verificou-se que as 07 moléculas ZINC975899 (01),
ZINC1730183 (02), ZINC2131499 (03), ZINC3850100 (04), ZINC3850106 (05),
ZINC4023027 (06) e ZINC4023028 (07) apresentaram maior semelhanca estrutural
em relacdo a molécula Pivé CID104895 (A) (Figura 13).

Figura 13 — Representacdo das estruturas quimicas das moléculas com maior
similaridade estrutural reconhecidas através da inspencéo visual.
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5.4 PREDICAO DE PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS E TOXICOLOGICAS

5.4.1 Predic&o das Propriedades farmacocinéticas

Os candidatos no desenvolvimento de farmacos antes de passarem ao
estagio pré-clinico e clinico sdo selecionados baseados principalmente em dados
farmacoldgicos e toxicoldgicos, devido a isto, parametros fisico-quimicos como
solubilidade, taxa de dissolucéo, lipofilicidade, pKa, a estabilidade, polimorfismo e
particulas caracteristicas devem ser avaliadas o mais cedo possivel. Estas predicdes
tem muita relevancia, pois, oferecem informacdes farmacocinéticas iniciais sobre
absorcao, distribuicdo, metabolismo, toxicologia e eliminagcdo (BALBACH; KORN,
2004b) das moléculas a se tornarem propostas de farmacos.

As predicbes das propriedades farmacocinéticas foram realizadas utilizando-
se o software QikProp (MOHAN et al., 2007) que prediz as propriedades ADME:
absorcédo oral humana (HOA), a permeabilidade celular em células Caco-2 e MDCK,
e a PBHE. Ele também tem a capacidade de verificar e quantificar violagbes a “regra
dos cinco” de Lipinski (JORGENSEN, 2004). Sabendo-se que a correlacédo linear
entre estas predi¢cdes e dados experimentais é muito boa, novas drogas estao sendo
desenvolvidas utilizando-se este software, de modo que a predicdo ADME virtual é
fator quase obrigatoério no ponto inicial de pesquisa (MOHAN et al., 2007). A tabela 1
apresenta os descritores e propriedades calculados pelo Qikprop bem como seus
parametros.

Um parédmetro fornecido pelo Qikprop é o numero de Stars. Este numero
indica valores da propriedade ou descritor que ficam fora do intervalo de 95% das
moléculas conhecidas. Um alto nUmero de Stars sugere que a molécula tem a maior
possibilidade de possuir propriedades com predicdes menos confiaveis, portanto,
quanto mais proximo de 0, melhor a confiabilidade do parametro (JORGENSEN; DU,
2000, 2002). Das moléculas em estudo as moléculas A, 04 e 05 obtiveram os
melhores resultados com 0 (zero) stars. As moléculas 01, 02 e 03 tiveram um
resultado de 1 (uma) stars. As moléculas 06 e 07 tiveram o resultado de 2 (duas)
stars. Portanto, neste parametro todas as moléculas apresentaram resultados dentro

do recomendado (Tabela 1).
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Tabela 1 - Descritores e propriedades calculados pelo Qikprop e seus valores de

parametro.
Propriedade ou descritor Parametros
Stars 0
1 baixa
absorcao oral humana 2 meédia
3 alta
% absorgao oral humana <25 baixa
>80 alta
Permeabilidade em células MDCK <25 baixa
>500 alta
Permeabilidade em células Caco-2 <25 baixa
>500 alta
QLogBB 3al2
Regra dos cinco Maximo de 1

Fonte: Manual Qikprop 4.4

Formas orais continuam sendo a via mais atraente para a administracao de
farmacos, constituindo cerca de 60% de todos os produtos farmacéuticos no
mercado. Problemas inerentes com a via oral, incluindo baixo pH, enzimas gastricas
e ma absorcdo de moléculas representam a décadas obstaculos a esta via de
administracdo (DESAI et al., 1996). Uma boa absorcédo intestinal é um fator
farmacocinético preponderante para que a molécula de um farmaco atinja o seu alvo
biologico causando, consequentemente, o efeito biologico (ARTURSSON;
KARLSSON, 1991). No Qikprop esta propriedade farmacocinética é predita através
da absorcdo oral humana (AOH) sendo o valor de referéncia considerado alto
quando apresenta calculo acima de 80% e a “% de absor¢do oral no Trato
Gastrointestinal” com valor de referéncia considerado pobre em caso menor que
25%.

Somente a molécula A apresentou baixa AOH. As moléculas 01, 02, 03, 04,

05, 06 e 07 apresentaram alta predicao para AOH. Em relacdo a % AOH todas as
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moléculas apresentaram bons resultados com valores de 100% de absor¢éo no trato
Gastrointestinal, demonstrando-se ideiais para a utlizagcdo pela via oral
considerando o fato da alta absorcéo dos canabinoides (Tabela 2). O A°-THC e seu
principal metabdlito 1-nor-9-carboxi-delta-9-tetra-hidrocanabinol apresentam uma
rapida absorcdo oral, mas, devido principalmente ao efeito de primeira passagem
hepatico, possuem uma disponibilidade sistémica variando de 45% a 53% da dose
inicial (10 -15mg) (BRENNEISEN, 1996).

As células Caco-2 sdo células derivadas do adenocarcinoma de colon
humano e muito utilizadas como parametro de permeabilidade celular in vitro (YEE,
1997) sendo um teste importante para avaliar a absorcao intestinal de drogas, assim
como, a permeabilidade celular in vitro em células MDCK que séo células de rim
canino e tem um crescimento mais curto que o de células Caco-2 (ARTURSSON,;
KARLSSON, 1991). Os valores de referéncia para a permeabilidade celular em
células Caco-2 e MDCK recomendados pelo programa Qikprop para ambas as
propriedades situam-se entre 25nm/s e 500 nm/s.

Das 07 moléculas estudadas, apenas a molécula A apresentou baixa
permeabilidade aparente tanto para células Caco2 como para células MDCK. As
outras moléculas 01, 02, 03, 04, 05, 06 e 07 apresentaram alta predicdo para estas
duas propriedades farmacocinéticas (Tabela 2).

Os resultados obtidos corroboram com os estudos de Alvarez-Figueroa et al.
(ALVAREZ-FIGUEROA et al., 2011) que constatou que derivados de
benzimidazole com potencial de atividade canabinoide, sendo fitocanabinoides,
endocanabinoides e canabimiméticos, devem possuir elevada solubilidade.
Inclusive, a utilizacdo de compostos canabinoides, como A°-THC e CBD,
aumentam por si sO, a permeabilidade das células Caco-2 (ALHAMORUNI et al.,
2010).

Ao contrario de alguns agonistas para receptores canabinoides CB2 que
apresentaram baixo coeficiente de permeacdo em células MDCK (a partir de 1,24 +
0,18 x 10% cm/s) em condicdes experimentais (MU et al., 2013), estudos
comprovaram gque agonistas canabinoides CB1, como o CP55940, apresentam boa
permeabilidade, inclusive com aumento de excrecdo de Ca?*(CHOU et al., 2001).
Em comparacdo a isto, os resultados obtidos demonstram a possibilidade da

utilizacdo destas moléculas como farmacos orais.
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A BHE é uma estrutura complexa composta de elementos celulares e uma
matriz extracelular (RUBIN; STADON, 1999; LARSEN et al., 2006) e tem importancia
fundamental na seletividade de moléculas que atuam no SNC e muitos estudos in
silico sdo direcionados para a predicdo desta propriedade (MA; CHEN; YANG,
2005). Os valores de referéncia do Qikprop para esta propriedade encontram-se
entre -3.0 e 1.2.

Sabe-se que uma variedade de propriedades moleculares como a
lipofilicidade, a capacidade de ligacdo de hidrogénio, carga molecular, tamanho,
forma e flexibilidade da molécula afetam a permeabilidade da BHE e devido os
receptores CB1 localizarem-se no SNC é desejavel que as moléculas em estudo
ultrapassem esta barreira. Propriedade comprovada pelo fato de que, tanto
agonistas dos receptores canabinoides como antagonistas, por exemplo o
Rimonabanto e seu analogo C-JU75528 (HORTI et al, 2006) possuirem lipofilicidade
elevada. Em relacdo a esta propriedade farmacocinética, todas as 7 moléculas em
estudo, assim como a molécula A tiveram boa predicdo de permeabilidade na BHE
(Tabela 2).

Apos a andlise das propriedades fisico-quimicas de milhares de moléculas
Lipinski et al. (1987) chegou a conclusdo de que a absorcao e consequentemente, a
possibilidade de provocar algum efeito biolégico de um ligante e seu receptor estaria
ligada a presenca de alguns critérios como peso molecular inferior a 500; A
lipofilicidade dos ligantes (Log P) inferior a 5; O numero de grupos doadores de
atomos de hidrogénio inferior a 5; O numero de grupos aceitadores de atomos de
hidrogénio inferior a 10. Convencionou-se assim a chamada “Regra dos 5” (Rule of
five) de Lipinski muito utilizada no planejamento de farmacos (FULLER;
BURGOYNE; JACKSON, 2009; HAGE-MELIM et al., 2009; BLOCK, 2011; JOHN et
al., 2011; LIPINSKI et al., 2012; RODRIGUES, 2014; SHRINIVASAN et al., 2012;
PICANCO et al., 2015; SILVA et al., 2014, 2015) cujas propriedades fisico-quimicas
se encontram dentro dos valores determinados nas pesquisas de Lipinski.

O Qikprop faz a predicdo em relagdo ao numero de violagdes da “Regra dos
5” sendo que o valor de referéncia é ligado ao numero de violagdes a esta regra
(MOHAN et al., 2007). Quanto menor o numero de violagbes, maior a possibilidade
de a molécula ser utilizada com fins terapéuticos sendo o numero de 1 (uma)

violagdo o maximo considerado. Todas as moléculas em estudo, inclusive a Pivd
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apresentaram 0 (zero) violagbes em relagdo a “Regra dos 5”. Portanto, todas as
moléculas apresentaram propriedades fisico-quimicas necessarias ao planejamento

de um farmaco a ser administrado pela via oral (Tabela 2).

Tabela 2. Predicdo de Propriedades Farmacocinéticas das 07 moléculas bioligantes.

Permeabilidade Permeabilidade Regra dos
Stars HOA %HOA Caco-2 MDCK QlogBB cinco
A 0 100 -1.714 0
01 1 Alta 100 3.840 2.118 0.158 0
02 1 Alta 100 1.693 874 -0.771 0
03 1 Alta 100 4.326 2.409 0.192 0
04 0 Alta 100 4.852 2.727 0.186 0
05 0 Alta 100 4.847 2.724 0.184 0
06 2 Alta 100 6.083 3.482 0.337 0
07 2 Alta 100 5.295 2.997 0.276 0

Considerando-se as predicbes ADME das moléculas em estudo pode-se
perceber que estas apresentam propriedades farmacocinéticas satisfatérias,
portanto, até este ponto da pesquisa, todas se apresentam como potenciais

candidatos a farmacos.

5.4.2 Predicéo das Propriedades toxicoldgicas

Nas ultimas décadas devido ao custo econ6mico e insucessos clinicos o
ensaio de carcinogenicidade e mutagenicidade tem sido bastante utilizados no
planejamento de novos farmacos (RIDINGS et al.,, 1996). Estes ensaios tem o
objetivo de identificar o potencial téxico de moléculas em animais e faz a avaliacdo
de risco em humanos impedindo a continuidade da pesquisa ou possibiltando novas
analises e metodologias no desenvolvimento de propostas de farmacos (MUSTER et
al., 2008).

O programa DEREK (RIDINGS et al., 1996) contém um subconjunto de cerca
de 50 regras que descrevem subestruturas toxicoféricas responsaveis pela
sensibilizacdo da pele (BARRATT; LANGOWSKI, 1999) e faz esta predicéo
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considerando a presenga de Halogenetos de alquila, aldeidos, compostos a,
insaturados, aminas aromaticas, Fenodis, Hidroquinonas, Isotiazolinonas, Alquil
sulfonados e grupos nitro aroméaticos nas moléculas teste (ESTRADA; PATLEWICZ;
GUTIERREZ, 2004). Constantemente estdo sendo feitas melhorias para alertas e
incluidas predicfes, como por exemplo, alertas para 1,2-dicetonas e isotiazolinonas
melhorando a definicdo do grupamento toxicoférico (LANGTON et al., 2006).

O DEREK fez a predicdo de propriedades toxicolégicas das 7 moléculas
juntamente com a molécula A e nenhuma apresentou alertas acerca da
Genotoxicidade, Mutagenicidade e Carcinogenicidade, irritacdo, efeitos reprodutivos
e neurotoxicidade (Tabela 3).

A presencga de um alerta estrutural de sensibilizagéo da pele foi indicado em
todas as moléculas, fato explicado devido pequenas moléculas lipofilicas, no caso,
com peso molecular até 400 nM serem mais facilmente absorvidas pela pele e,
portanto, sdo mais susceptiveis de causar sensibilizacdo (BASKETTER; SCHOLES,
1992; ESTRADA; PATLEWICZ; GUTIERREZ, 2004).

Considerando que compostos com alertas de carcinogenicidade e

mutagenicidade bem mais impeditivos, mas, com a possivel modificacdo molecular,
foram considerados moléculas promissoras para o desenvolvimento de farmacos,
como, por exemplo, nos compostos da classe de sesquiterpenos presentes na
resina de copaiba (SILVA et al.,, 2015), pode-se considerar os resultados das
predicBes toxicologicas para a molécula A e das 7 moléculas em estudo como
dentro da faixa de referéncia para candidatos a farmacos.
As predi¢cBes a toxicidade das moléculas estudadas tem resultados mais positivos e
satisfatorios se comparadas a resultados experimentais de agonistas potentes dos
receptores CB1 como, por exemplo, 0os recentes canabinoides sintéticos (LANGER,
2016) indazolidincos 5F-AMBICA (dose toxica de 0,1 a 1mg/kg), 5SF-AMB (dose
toxica de 3mg/kg) e seus analogos, que tém sido associados a numerosos
incidentes toxicos, efeitos adversos, incluindo a morte em seres humanos
(BANISTER et al., 2016b).



Tabela 3 - Predicbes de toxicidade calculadas

reconhecimento visual

com DEREK para a molécula A e as 07 moléculas selecionadas pelo

Sensibilizagéo Carcionogenicidade Nefropatia em Predicéo

Moléculas da pele Alerta em mamiferos mamiferos Mutagenicidade | de Toxicidade
Fenol substituido Auséncia de Auséncia de Auséncia de

A Plausivel ou precursor Alertas Alertas alertas N&o ha relatos
Fenol substituido Auséncia de Auséncia de Auséncia de

01 Plausivel ou precursor Alertas Alertas alertas N&o ha relatos
Resorcinol ou Auséncia de Auséncia de Auséncia de

02 Plausivel precursor Alertas Alertas alertas Nao ha relatos
Fenol substituido Auséncia de Auséncia de Auséncia de

03 Plausivel ou precursor Alertas Alertas alertas N&o ha relatos
Fenol substituido Auséncia de Auséncia de Auséncia de

04 Plausivel ou precursor Alertas Alertas alertas N&o ha relatos
Fenol substituido Auséncia de Auséncia de Auséncia de

05 Plausivel ou precursor Alertas Alertas alertas N&o ha relatos
Fenol substituido Auséncia de Auséncia de Auséncia de

06 Plausivel ou precursor Alertas Alertas alertas Nao ha relatos
Fenol substituido Auséncia de Auséncia de Auséncia de

07 Plausivel ou precursor Alertas Alertas alertas Nao ha relatos

72
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5.6 PREDICAO DE ATIVIDADE: PASS E SEA

O conceito do espectro de atividade bioldgica foi introduzido para descrever
as propriedades d substancias biologicamente ativas. A predicdo da atividade dos
compostos foi realizada utilizando 0 webservidor PASS
(http://www.akosgmbh.de/pass/index.html) (LAGUNIN et al., 2000), o qual prediz

com alta acuricia mais de 3500 efeitos farmacoterapéuticos e mecanismos
bioquimicos com base na férmula estrutural de uma substancia, e que podem ser
utilizados de forma eficiente para encontrar novos alvos para estas moléculas
(POROIKOV et al., 2003).

Os receptores canabinoides CB1 sao receptores proteicos acoplados a
proteina G (ABOOD et al., 1997) e estdo presentes em areas associadas ao controle
motor, resposta emocional, aprendizagem, memoria e comportamentos orientados
por objetivos, homeostase energética e fun¢des cognitivas superiores, portanto, 0s
CB1 séo responséaveis pela maioria dos efeitos psicotropicos dos agonistas
canabinoides (HOWLETT, 2002b).

A ativacdo do receptor CB1 causa inibicdo da enzima adenilato ciclase
celular, gerando hiperpolarizacdo neuronal e diminuicdo da liberacdo de
neurotransmissores como 0 inibitério Acido gama-amino butirico (GABA) e
Glutamato, envolvido em fun¢des cognitivas cerebrais como aprendizado e memaria
(SVIZENSKA; DUBOVY; SULCOVA, 2008).

A liberacdo do neuropeptideo Colescistocinina (CCK) também ¢é inibida,
impedindo assim, a sensacédo de saciedade (MACKIE, 2006). Os CB1 p04s-sinapticos
parecem regular a excitabilidade e a plasticidade singptica via modulagédo de canais
de K* e inibicdo da adenilciclase (BOUABOULA et al., 1995). Devido a esta inibicéo
o catabolismo do ATP para AMPc necessario para a ativacao da Proteina Quinase A
(PKA) (BOUABOULA et al., 1995) é impedido acarretando a inibicdo da PKA (LUIS
et al., 2011).

Conhecendo-se 0 mecanismo bioquimico derivado da ativacdo do receptor
CB1, para a predicao de atividade biologica das moléculas em estudo no site PASS

foram utilizados dois parametros de pesquisa sendo 1.Inibicdo da adenilato Ciclase


http://www.akosgmbh.de/pass/index.html
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(Adenylate cyclase inhibitor) e 2. Estimulacdo de quinases ativadas por mitdgenos
(MAP kinase stimulant). As moléculas A, 03 e 07 tiveram predicdo de atividade de
estimulacdo sobre quinases ativadas por mitdgenos; as moléculas 02 e 05 tiveram
predicdo de inibicdo da adenilato ciclase; as moléculas 01 e 04 tiveram predicao
sobre os dois locais e a molécula 06 ndo apresentou nenhuma predicéo de atividade
sobre algum dos parametros utilizados (Tabela 4).

E preciso ter em mente que a probabilidade Pa reflete a predicdo da
similaridade da molécula em estudo com as moléculas do conjunto de treino, cujas
atividades ja sdo conhecidas experimentalmente. Portanto, ndo € uma caracteristica
direta de atividade, e sim um parametro quantitativo sobre as moléculas
pertencentes ao conjunto de treino, de modo que, quanto maior o valor de Pa em
relacdo a Pi, maior a probabilidade da molécula em estudo apresentar atividade
sobre o alvo biolégico em questao (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/irp.php).
Estas caracteristicas conferem confiabilidade ao PASS, mostrando-o como uma
ferramenta de forte potencial na predi¢cdo da atividade biol6gica e na descoberta de
novas drogas (GOEL, 2011)

Tabela 4 - Predi¢cGes de atividade bioldgica calculadas com PASS para a molécula A

e as 07 moléculas selecionadas pelo reconhecimento visual

Moléculas PA Pl Atividade
A 0,301 0,18 Estimulante de MAP quinase
o1 0,490 0,046 Estimulante de MAP quinase
0,122 0,071 Inibidor de adenilato ciclase
02 0,169 0,041 Inibidor de adenilato ciclase
03 0,450 0,065 Estimulante de MAP quinase
04 0,226 0,023 Inibidor de adenilato ciclase
0,494 0,044 Estimulante de MAP quinase
05 0,226 0,023 Inibidor de adenilato ciclase
06 0,579 0,037 Sem predicao

07 0,504 0,041 Estimulante de MAP quinase




O webservidor SEA (Similarity Ensemble Approach) (sea.bkslab.org) fornece
gratuitamente um espectro de predicdes de atividades obtido a partir da similaridade
quimica do composto com seus possiveis receptores (KEISER et al., 2007). O
resultado da predicao € calculado em valores esperados (E-value) em semelhanca a
similaridade de Tanimoto (MASON et al., 1999) Quanto mais proximo de zero ou
menor que 1x10'° é considerado significativo e sugere que a predicdo ndo é
susceptivel de estar ocorrendo por acaso (LOUNKINE et al., 2012).

A predicdo de atividade sobre o receptor Canabinoide do tipo CB1 é fator
primordial nesta pesquisa, afinal, € necessario a ligacdo a este para que se obtenha
a manifestacéo de um efeito bioldgico. De todas as moléculas em estudo, inclusive a
A, a molécula 02, mesmo que com E-values com baixa significancia foi a Unica que
demonstrou predicdo positiva ao receptor Canabinoide do tipo CB1 humano e
camundongo. A predicdo SEA da molécula 02 apresentou E-value 1.33 x 103 e 0.53

para similaridade de Tanimoto para o receptor humano (Tabela 5).

Tabela 5 - Predi¢des de atividade bioldgica calculadas pelo webservidor SEA para a

molécula A e as 07 moléculas selecionadas pelo reconhecimento visual

Moléculas Receptor canabinoide CB1 E-value MaxTC

A

01

02 Receptor Canabinoide CB1 Humano 1.33 x 10-3 0.53
Receptor Canabinoide CB1 4.45 x 10-1 0.42

camundongo

03

04

05

06

07
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5.7 DETERMINACAO DA VIABILIDADE SINTETICA PARA AS MOLECULAS
SELECIONADAS

A tendéncia atual € que no processo de descoberta de drogas os candidatos
sejam classificados, ou mesmo eliminados por métodos que estimam a sua
acessibilidade sintética, isto é, a facilidade de sintese de uma molécula, portanto, é
desejavel incluir este aspecto na priorizacdo de compostos logo no inicio do
processo de planejamento de farmacos (CLARK, 2000) No caso de
uma nova molécula a validacdo experimental da sua atividade requer a sua sintese.
Métodos para a estimativa da pontuacdo de acessibilidade sintética baseiam-se
numa combinacdo dos fragmentos e uma penalidade de complexidade. Os
fragmentos sdo calculados com base na analise de moléculas constantes no
PubChem (cerca de 37 milhGes) das quais a sintese quimica estdo armazenadas
neste banco de dados. A pontuacdo leva em conta a presenca de caracteristicas
estruturais ndo-padrdo, tais como anéis arométicos, fusdo de anéis arométicos,
complexidades estérica e o tamanho da molécula (ERTL; SCHUFFENHAUER, 2009)

A previsao da acessibilidade quimica das moléculas foi realizada utilizando o
programa SYLVIA (http:/www.molecularnetworks.com/online_demos/sylvia/), que
realiza a predicdo da acessibilidade a sintese de uma molécula, usando uma escala
variando de 1 indicando uma sintese simples e 10 implica uma molécula de dificil de
sintese (YUAN; PEI; LAI, 2011) sendo a pontuacdo (escore) estimada pelos
guimicos, agrupadas em 4 categorias: facil acessibilidade (escore < 3), média-baixa
acessibilidade (3 < escore < 5), média-alta acessibilidade (5 < escore < 7) e dificlil
acessibilidade (escore> 7) (BONNET, 2012)

As 07 moléculas em estudo tiveram a predicdo de viabilidade sintética
realizada no SYLVIA e de todas, somente a molécula 02 foi a Unica que apresentou
a acessibilidade quimica predita como facil obtendo pontuagdo de 2.91, inclusive,
este resultado foi melhor que a predicdo da molécula A que obteve um resultado de
5.12 indicando acessilidade mediana para sintese (Tabela 6). As moléculas
restantes tiveram a sua viabilidade sintética predita como mediana quantificada entre
4.16 e 5.07.
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Tabela 6 - Predicdo da acessibilidade sintética da molécula A e das moléculas

selecionadas pelo reconhecimento visual.

Molécula Acessibilidade
A 5.12
01 5.07
02 2.91
03 4.87
04 4.16
05 4.16
06 4.84
07 4.84

A molécula 02 apresentou boas predicbes de propriedades farmacocinéticas,
toxicoldgicas, PASS, além de demonstrar atividade de inibicdo da adenilato ciclase,
caracteristica importante para o efeito agonista em receptores canabinoides CB1.
Outra vantagem desta molécula é o seu baixo peso molecular (236,355 g/mol)
considerando-se que o Design de Drogas Baseado em fragmentos ou moléculas
pequenas (FBDD) tem emergido como uma técnica importante para a descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos (LAW et al., 2009). Devido a sua sintese
qguimica ser classificada como simples esta molécula demonstra ser uma favoravel
proposta a ser estudada para o desenvolvimento de um farmaco que pode ser
utilizado no tratamento da sindrome de abstinéncia em dependentes quimicos de C.

sativa.

5.8 ESTADO DA ARTE DAS MOLECULAS SELECIONADAS

5.8.1 Molécula ZINC01730183 (02)

Do conjunto de 5000 moléculas que apresentaram ter o0 mesmo farmacéforo

daquele predito pelos 32 bioligantes informados pelo BindingDB e ap0s os testes de

predicdo de propriedades farmacocinéticas, toxicoldgicas e de atividade biol6gica, a
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molécula ZINC01730183 (02) foi a que apresentou melhores predicdes. Esta
molécula tem o nome quimico de 2-butil-5-pentilbenzeno-1,3-diol e formula CisH2402
sendo conhecido comumente de Stemphol.

As propriedades fisico-quimicas desta molécula sdo Peso molecular de
236.35 g/mol, LogP 5.5, duas Regifes doadoras de hidrogénio e duas Regides
aceptoras de hidrogénio.

A molécula Stemphol &€ um Alquil-resorcinol e foi isolada pela primeira vez
em 1973 por Stodola et al. a partir do Stemphylium majusculum. Em 1979,
Achenbach e Kohl atribuiram atividades antimicrobianas contra fungos (Mucor
hiemalis) (MARUMO; HATTORI; KATAYAMA, 1985), leveduras
(Schizosaccharomyces pombe) e bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus) a este composto. Em 1994, Solfrizzo et al. detectaram
Stemphol em arroz cozido e, em 2004, Andersen e Frisvad, em tomates
naturalmente contaminados. Investigagdes por novos compostos e novos fungos
endofitos constataram a presenca de Stemphol em Gaeumannomyces amomi
BCC4066 isolado do pseudocaule saudavel de Alpinia malaccensis, coletado no
Parque Nacional Suthep-Pui, na parte norte da Tailandia.

A partir da descoberta do anticancerigeno paclitaxel em Pestalotiopsis
microspora, fungo endofito que parasita assintomaticamente o Himalaia taxus
wallichiana, destacou-se a importancia destes fungos e chamou-se a atencéo para
0s metabdlitos produzidos por estes organismos (STONE, 2000). Inclusive, varias
outras espécies de fungos endofitos sdo conhecidos como sendo fontes de farmacos
antidiabéticos, antifiingicos e compostos imunossupressores (SROBEL, 1999, 2003;
VERMA, 2009). Paises tropicais, como a Tailandia pode muito bem vir a ser
excelentes fontes de fungos endofitos e seus compostos bioativos, entre eles, o
Stemphol. Apo6s estas descobertas, cepas de fungos endofitos tém servido de
estudos de planejamento de farmacos, como por exemplo, Cepas do fungo endofito
Gaeumannomyces amomi (BCC4066) obtidas a partir de folhas saudaveis e
pseudocaule de Alpinia malaccensis que constatou-se apresentar uma fraca
atividade contra Penicillium avellaneum e Bacillus subtilis, mas uma forte atividade
contra Candida albicans (LUMYONG, 2004).

Stemphol exibiu toxicidade significativa contra camardo de agua salgada

(Artemia salina) com uma concentracdo aproximada de 10 ug / mL (QIN, 2009).
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Metabolitos de Stemphol, por exemplo, o Stemphol 1-O-B-D Galactopiranosideo
foram testados em células cancerigenas, como um agente anti-malaria, contra virus
tipo-1 do herpes simples, Mycobacterium tuberculosis, e contra uma variedade de
fungos patogénicos de plantas. Infelizmente estes compostos foram inativos em
alguns testes e inconclusivos em outros. Em microorgnismos como S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli, B. cereus e C. albicans demonstraram pouca atividade numa
concentracéo de 50ug/ml (JUMPATHONG et al., 2010).

5.8.2 Molécula ZINC975899 (01)

As propriedades fisico-quimicas da molécula ZINC975899 (01), o
Trimetilbicicloheptil-fenol conhecido usualmente como Xibornol sdo peso molecular
de 230.35g/mol, LogP igual a 4.7, uma Regido doadora de hidrogénio e uma Regiéo
aceptora de hidrogénio.

O Xibornol j& demonstrou alta atividade inibidora contra bactérias gram-
positivas, como o Staphylococcus aureus, sendo a concentracao inibitéria minima
(CIM) entre 2 a 8 pg/ml (FABRI, 1988). Em pacientes com bronquite crénica e
ressecacdo de pulmao, amigdalas ou laringe, jA foi comprovado que 500mg de
Xibornol possui farmacocinética adequada para que se obtenha um efeito
antibacteriano (SCAGLIONE, 1987).

Devido a sua lipossolubilidade o Xibornol € usado em alguns paises
europeus no cuidado dental e para o tratamento local de infeccédo e inflamacéo da
garganta através da forma de colutério de pulverizacdo. Exatamente pela sua baixa
solubilidade em &agua, o desenvolvimento de preparacdes aquosas € limitada, de
modo que a forma farmacéutica que pode ser utilizada da molécula € apenas como
suspensao aquosa de pulverizacao (CIRRI; MURA; MORA, 2007).

Modernos sistemas de entrega de drogas, como por exemplo, a auto-
microemulsificacdo SMEDDS (self-microemulsifying drug delivery systems) (KANG
et al., 2004) estdo sendo testados para a melhora da hidrosolubilidade do Xibornol.
Os SMEDDS séao solugdes isotropicas e termodinamicamente estaveis constituidos
por um Oleo, tensioativo, co-tensioativo e de drogas que formam espontaneamente
Oleo-em-agua de microemulsbes, quando misturado com agua sob agitacao

suave. As vantagens destes sistemas incluem nao apenas solubilizacdo melhorada
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da droga, mas as propriedades de liberacdo e de absor¢cdo também melhoradas,
devido a forma j& dissolvida da droga na formulagcdo e o tamanho de goticulas
resultante, proporcionando uma grande area de superficie interfacial (GERSHANIK;
BENITA, 2000).

O Xibornol foi bem incorporado ao SMEDDS o0 que torna possivel
desenvolver uma alternativa valida para as formulagbes de suspensfes aquosas
tanto desta molécula, como em outras de igual lipossolubilidade (CIRRI; MURA;
MORA, 2007).

5.8.3 Molécula ZINC2131499 (03)

As propriedades fisico-quimicas da molécula ZINC2131499 (03), o 2-(7,7-
dimethylbicyclo[2.2.1]hept-2-yl)cyclohexanol, sdo peso molecular de 230.35 g/mol,
LogP 4.9, uma Regido doadora de hidrogénio e uma Regidao aceptoras de
hidrogénio.

A molécula 03, também chamada de substancia SP1-7, € um metabdlito do
neuropeptideo P. Este neuropeptideo estd ligado a mediacdo da resposta
inflamato6ria neurogénica que consiste em vasodilatacdo e extravasamento de
plasma (FOLKESSON, 1985). Recentes estudos confirmam que tanto esta molécula
como seus analogos sintéticos podem atenuar a hiperalgesia e produzir anti-alodinia
em animais utilizando varios modelos experimentais de dor neuropatica. Esta
propriedade pode estar ligada a interacdo com o receptor opidide, sendo esta
hip6tese ainda ndo comprovada (JONSSON, 2015). Técnicas para a deteccdo e
medicdo do neuropeptideo P e do seu metabdlito ja foram aplicadas, entre elas, o
imunoensaio ligado a enzima (ELISA) e o radioimunoensaio (RIA) com bons
resultados para a ELISA (HELME, 1987). Atualmente, programas computacionais de
quimica medicinal estdo sendo utilizados com o intuito de se desenvolver compostos
gue mimetizam o efeito de SP1-7, encontrando obstaculo devido ao alvo biologico
de SP1-7 nao ter sido identificado (JONSSON, 2015).
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5.8.4 Molécula ZINC3850100 (04)

As propriedades fisico-quimicas desta molécula sdo peso molecular de
220.31 g/mol, LogP 3, uma Regido doadora de hidrogénio e duas Regides aceptoras
de hidrogénio.

Os analogos do metoxifenil-dimetilciclopentano-1-ol (CID 2754193) estédo
sendo estudados a décadas e ja foram comprovados com potencial citotoxicos para
células cancerigenas de pulmdo e mama e tem acdo também como agentes
antimitoticos, por inibicdo da polimerizacdo da tubulina, fato que impede a divisédo
celular destas estruturas (CUSHMAN et al., 1992).

Sabe-se que os hormoénios estrogénicos tem acao sobre a apoptose celular e
consequente predisposicdo ao cancer de células maméarias (WANG, 1995). Os
medicamentos antagonistas do receptor de estrégeno, como por exemplo, o
Tamoxifeno tem sido utilizados no tratamento de céncer de mama, mas, devido os
varios efeitos colaterais (problemas ginecolégicos e eventos vasculares)
principalmente em mulheres na menopausa (CELLA et al., 2006) existem pesquisas
buscando-se alternativas para o tratamento. Devido a esta propriedade
antiproliferativa de células cancerigenas, os compostos derivados do metoxifenil, por
exemplo, anélogos fendlicos de trioxifeno, tem tido a sua afinidade ao receptor de
estrogenos e os efeitos antiproliferativos em células MCF-7 (células de cancer de
mama) sendo estudadas (JONES, 2012), ainda com resultados inconclusivos.

Compostos sintetizados a partir o grupamento metoxifenil exibem atividade
anti-inflamatéria comprovada comparavel com a de &cido acetilsalicilico ou superior
ao ibuprofeno e toxicidade aguda (LDso) inferior a toxicidade aguda de acido
acetilsalicilico e significativamente menor do que a de ibuprofeno (LABANAUSKAS
et al.,, 2004), fato que demonstra a possibilidade da utilizacdo destes compostos

como alternativa a estes anti-inflamatéros ndo esteroidais.

5.8.5 Molécula ZINC3850106 (05)

As propriedades fisico-quimicas desta molécula sdo peso molecular de
220.31 g/mol, LogP 3, uma Regiao doadora de hidrogénio e duas Regides aceptoras
de hidrogénio.
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Assim como a molécula ZINC3850100 (04), a molécula ZINC3850106 (05)
também é um derivado metoxifenil-dimetilciclopentano-1-ol e esta realcionada nos

estudos citados na molécula anterior.

5.8.6 Molécula ZINC4023027 (06)

A molécula ZINC4023027 (06), de nome IUPAC Trimetil-Bi-cicloheptanil-fenol
possui as propriedades fisico-quimicas de peso molecular de 230.34 g/mol, LogP 5,
uma Regido doadora de hidrogénio e uma Regido aceptora de hidrogénio.

Os neurbnios utilizam uma variedade de mecanismos para controlar
dinamicamente a sua capacidade de sinalizacdo e excitabilidade. Os canais de K*
dependentes de voltagem, ou simplesmente Canais de K*fazem parte destes
mecanismos em mamiferos e ndo mamiferos (MISONOU; MOHAPATRA,;
TRIMMER, 2005). A apoptose, processo associado a patologias como cancer,
arterosclerose e doencga vascular pulmonar, desempenha um papel critico no
desenvolvimento embrionario e na homeostase de tecido, inclusive, do tecido
neuronal (HAUNSTETTER; 1ZUMO, 1998). O efluxo nos Canais de K* ocorre no
inicio do processo de apoptose e é necessario para a execucdo de eventos
posteriores de modo que o bloqueio dos canais de K* atenua o processo de
apoptose. Derivados do Bi-cicloheptanil-fenol, como por exemplo, 0 composto
chamado 48F10 tem atividade comprovada sobre Canais de K*, inibindo-os e
consequentemente, evitando a apoptose de neurbnios corticais presentes na area
mais extrena do cérebro dos vertebrados (SALVADOR-RECATALA et al., 2006).

Além disso, a apoptose desempenha um papel importante na manutencéo do
equilibrio entre a proliferacdo e a perda de células no epitélio intestinal, fato que
relaciona taxas de apoptose aumentadas em patologias intestinais, como doenca
inflamatoria do intestino e enterocolite necrotizante, sugerindo a prevencao
farmacoldgica de apoptose, por utilizacdo de bloqueadores de Canais de K* como
uma terapia para estas condicbes (GRISHIN et al., 2005). Outro problema
relacionado diretamente com a apoptose sdo as doencgas vasculares pulmonares,
causadas por apoptose de células musculares lisas (EKHTERAE et al., 2001).

Estes estudos sugerem que os Canais de K* sdo alvos terapéuticos uteis em

inmeras patologias, inclusive, na mitose descontrolada que origina o cancer
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(STRZYZ, 2016) e devido ao fato dos derivados do Bicicloheptanil-fenol atuarem
sobre estes alvos, estes compostos sdo alternativas promissoras e estudos mais
conclusivos sdo necessarios (SALVADOR-RECATALA et al., 2006).

5.8.7 Molécula ZINC4023028 (07)

A molécula ZINC4023028 (07) é analoga quimica a molécula 06 possuindo,
portanto, as mesmas propriedades fisico-quimicas e de atividade que a molécula ja

citada anteriormente.

5.9 COMPARACAO ENTRE O STEMPHOL (ZINC01730183) E A MOLECULA
AGONISTA DE MAIOR ATIVIDADE CID104895

A molécula de maior atividade apresentada pelo BindingDB foi a CID104895 ,
HU-210, que tem as seguintes propriedades fisico-quimicas: peso molecular de
376,58 g/mol, LogP 6.1, trés regides doadoras de hidrogénio, trés regides aceptoras
de hidrogénio. A molécula Stemphol, apresenta as propriedades fisico-quimicas de
peso molecular de 236.35 g/mol, LogP 5.5, duas regides doadoras de hidrogénio e

duas regides aceptoras de hidrogénio.

Tabela 7 — Propriedades fisico-quimicas das moléculas Pivd CID104895 (A) e a
Stemphol (ZINC01730183)

A STEMPHOL (ZINC01730183)
Peso molecular 376.58 236.35 g/mol
LogP 6.1 5.5
Regides doadoras de H 3 2

Regides aceptoras de H

Considerando a “Regra dos 5” de Lipinsk, que verifica a presenca de alguns
critérios necessarios para a atividade biolégica, como peso molecular inferior a 500;
A lipofilicidade dos ligantes (Log P) inferior a 5; O nimero de grupos doadores de
atomos de hidrogénio inferior a 5; O niumero de grupos aceitadores de atomos de

hidrogénio inferior a 10, as duas moléculas apresentam propriedades dentro dos
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parametros exigidos, com excecdo ao LogP. Embora, numericamente a molécula
Stemphol apresenta valores mais préximos do recomendado pela “Regra dos 5.

Em relagdo a propriedade peso molecular, a Stemphol também apresenta
vantagem em relacéo a molécula Pivé CID104895, pois, possui um valor menor, fato
que favorece a absorcao da Stemphol.

A quiralidade € um quesito estrutural importante no planejamento e sintese
de drogas. Os avancos na tecnologia quiral e a capacidade de produzir compostos
enantiomericamente puros tém um impacto importante sobre a concepcdo de
medicamentos, pesquisa e desenvolvimento e nas estratégias e politicas da
industria farmacéutica (AGRANAT; CANER, 1999). Muitos farmacos sdo quirais
onde podem estar presentes dois ou mais enantidmeros. Cada enantiomero, devido
a sua configuracao, interaje com os sistemas biolégicos de forma Unica. Isso muitas
vezes resulta em absorcdo, distribuicdo, vias metabdlicas e taxas de excrecéo
(ADME) diferentes. Assim como, poténcia, toxicidade e até mesmo modos de acéo
pode diferir entre enantibmeros. O ADME também pode se alterar quando o0s
enantibmeros sao usados em combinacdo, devido a possiveis relacdes sinérgicas
e/ou competitivas entre os dois enantibmeros. (EVANS; KASPRZYK-HORDERN,
2014).

Convém deixar claro que a quiralidade ndo é condicdo para que uma
substancia apresente efeito farmacolégico, entretanto se a estrutura tiver um centro
quiral é importante saber qual a orientacdo espacial responsavel pela atividade, pois,
esse conhecimento determinara como o farmaco devera ser consumido pelo publico
(CANER et al., 2004). A molécula Stemphol ndo apresenta centros quirais, portanto,
a possibilidade em relacdo a possiveis enantibmeros e, consequentemente, efeitos
biolégicos diferentes € bem reduzida nesta molécula.

A derivacdo do grupamento farmacoforo escolhido apresentou uma regido
aromatica, uma hidrofébica e uma aceptora de ligacdo de hidrogénio que podem ser

observadas em ambas as moléculas (Figura 14).
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Figura 14 — Regides farmacoféricas presentes na molécula Pivdo CID104895 e a

molécula Stemphol.

OH

"~Regido aceptora de H .

CP 55940
CID104893

ZINC1730183

Pode-se notar a presenca das trés regides da derivacao do farmacoéforo que

estdo presentes na molécula A também estéo presentes na molécula Stemphol (02).

Se compararmos a presenca de estruturas mais complexas, nota-se a presenca de

um ciclohexano na molécula pivd (A), estrutura de sintese complexa (MARCO-
CONTELLES; MOLINA; ANJUM, 2004) e auséncia desta estrutura na molécula

Stemphol, caracteristica que favorece a sintese e reafirma o potencial desta

molécula em ser utilizada como farmaco alternativo para a sindrome de abstinéncia

desencadeada em usuarios de C. sativa.

A aplicacdo de métodos computacionais e experimentais se tornam

necessarios para que o potencial terapéutico da Stemphol a torne uma alternativa

real na farmacoterapia desta patologia.
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6 CONCLUSAO

A sindrome de abstinéncia € uma situacao relativamente negligenciada pelas
pesquisas de planejamento de farmacos. Atualmente, a maioria dos farmacos
utilizados nestes casos é em nivel do tratamento de sintomas, ndo agindo
diretamente em alvos biologicos ligados & sindrome. Sendo este um problema
mundial, decidiu-se realizar este trabalho com o objetivo de escolha de moléculas
agonistas para o tratamento da sindrome de abstinéncia em dependentes de C.
sativa.

ApoOs a realizacdo da metodologia proposta neste trabalho, como triagem de
ligantes baseados em farmacoforo, classificagdo de moléculas por similaridade
estrutural, calculadas pelo Tc e por inspencgéo visual, chegou-se a um grupo de 07
moléculas as quais tiveram suas propriedades farmacocinéticas, toxicoldgicas, de
atividade biolégica e de acessibilidade quimica preditas.

Destas as 07 moléculas, conclui-se que a molécula ZINC01730183 (02),
conhecida como Stemphol apresenta caracteristicas estruturais e valores de
propriedades farmacocinéticas, toxicologicas dentro do esperado para um farmaco.
Maior importancia se da a Stemphol por ela apresentar predicdes de atividade
biolégica sobre mecanismos bioquimicos relacionados com a dependéncia a C.
sativa e principalmente, atividade biolégica sobre o receptor CB1, fato que faz surgir
a possibilidade de um farmaco ligante seletivo para o tratamento da sindrome de
abstinéncia a C. sativa. A predicdo de acessibilidade quimica ser calculada como
facil € mais um indicativo que a Stemphol € uma proposta relevante para
continuidade do planejamento virtual e da aplicacdo de métodos computacionais
com o intiuto desta molécula se tornar um farmaco a ser utilizado em uma situacao
que causa prejuizos e mal-estar, ndo somente ao individuo, mas, a toda a
sociedade, como é o caso da sindrome de abstinéncia em dependentes quimicos

em C. sativa.
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