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RESUMO
SOARES, A. C. G. Triagem virtual por docagem molecular na busca de
ligantes para receptores CB2 candidatos para o tratamento de dor
neuropatica. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo,
2021.

Palavras-chave: triagem virtual, docagem molecular, receptor canabinoide 2

INTRODUCAO: Dor neuropética é classificada como dor causada por lesdo ou
doenca no sistema somatossensorial e acomete de 6,9 a 10% da populacdo
mundial e o uso de agonistas do Receptor Canabindide 2 (CB2R) tem-se
mostrado eficaz no tratamento da patologia OBJETIVO: Realizar uma triagem
virtual por docagem moléculas a busca de ligantes agonistas do CB2R.
MATERIAIS E METODOS: Foi realizada a triagem virtual por docagem
molecular de 3968 moléculas nos programas GOLD 2020.3.0® e DockThor 2.0®.
As 100 moléculas mais bem classificadas por cada programa foram
selecionadas, e as estruturas em que houve consenso passaram por uma
analise visual. RESULTADOS: Os programas apresentaram consenso em 22
moléculas, que apdés a andlise visual, verificou-se que 11 compostos
apresentaram acordo ndo so na classificacdo, mas também de pose, ou seja, ha
complementaridade com o alvo. CONCLUSAO: As 11 moléculas selecionadas
nesta triagem virtual, sugerem afinidade e, consequentemente, atividade com o
receptor CB2, e devem ser estudadas no processo de busca de farmacos para

dor neuropatica.



1. INTRODUCAO

1.1. Definicédo, Epidemiologia e Tratamento da Dor Neuropéatica

A dor neuropatica (DN) é classificada pela International Association for the
Study of Pain como “dor causada por lesdo ou doengca no sistema
somatossensorial” (JENSEN et al., 2011). Tal sistema € responsavel pela
percepc¢ao de toque, pressao, dor, temperatura, posi¢cao, movimento e vibracao
(COLLOCA et al., 2017). Os principais sintomas da DN séo alodinia, dor aguda,
hiperalgesia de calor, hiperalgesia de frio e dor mantida simpaticamente
(BARON; 2009), distribuidos principalmente entre pés, panturrilha, maos e
bracos (COLLOCA et al., 2017).

Ha diversos mecanismos patolégicos que podem levar & DN, sendo os
mais comuns: diabetes mellitus, neuralgia pos-hermética, neuralgia do trigémeo,
radiculopatia, lesdo na medula espinhal ou nervo periférico, acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS), quimioterapia, amputacdo, esclerose-
maltipla, derrame (COLLOCA et al., 2017) (SELVARAJAH; GANDHI; TESFAYE,
2017) e também pode ser um sintoma de infecg&o grave por COVID-19 (OZDAG;
ACARLI et al., 2020).

Devido aos diversos modos de manifestacdo da DN, heterogeneidade dos
estudos e diferentes definicbes, ndo ha dados corretos de prevaléncia nem
incidéncia da doenca, mas estima-se ser entre 6,9 e 10% da populacdo mundial
(POSSO et al., 2016). Um estudo feito no Reino Unido apresentou prevaléncia
de 8,2%(TORRANCE et al. 2006), outro na Franca obteve 6,9%(BOUHASSIRA
et al., 2008) e um no Brasil 10%(DE MORAES VIEIRA et al., 2012). Em todos os
estudos, a DN € mais comum em pessoas do sexo feminino, de idade mais

avancgada e baixa escolaridade.

A terapia atual da DN foca em tratar seus sintomas, sendo possivel
abordar a causa somente em poucos casos patologicos. O tratamento de
primeira linha, proposto pelo “Special Interest Group on Neuropathic Pain”
consiste em gabapentindides, antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina e norepinefrina. Lidocaina, capsaicina e tramadol sdo

recomendados como tratamento de segunda linha. Por altimo, opidides fortes



(morfina e oxicodona) e toxina botulinica sédo o tratamento de terceira escolha.
Infelizmente, as opcbes atuais de tratamento tém diversos efeitos adversos
indesejados, como letargia, nausea, efeitos colinérgicos e risco de suicidio
(CAVALLI et al., 2019).

1.2. Fisiopatologia da Dor Neuropatica

A vasta maioria dos estudos sobre a fisiopatologia da DN é feita em
modelos em ratos com lesdo ao nervo periférico (LNP), portanto esta é a
patologia que sera aqui discutida (INOUE; TSUDA, 2018).

Para entender a DN, é importante conhecer o funcionamento do estimulo
da dor em condices fisioldégicas, como é possivel observar na figura 1. Tal
estimulo excitara as extremidades periféricas de neurbnios nociceptivos,
constituidos principalmente de fibras Ad e C, e sera transmitido ao corno
posterior (CP), na medula espinal, onde ativara neurénios de projecéo na lamina
I. Essa ativacao ocorre direta e indiretamente, por meio de um complexo circuito

neuronal que excita e inibe interneurénios (INOUE; TSUDA, 2018).

Também é importante conhecer o funcionamento do estimulo in6cuo,
transmitido através de fibras AR nao nociceptivas até o CP. L3, as fibras A
inibem os neurbnios de projecdo nociceptivos da lamina |, através de
interneurdnios com receptores GABA e/ou glicina (figura 1) (INOUE; TSUDA,
2018).



Figura 1 - Demonstracdo dos mecanismos de transmissao do estimulo nocivo e inécuo em

situacdo fisioldgica.
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Apos LNP, as propriedades elétricas dos nervos sensoriais sao alteradas,
0 que leva a um desequilibrio entre os interneurdnios excitatorios e inibitorios do
CP da medula espinal, causando um estado de hiperexcitabilidade. Diversas
mudancas que ocorrem com o tempo, tanto no Sistema Nervoso Periférico (SNP)
e no Sistema nervoso Central (SNC), tornam a dor neuropatica uma condicao
cronica (COLLOCA et al., 2017).

1.2.1. A Microglia e a Dor Neuropatica

Microglia sdo as células nativas do sistema imune do SNC (HANSEN;
HANSON; SHENG, 2018) e correspondem a 5-10% de todas as células deste
sistema em mamiferos adultos (INOUE; TSUDA, 2018). Estudos mostram que a
ativacdo da microglia tem importante funcdo na fisiopatologia de diversas
doencas neurodegenerativas, como a DN, Alzheimer, Parkinson, esclerose
multipla, doenga de Huntington e AIDS (WU et al., 2017; NAGUIB et al., 2012;
CHUNG et al., 2016; BENITO et al., 2005; BENITO et al., 2003).



Desde a década de 1970 sabe-se que, apdés LNP, hd aumento no nimero
de células da microglia no CP (GILMORE, 1975; GILMORE; SKINNER, 1979).
Nesta situacao, células satélite da glia liberam interleucina-18 (IL-1B), que ira
estimular a expressao do fator estimulante de coldnias (do inglés Colony
Stimulating Factor 1 - CSF1) pelos neurbnios danificados do corno posterior. O
fator atuard, entdo, no receptor CSF1, que € expresso na microglia e induz sua
proliferacdo (microgliose) e ativacdo, conforme mostrado na figura 2 (INOUE;
TSUDA, 2018). Tal ativagéo leva a mudancas no fenétipo da microglia, de uma
célula saudéavel anti-inflamatoria & uma célula reativa e pro-inflamatoria (BIE et
al., 2018).

Figura 2 - Explicacdo de como ocorre a microgliose ap6s LNP.
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Fonte: (INOUE, TSUDA, 2018 - adaptado)

Com maior nimero de microglias ativas, ela comecara a produzir e liberar
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), diminuindo a atividade do
cotransportador K-CL (KCC2), o que aumenta a concentracdo intracelular de
cloreto e leva a despolarizacdo do potencial de reversdo do anion. Nestas
condicdes, 0 GABA ou a glicina liberados pelo estimulo inécuo irdo excitar o

neurdnio transmissor de dor do corno posterior, enquanto a LNP diminui a acao



dos interneurbnios inibitérios e aprimora a atividade dos interneurdnios

excitatorios.

Figura 3 - Mecanismos de excita¢do neuronal causada pela liberacdo de BDNF pelas células

da microglia.
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Fonte: (INOUE, TSUDA, 2018 - adaptado)

Adicionalmente, a ativagdo dos receptores toll-like 2 (TLR2) e toll-like 4
(TLR4), Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells (TREM 2) e/ou DNAX-
activation protein 12 (DAP12) nas células da microglia, por mecanismos ainda
desconhecidos, induzem-nas a produzir IL-18, que aumenta a transmissao
sinaptica excitatéria de glutamato e diminui a inibitéria de GABA e glicina nos
neurbnios do CP. Ativadas, aquelas células também liberam tumour necrosis
factor (TNF), que eleva a liberacdo de glutamato nos terminais pré-sinapticos
dos neurdnios primarios aferentes e aumenta a transmissao sinaptica excitatoria
diretamente nos neurdnios do CP e indiretamente através de astrocitos e células
endoteliais. Ele também incentiva a microglia a liberar BDNF (INOUE; TSUDA,
2018).



1.3.Receptores Canabindides

A Cannabis sativa € uma planta popular, usada h& milénios pela
humanidade. Um de seus usos medicinais mais antigos é no tratamento de dor,
havendo relatos de seu uso como anestésico na China antiga e analgésico no
Egito, Roma e india antigos (PETERS; NAHAS, 1999). Seus efeitos medicinais
estimularam pesquisas por seus ingredientes ativos, o que levou a descoberta
do (-)-A9-trans-(6aR,10aR)-tetra-hidrocanabinol (A9 -THC), seu principal
composto ativo, em 1964 (GAONI; MECHOULAM, 1964). Acreditava-se que a
planta poderia ter efeito ndo-especifico, até que em 1990 foi provada a existéncia
do Receptor Canabinodide 1 (CB1R)(MATSUDA et al., 1990) e do Receptor
Canabindide 2 (CB2R) em 1993 (MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993).

Os Receptores Canabindides estdo envolvidos na modulagéo de diversos
sistemas fisiologicos, dentre eles: nervoso, endocrino, imune, cardiovascular,
reprodutivo e trato gastrointestinal. Sdo receptores que fazem parte da familia
de receptores acoplados a proteina-G, caracterizada por possuirem um
nitrogénio terminal extracelular, 7 alfa hélices transmembranais (TM), 3 loops
extracelulares (ECL), trés loops intracelulares (ICL) e um carbono-terminal
intracelular (LU; POTTER, 2017). Os receptores CB1 e CB2 tém 44% de
similaridade em aminoacidos e 68% de homologia entre as TMs (SHAHBAZI et
al., 2020).
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Figura 4 - Comparagéo das estruturas sobrepostas dos Receptores Canabindides 1 e 2, em
2D.
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Fonte: (LU, POTTER, 2017 - adaptado).

Tendo a sua principal fungdo em modular a liberagdo de
neurotransmissores pré-sinapticos, o receptor CB1R é codificado pelo gene
CNR1, presente no cromossomo humano 6 (YAO; MACKIE, 2009) e tem 472
aminodacidos. Esta principalmente localizado no SNC, e, em sua maioria estao
acoplados a proteina Gi/o, porém, sob certas condi¢des, também sdo acoplados
a proteina Gg/11 e Gs (LU; POTTER, 2017).

7z

Ja o receptor CB2R ¢é codificado pelo gene CNR2, presente no
cromossomo humano 1 (YAO; MACKIE, 2009) e tem 360 aminoacidos e estao
sempre acoplados a proteina Gi/o (LU; POTTER, 2017). Acreditava-se que o
CBZ2R estava presente somente na periferia do sistema nervoso, particularmente
no baco e sistema imune, porém, ha evidéncias recentes de sua presenca,
apesar de estar em numeros menores, no cérebro, neurbnios, trato
gastrointestinal, sistema cardiovascular, 0ossos e sistema reprodutivo (YE et al.,
2019; JORDAN; Xl, 2019; FOSTER et al., 2016; STEMPEL et al., 2016). Ao
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serem estimulados, eles inibem a atividade de adenilato ciclase, diminuindo a

concentracéao intracelular de monofosfato ciclico de adenosina.

1.3.1. O Receptor Canabindide 2 e a Dor Neuropatica

Diversos estudos demonstram que o uso de agonistas de CB2R no
tratamento de DN limita o processo de hiperexcitacdo provocado pela microglia
e, consequentemente, os sintomas da doenca (CABANERO et al., 2020;
IBRAHIM et al., 2003; GADO et al., 2019; YAMAMOTO; MIKAMI; INAMURA,
2008; BIE et al, 2018; EHRHART et al, 2005, ROMERO-SANDOVAL,;
EISENACH, 2007; IBRAHIM et al., 2005). Como comentado acima, na DN,
diversas células da microglia sdo convocadas e ativadas no CP, estimulando a
inflamacéo e hiperexcitacdo dos neurénios responséaveis pelo estimulo da dor.
na microglia ativa ha expressdo do receptor CB2 (ZHANG et al., 2003), cuja
ativacdo por agonistas leva a restauracdo da célula a sua funcao fisiologica
(figura 5). Desta maneira, o0 agonista de CB2R atua diretamente na diminuigédo
do processo inflamatdrio presente na DN. Adicionalmente, o uso de agonistas de

CB2R aparenta auséncia de efeitos psicotrépicos indesejados (BIE et al., 2018).

Figura 5 - CB2R é expresso em células da microglia na dor neuropatica. (A) Na microglia
saudéavel, ndo hd CB2R. (B) A expressdo de CB2R é vista na microglia ativa. (C) Tratamento

com o agonista CB2 MDAY restaurou a microglia & sua fungdo normal.

Fonte: (BIE et al., 2018).
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1.3.2. Sitio Ativo do Receptor Canabindide 2

Até o momento, foram encontradas 4 estruturas cristalografadas do CB2R
no Protein Data Bank (PDB). A primeira publicagdo (PDB: 5ZTY) (LI et al., 2019)
demonstra somente o receptor, acoplado ao antagonista AM10257. Em seguida,
foram reveladas estruturas com o agonista AM12033 (PDB: 6KPC e PDB: 6KPF)
(HUA et al., 2020) e com o agonista WIN 55,212-2 (PDB: 6PTO0) (XING et al.,
2020). Estes estudos elucidaram que as interacfes ligante-receptor no sitio
ortostérico do CB2R sdao, principalmente, hidrofébicas e aromaticas. Na figura 6
€ possivel verificar os residuos descritos que interagem com o ligante em cada
publicacéo.

Figura 6 - (A)Residuos de aminoacidos que interagem com cada ligante nas cristalografias
disponiveis do receptor CB2. Em verde, receptor CB2 (PDB: 5ZTY) e roxo o antagonista
AM10257. (B) Em ciano, receptor CB2 (PDB: 6KPF) e laranja o agonista AM12033. (C) Em
magenta, receptor CB2 (PDB: 6PT0) e branco o agonista WIN 55,212-2. A cristalografia com

PDB: 6KPC néo foi aqui mostrada, pois como foi publicada junto com a cristalografia PDB:

6KPF, sua descrigdo de sitio ativo é igual.

a) b)
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Fonte: Figura do autor.
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1.3.3. Seletividade entre os Receptores Canabindides 1 e 2

Apesar de haver clara evidéncia da existéncia de agonistas altamente
seletivos de CB1 e CB2 (AN et al., 2020), encontrar moléculas que tenham acao
em s6 um dos receptores se mostra um grande desafio, posto que os sitios
ortostéricos de ambos o0s receptores sdo extremamente semelhantes, podendo-
se sobrepor a posicao dos agonistas (AN et al., 2020; HUA et al., 2020) (figura
7). Por outro lado, o sitio dos antagonistas é bastante distinto entre os
receptores, 0 que explica a alta seletividade dos antagonistas (HUA et al., 2020;
XING et al., 2020).

Acredita-se que a chave para a seletividade de agonistas esta nos toggle
switches, que sao residuo essenciais para a ativagdo do receptor, e podem ser
observados na figura 7. O CB1R possui twin toggle switches, os residuos F200
e W356 (equivalentes a F117 e W258 em CB2, respectivamente), que passam
por mudancas de conformacdo sinergicamente. Ja o CB2R tem somente um
toggle switch, W258, que inicia a ativacéo do receptor (AN et al., 2020) (HUA et
al., 2020) (XING et al., 2020).

Figura 7 - Comparac¢do dos receptores CB1 e CB2. Em amarelo, receptor CB1 (PDB: 6KPG) e
azul o agonista AM841. Em ciano, receptor CB2 (PDB: 6KPF) e laranja o agonista AM12033.
(A) Pode-se observar a posi¢édo sobreposta dos agonistas de CB1 e CB2. (B) Anélise da

mudancga conformacional dos “twin toggle switches,” onde, em CB1, eles estdo mais distantes.

a) b)

PHE-117

PHE-200

Fonte: Figura do autor.



14

1.3.4. Seletividade entre agonistas e antagonistas do Receptor

Canabinodide 2

O sitio ortostérico ocupado por agonistas e antagonistas de CB2 sédo
semelhantes, porém, sua seletividade é mais bem elucidada, sendo o principal
fator responsavel o residuo toggle switch W258. Na figura 8 pode-se observar
que no receptor acoplado ao antagonista AM12033, a cadeia lateral do residuo
apresenta uma grande mudanca conformacional. Isto ocorre porque o0
antagonista se insere mais profundamente no sitio, assim, ele interage e altera
a posicao de W258 (LI et al., 2019) (HUA et al., 2020) (XING et al., 2020).

Figura 8 - Em verde, receptor CB2 (PDB: 5ZTY) e roxo o antagonista AM10257. Em ciano,
receptor CB2 (PDB: 6KPF) e laranja o agonista AM12033. Em magenta, receptor CB2 (PDB:
6PTO0) e branco o agonista WIN 55,212-2. (A) E possivel observar a semelhante posi¢éo
adotada por todos os ligantes co-cristalizados, além do ponto em que o0 antagonista se insere
mais profundamente no sitio. (B) Analise da mudanga conformacional apresentada pelo “toggle
switch” W258.

a)
b)

TRP-258

TRP-258

Fonte: Figura do autor.

1.4.Quimica Computacional

A quimica computacional é a aplicacdo de métodos informaticos para
resolucéo de problemas quimicos (GASTEIGER, 2006). Ela auxilia na busca de
moléculas bioativas e/ou no entendimento do seu mecanismo de agdo ao simular
situagdes, utilizando recursos matematicos, de mecanica classica e quéntica e
quimica tedrica (GASTEIGER, 2006; OLSSON; OPREA, 2001).
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1.4.1. Estratégias computacionais usadas no planejamento de farmacos

As duas principais estratégias planejamento de farmacos auxiliado por
computador (do inglés Computer-Assisted Drug Design — CADD) séo
Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura do Receptor (SBDD -
Structure-Based Drug Design) e Planejamento de Farmacos Baseado na
Estrutura do Ligante (LBDD - Ligand- Based Drug Design). O LBDD n&o
necessita de conhecimento da estrutura tridimensional da proteina alvo, posto
que utiliza das  propriedades e caracteristicas de um conjunto de compostos
bioativos. J4 a estratégia de SBDD necessita do conhecimento detalhado do alvo
biologico, sendo necessaria sua estrutura tridimensional atravées da cristalografia
por raio-X, ressonancia magnética nuclear e/ou modelagem por homologia
(ENGEL; GASTEIGER, 2018).

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo realizar uma triagem virtual por técnica de
docagem molecular & procura de possiveis agonistas do CB2R para tratamento
da DN.

2.1. Objetivos Especificos

e Validacdo do método de docagem molecular;
e Aplicacdo da docagem molecular na triagem virtual;

e Selecao de ligantes com capacidade de atuacéao no receptor CB2.

3. MATERIAIS E METODOS

Todos os estudos de CADD foram realizados em estacdes computacionais
disponiveis no Laboratério de Integracdo entre Técnicas Experimentais e
Computacionais no Planejamento de Farmacos (LITEC) da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas e Bioquimica — Universidade de Séo Paulo.

3.1. Selecao da Estrutura 3D do Receptor

Para a selecdo da proteina, foi utilizado o Protein Data Bank (PDB) e foi

escolhida a estrutura de cddigo PDB: 6KPF para realizacao do estudo.
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3.2. Preparamento do Banco de Dados

O banco de dados utilizado foi disponibilizado pelo Dr. Rodolpho Braga da
InSilicall, com um total de 3968 moléculas j4 aprovadas por agéncias regulatorias
ao redor do mundo, servindo como banco de reposicionamento de moléculas.
Para realizacdo dos estudos se fez necessaria a conversao do formato SMILES
para MOLFile e adicdo de atomos de hidrogénio foi utilizada a plataforma
CACTUS, disponivel em: https://cactus.nci.nih.gov/translate/. Com intuito de
catalogar as moléculas, estas foram numeradas de 1 a 3698 de acordo com a

ordem do banco de dados.

3.3.Docagem Molecular e Triagem virtual

A docagem e redocking foi realizada nos programas GOLD 2020.3.0®
(JONES et al., 1997) e DockThor 2.0® (GUEDES et al., 2021) (disponivel em
https://dockthor.Incc.br/v2/). Para validacdo da metodologia, foi realizado o
redocking do agonista AM12033. Todos os procedimentos utilizaram caixas de
10 Angstroms (A), cujo centro utilizado foi o carbono C6 ligante (X = 110,465, Y
= 108,877 e Z = 125,157). No programa GOLD 2020.3.0®, o receptor foi
protonado e seu ligante extraido no préprio programa. Foi selecionado o
algoritmo genético lento, com eficiéncia de 100% e a funcdo de avaliacéo

chemscorePLP.

O DockThor 2.0®, por ser uma plataforma online somente aceita triagem
virtual de 200 moléculas para usuarios independentes, entdo o banco de dados
foi dividido em 20 partes, que foram docadas separadamente. Para as analises,
foram utilizadas as configuragcbes padroes da plataforma e, algumas
modificacdes foram realizadas automaticamente, como por exemplo, adi¢cao das

cargas e hidrogénios necessarios.

Apos validagdo da metodologia de docagem nos dois programas, a triagem
virtual foi realizada em cada um deles, utilizando os compostos do banco de

dados previamente preparado.


https://cactus.nci.nih.gov/translate/
https://dockthor.lncc.br/v2/
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3.4. Andlise dos Resultados

Para a andlise dos resultados foram selecionadas as 100 melhores moléculas
de cada plataforma. As moléculas presentes em ambas as sele¢bes foram,

entdo, separadas e passaram por uma analise visual.

A avaliacdo das poses e da complementaridade entre os ligantes e o receptor
foi realizada no programa PYMOL® (Schrodinger, LLC. 2010. The PyMOL

Molecular Graphics System, Version 2.4.1).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Programas e Proteina Utilizados

A estrutura do receptor CB2 utilizada foi a PDB: 6KPF. Essa estrutura foi
escolhida por estar co-cristalizada com a um agonista (AM12033), por ter melhor
resolucdo (2,90 A) e n&o apresentar mutacdes. O programa PYMOL® foi
escolhido devido a sua disponibilidade de licenca e ser de facil utilizacdo. Para
a converséao dos formatos, a plataforma CACTUS foi selecionada devido ao seu
facil uso online e qualidade de conversdo, posto que ela usa o programa
CORINA.

Para obter maior confiabilidade nos dados obtidos e selecdo das moléculas
como maior chance de sucesso foram utilizados dois programas de docagem,

buscando, assim, um consenso nos resultados.

O DockThor 2.0® € um programa que utiliza um algoritmo baseado em grade,
que permite docagem de ligantes flexiveis em receptores rigidos. Ele utiliza
algoritmo genético de multiplas solugcbes e sua funcdo de avaliagéo,
DockTScore, implementa o campo de forca MMFF94S (Redocking study of HIV-
1 protease in complex with amprenavir, 2020). Ele foi selecionado por ser uma
plataforma de alta qualidade (SANTOS et al., 2020), facil utilizacao, gratis, e
cujos calculos séo realizados no super-computador Santos Dummond,

localizado em Petrépolis, RJ.

O GOLD 2020.3.0® utiliza método estocastico com algoritmo genético para
docagem de ligantes flexiveis em sitios ativos de proteinas. Também é um

programa de alta qualidade e facil utilizacdo e sua licenca é disponibilizada pela
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USP. A funcdo de avaliagdo empirica chemPLP foi escolhida por ser a
recomendada para uso geral (GOLD scoring function performance against the
DUD decoy/active set, 2011).

4.2.Redocking

O experimento de redocking é essencial para avaliar a qualidade do modelo
utilizado, em que o mesmo ligante que foi co-cristalizado com a proteina &
docado. A pose do resultado, entdo, € comparada com a pose do ligante na
cristalografia, por meio do calculo do Root-Mean-Square Deviation (RMSD),

entdo, o modelo € validado se este valor for menor que 2.

No programa GOLD 2020.3.0®, o redocking realizado obteve um RMSD de
1,057 e score de 102,59. Ja no DockThor 2.0® o RMSD obtido foi 0,897 e score
de -12,617. Ambos os resultados podem ser observados na figura 9 e confirmam
a qualidade do modelo utilizado.

Figura 9 - Posi¢Bes do ligante cristalografado (laranja), redocagem realizada no GOLD
2020.3.0®(magenta) e redocagem executada no DockThor 2.0® (ciano).

Fonte: Figura do autor.
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4.3.Triagem Virtual

A utilizac&o de dois programas para a docagem molecular foi realizada com
a finalidade de empregar algoritmos diferentes e avaliar se ha consenso entre
eles, reduzindo a possibilidade de resultados falsos positivos. Com intuito de
evitar estes resultados, foi realizado cutoff com as 100 moléculas melhor
ranqueadas, uma vez que o banco de dados possui uma amostragem ampla de

3968 moléculas.

As 22 moléculas em que houve assentimento nos resultados entre o GOLD
2020.3.0® e DockThor 2.0® passaram pela analise visual, em que foi avaliado
se havia consenso de pose entre os dois programas. As moléculas cujas
posicbes mostraram-se excessivamente diferentes foram descartadas, como
exemplificado na figura 10. Complementarmente, foi analisado se os compostos
inseriam-se excessivamente no receptor na regido proxima ao residuo W258, o
gue os concederiam atividade antagonista, no entanto, nenhuma molécula foi
descartada por tal motivo. Ao final desta analise, 11 moléculas foram
selecionadas (figuras 11-21 e Anexo |) e a de nimero 2609 (figura 11) obteve o
resultado mais promissor, posto que ela obteve o melhor score no GOLD
2020.3.0® e o sétimo melhor no DockThor 2.0®.
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Figura 10 - Posi¢des da molécula de nimero 1124 como exemplo de resultados cujas posicoes

entre os programas utilizados ficaram excessivamente diferentes. Em laranja, o resultado do
GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.

Figura 11 - Posi¢cdes do melhor resultado da molécula nimero 2609. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.
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Figura 12 - Posi¢des do melhor resultado da molécula nimero 1366. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.

Figura 13 - Posi¢cdes do melhor resultado da molécula nimero 1488. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.
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Figura 14 - Posi¢des do melhor resultado da molécula nimero 1864. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.

Figura 15 - Posi¢cdes do melhor resultado da molécula nimero 2415. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.
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Figura 16 - Posi¢cdes do melhor resultado da molécula nimero 2416. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.

Figura 17 - Posi¢cdes do melhor resultado da molécula nimero 2417. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.
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Figura 18 - Posi¢des do melhor resultado da molécula nimero 1094. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.

Figura 19 - Posi¢cdes do melhor resultado da molécula nimero 2821. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.
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Figura 20 - Posi¢des do melhor resultado da molécula nimero 3343. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.

Figura 21 - Posi¢cdes do melhor resultado da molécula nimero 3580. Em laranja, o resultado
do GOLD 2020.3.0® e em azul, o resultado do DockThor 2.0®.

Fonte: Figura do autor.

5. CONCLUSAO

Este trabalho se fundamentou em técnicas de planejamento de farmaco
baseado na estrutura do receptor. Realizou-se uma triagem virtual por docagem
molecular na qual foram encontrados 11 candidatos promissores a agonistas do
Receptor Canabindide 2. O uso de dois programas diferentes para realizagdo da
triagem, DockThor 2.0® e GOLD 2020.3.0®, mostrou-se eficiente, posto que



26

houve consenso entre as plataformas em 11 candidatos. Portanto, estas
moléculas estdo aptas a seguirem na préoxima etapa na busca de agonistas, 0

teste in vitro.
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Anexo | — Tabela | com resultados com consenso entre 0s programas.

Molécula N°da | Score Score Posicdo | Posicao
Molé- | GOLD | DockThor | GOLD | DockThor
cula

2609 133,02 | -13,967 1° 7°
i 1366 112,60 | -12,851 9o 71°
|
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Fonte: (SOARES, 2021).
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