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SEVERICHE CASTRO, José Gregorio. Estudo in silico por dinAmica molecular do sistema
canabinoide: receptor de canabinoides tipo 1 e ligantes canabinoides. 2021. 111 f. Tese
(Doutorado em Fisica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

Resumo

Muito tem se discutido, recentemente, acerca do uso da Cannabis medicinal, mas pouco se
conhece do que realmente ¢ o que esta por tras do termo medicinal. E conhecida como Cannabis
Medicinal ja que possui controle de qualidade, cuja producao ¢ padronizada e que atende aos
padrdes internacionais de medicamentos fitoterapicos. O uso medicinal da cannabis refere-se
sobretudo aos usos potencialmente benéficos que podem ser observados em muitas doengas,
pois quase todos os orgdos e sistemas possuem locais onde ela pode exercer o seu efeito por
meio da acdo dos principios ativos da planta (canabindides). Um desses alvos € a proteina CB1,
ela ¢ receptora dos compostos fitocanabinoides canabidiol (CBD) e tetrahidrocanabidiol (A9-
THC) presentes na planta Cannabis sativa. Estudos in vivo com canabin6ides como o CBD no
tratamento da epilepsia, tém demonstrado o potencial terapéutico do composto agonista,
reduzindo os efeitos de doengas como a sindrome de Dravet, Lennox-Gastaut, entre outras. No
entanto, a maioria dos programas de descoberta de drogas baseados em GPCR (receptores
acoplados a proteina G) focam no desenvolvimento de moléculas ortostéricas que competem
com ligantes endogenos. O desenvolvimento de novos ensaios tornou possivel identificar
ligantes ativos que interagem em locais topograficamente distintos do receptor, a saber, locais
alostéricos. Ligantes alostéricos, como CBD no receptor CBI, exercem seus efeitos
modificando a conformacao do receptor, levando a uma mudanga estrutural da proteina e perda
da afinidade a ligantes ortostéricos. Este sitio pode ser alvo para o desenho de novos farmacos,
oferecendo uma nova abordagem para modular o CB1. O estudo de biomoléculas usando
técnicas computacionais tem produzido bons resultados, capazes de orientar estudos
experimentais economizando tempo e recursos. Assim, neste estudo usou-se a dinamica
molecular como ferramenta computacional, fornecendo informagdes sobre o comportamento
dindmico, dependente do tempo, das interagdes do sistema CB1-CBD em ambiente membrana
e agua. O estudo da interagao CB1-CBD foi desenvolvido em duas etapas, diferenciando-se em
que na primeira o objetivo foi determinar o melhor sitio de ligagdo do CBD no receptor, e na
segunda, foi avaliar se 0 aumento do nimero de moléculas de CBD interagindo com CB1, causa
sinergismo entre os ligantes. A partir das duas etapas empregadas concluimos que a estimagao

da energia livre de ligacdo dos complexos e o calculo da contribuicdo dos aminoacidos da



proteina CB1 permitiu determinar que o sitio alostérico 1 € o local de interagdo com as melhores
caracteristicas energéticas e estruturais para a ligagdo do CBD a CB1. A maior contribui¢do a
energia de interagao ¢ feita pelos residuos de aminoacido Arg477 e Ser64 do receptor CB1, cuja
presenca ¢ estdvel em todos os sistemas analisados, interagindo por meio de ligagdes
hidrofébicas e mantendo a afinidade do CB1 com o ligante CBD. As interagdes ndo-covalentes
mais importantes entre os grupos quimicos do CBD e os residuos de aminoacido do CB1 sao
alquil, pi-alquil e pi-pi em forma de T. E o aumento do nimero de moléculas CBD interagindo
com o CBI ndo potencializa o efeito antagonista do ligante, demonstrado pela perda de
afinidade quando outras moléculas sdo adicionadas, assim, o melhor sistema de interagdo ¢

CB1-CBD-AS1 (-14.37 Kcal/mol).

Palavras-chaves: Cannabis. Simulagdo computacional. Energia livre. Docking

molecular. NAMD. Perfil farmacoforico.



SEVERICHE CASTRO, José Gregorio. In silico study by molecular dynamics of the
cannabinoid system: cannabinoid type 1 receptor and cannabinoid ligands. 2021. 111 f.
Thesis (Doctoral in Physics) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

Abstract

A lot has been discussed recently about the use of medicinal cannabis, but little is known about
what really is behind the term medicinal. It is known as Medicinal Cannabis as it has quality
control, whose production is standardized and meets international standards for herbal
medicines. The medicinal use of cannabis mainly refers to the potentially beneficial uses that
can be observed in many diseases, as almost all organs and systems have places where it can
exert its effect through the action of the active principles of the plant (cannabinoids). CB1
protein is the target of the compounds cannabidiol (CBD) and tetrahydrocannabidiol (A9-THC)
present in the Cannabis sativa plant. In vivo studies with cannabinoids such as CBD in the
treatment of epilepsy, have demonstrated the therapeutic potential of the agonist compound,
reducing the effects of diseases such as Dravet's syndrome, Lennox-Gastaut, among others.
However, most GPCR-based drug discovery programs (protein G-coupled receptors) focus on
the development of orthosteric molecules that compete with endogenous ligands. The
development of new, more sophisticated assays has made it possible to identify active ligands
that interact in sites topographically distinct from the receptor, namely allosteric sites. Allosteric
ligands, such as CBD at the CB1 receptor, exert their effects by modifying the conformation of
the receptor, leading to a structural change in the protein and loss of affinity to orthosteric
ligands. This site can be targeted for the design of new drugs, offering a new approach to
modulate CB1. The study of biomolecules through computational techniques has produced
good results, capable of guiding experimental studies, saving time and resources. Thus, this
study used molecular dynamics as a computational tool, providing information on the dynamic
behavior, dependent on time, of the interactions of the CB1-CBD system in a membrane and
water environment. Two steps were used to study the CB1-CBD interaction, differing in that in
the first, the aim was to determine the best CBD binding site in the receptor, and in the second,
it was to assess whether the increase in the number of CBD molecules interacting with CB1,
causes synergism between the ligands. From the two steps employed, we concluded that the
estimation of the free binding energy of the complexes and the calculation of the amino acid
contribution of the CB1 protein allowed to determine that the allosteric site 1 is the place of

interaction with the best energetic and structural characteristics for the binding of the CBD to



CBI1. The greatest contribution to the interaction energy is made by the amino acid residues
Argd77 and Ser64 of the CB1 receptor, whose presence is stable in all analyzed systems,
interacting through hydrophobic interactions and maintaining the affinity of CB1 with the CBD
ligand. The most important non-covalent interactions between CBD chemical groups and CB1
amino acid residues are alkyl, pi-alkyl, and T-shaped pi-pi. And the increase in the number of
CBD molecules interacting with CB1 does not enhance the antagonist effect of the ligand,
demonstrated by the loss of affinity when other molecules are added, thus the best interaction

system is CB1-CBD-AS1(-14.37 Kcal/mol).

Palavras-chaves: Cannabis. Computacional simulation. Free energy, Molecular

docking. NAMD. Pharmacophoric profile.
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1 Introducao teodrica

1.1 Sistema Endocanabinoide

Meédicos e profissionais de diversas areas estudam os beneficios e as interagcdes das
substancias encontradas na planta Cannabis Sativa no organismo. Estas substancias tem grande
importancia no tratamento de doengas neuroldgicas como a epilepsia. Pacientes portadores de
doencas como epilepsia ndo tem um tratamento curativo. Estudo com a Cannabis medicinal
comprovaram a eficacia que pode ter sobre doengas do sistema nervoso. Um dos desafios da
ciéncia ¢ a obtencdo de estruturas quimicas novas que servirdo como agentes terapéuticos. Por
isso as plantas tem sido usadas como fontes de terapias para o homem. O uso terapéutico da
Cannabis ou dos seus derivados é conhecido desde ha anos, no entanto, o estudo das suas
propriedades, seus andlogos, receptores canabinoides e a interagdo com compostos capazes de
inibir ou ativar estes receptores precisa ser atualizado com o intuito de obter um melhor
entendimento e ter opgdes farmacoldgicas no tratamento das doengas associadas a estes

sistemas.

O sistema endocanabinoide (SEC) ¢ um sistema biologico composto por
endocanabinoides, que sao neurotransmissores baseados em lipidios endogenos que se ligam a
receptores canabinoides (CBRs) e proteinas receptoras de canabinoides que sdo expressas em
todo o sistema nervoso central dos vertebrados (incluindo o cérebro) e sistema nervoso
periférico [1, 2]. O SEC esta envolvido na regulagdo de processos fisiologicos e cognitivos,
incluindo fertilidade, gravidez, desenvolvimento pré e pos-natal, varias atividades do sistema
imunoldgico, apetite, sensacdo de dor, humor, memoria e na mediacdo dos efeitos

farmacolégicos da Cannabis [1, 2].

Ilustracio 1. Sistema endocanabinoide: Receptor de canabionoides tipo 1 (CB-1) e tipo 2 (CB-

2), dentro de corpo humano.
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CB-1 Is most CB-2 Is found
abundant in the predominantly in
nervous system the Immune
(brain and system.
spinal cord).

\ You can also find
You can also find CB-2 in the

CB-1 In vital and gastrointestinal
reproductive organs, tract, tonsils, and
connective tissues, thymus gland.
various glands,
gastrointestinal and
urinary tract, and
white blood cells.

Fonte: Modificado de http://iashan.com/index.php/blogoneclip/79-the-ecs.

Dois receptores de canabinoides foram identificados. Os receptores foram nomeados
pela Unido Internacional de Farmacologia Basica e Clinica (International Union of Basic and
Clinical Pharmacology - [IUPHAR), de acordo com sua ordem de descoberta, como receptores
CB1 e CB2 [1]. O CBI1 se encontra predominantemente no sistema nervoso, tecidos
conjuntivos, gonadas, glandulas e 6rgdos. Os receptores CB2 sdo encontrados no sistema
imunologico e suas estruturas (Ilustragdo 1). Algumas células contém tanto receptores CB1 e

CB2, cada um ligado a fungdes diferentes.

Embora o organismo dos vertebrados seja capaz de fabricar seus proprios canabinoides,
como anandamida e 2-araquidonoilglicerol (endocanabinoides), este sistema pode ser
suplementado por fitocanabinoides encontrados em plantas como a cannabis, equindcea e

linhaga [2].

Cannabis (Cannabis sativa) ¢ uma planta que pertence a familia Cannabaceae
(Magnoliopsida, Urticales). O conhecimento das propriedades médicas e psicoativas da
cannabis remonta a 4000 a.c. Todas as diferentes variedades de Cannabis, incluindo a conhecida
como Cannabis indica, pertencem a mesma espécie. Todas as plantas de C. sativa produzem

compostos ativos, mas cada variedade produz estes compostos em diferentes concentragdes e


http://iashan.com/index.php/blogoneclip/79-the-ecs
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proporgdes, que ndo dependem apenas da genética, mas também das condigdes de crescimento

e do clima [3].

O Canabidiol (CBD) e o Tetrahidrocanabinol (THC) sdo compostos naturais
encontrados em plantas do género Cannabis. Conhecidos como fitocanabindides, estes
compostos interagem com os receptores CB1 e CB2 encontrados no sistema endocanabinoide
presente em todas as espécies de mamiferos. O CBD foi isolado pela primeira vez em 1940,
enquanto o THC foi isolado em 1964 pelo cientista Raphael Mechoulam. No nivel mais
fundamental, o THC e o CBD sao diferentes devido a seus efeitos fisioldégicos. O CBD ¢ ndo-
psicotropico e, portanto, nao ilicito, enquanto o THC ¢ psicotropico e ¢ o Uinico composto

derivado de Cannabis que causa a maioria dos efeitos adversos da droga [4].

O THC e o CBD sao dois compostos de uma familia de cerca de 113 canabindides
biciclicos e triciclicos encontrados naturalmente na planta. Tanto o CBD quanto o THC
compartilham exatamente a mesma formula molecular, C21H3002, contendo vinte e um atomos
de Carbono, trinta de Hidrogénio e dois de Oxigénio. Tal como acontece com muitos dos
canabinoides, THC e CBD tém baixa solubilidade em agua, mas boa solubilidade na maioria
dos solventes organicos, particularmente lipidios e alcoois. Tanto o THC como o CBD estao
presentes na cannabis numa mistura de formas acidas, que sao descarboxiladas e quimicamente

alteradas apds o aquecimento [5].

Ilustragéo 2. Esquerda: THC é um agonista parcial potente de CBI1. E esse estimulo que leva
aos principais efeitos psicotropicos do consumo de cannabis. Direita: O CBD ¢ um modulador
alostérico negativo do CBI, por isso muda a forma do receptor CB1, enfraquecendo sua

capacidade de se ligar ao THC.



12

CB1 CB1
RECEPTOR RECEPTOR

Fonte: LIGRESTI, Alessia (2016).

Como um potente agonista parcial do CB1, o THC estimula o receptor CB1 levando aos
efeitos psicotropicos experimentados quando se consome Cannabis. O CBD, por outro lado, ¢
classificado como um modulador alostérico negativo do CB1, significando que ele efetivamente
altera a estrutura do receptor CB1. Essa alteragao torna mais dificil para os agonistas do CB1,

como o THC e outros agonistas endogenos do CB1, estimular o receptor (Ilustracao 2) [6].

Sabendo das intera¢des entre o CBD e THC sobre o receptor CB1, e os efeitos benéficos
do CBD, sao necessarios estudos tedricos e experimentais que ajudem a entender em detalhe o
efeito alostérico de CBD sobre CB1 e como estes compostos juntos (THC e CBD) nas
proporc¢des adequadas poderiam estimular o receptor CB1. Assim, a dindmica molecular surge
como uma alternativa de baixo custo para este tipo de estudos de interagao de proteina-ligantes,
J& que permite estudar as variagdes estruturais e energéticas entre proteinas como a CB1 e os

ligantes CBD e THC.

1.2 Dinamica molecular de proteinas e desenho racional de firmacos

As funcgdes que desempenham as proteinas estdo diretamente relacionadas com sua
estrutura tridimensional. Existem técnicas experimentais como cristalografia por difracdo de
raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN), Espectroscopia de difragdo de néutrons,
capazes de fornecer informagdes da estrutura tridimensional de uma macromolécula com

resolug¢do atomica [7]. Estas técnicas ddao uma visdo estatica de uma biomolécula, o que traz
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informagdes importantes para o inicio das simula¢des por dindmica molecular. Ja a dindmica
molecular é capaz de descrever o movimento das particulas em fungdo do tempo. Assim, pode
ser usada para estudar o comportamento dindmico do complexo CB1-CBD em relacao as
variagOes de geometria molecular, energias moleculares, sitio de ligacdo do ligante na proteina

e energia livre de ligagdo [8-10].
1.3 Simulacio por Dinamica Molecular

O desenvolvimento dos computadores no comeg¢o dos anos 50 e sua aplicagdo a
resolugdo de problemas cientificos, introduziu o que alguns t€ém chamado de 'terceira
abordagem' para a pesquisa cientifica: simulacdo por computador [11]. Esta forma
complementar e alternativa para fazer ciéncia, exerceu um forte impacto sobre praticamente
todos os campos da ciéncia [12-13]. Os cientistas Alder e Wainwright no final dessa década
publicaram um trabalho sobre a dindmica de um conjunto de esferas rigidas usando o método
de Dindmica Molecular (DM) onde simularam as colisOes elasticas entre estas, pelo qual seriam
considerados os pioneiros do método [14]. Na simula¢do por MD sao resolvidas as equagdes

classicas do movimento, ou seja, as equagdes de Newton

Na DM ¢ calculada a resultante das forgas F; agindo sobre cada particula i no instante ¢
em um sistema conservativo (cujo potencial interno ¢ independente das velocidades e do tempo,
e ¢ calculado a partir da derivada do potencial de interagao V(ﬁ]))). Esta for¢a descreve a

interacdo entre as particulas em relagdo a sua posi¢do 7;;

FJ=——V( ) )

sendo (i #j) =1, 2, 3, ... até N, o nimero total de particulas do sistema.
1.3.1 Condigcoes iniciais
Como dito na se¢do 1.2, as posi¢des iniciais dos atomos podem ser obtidas de

experimentos como cristalografia de raios X e ressonancia magnética nuclear. Estas estruturas

sdo depositadas em banco de dados como Protein Data Bank [15]. Caso as estruturas nao



14

estejam disponiveis, em alguns casos € possivel determinar a disposi¢ao geométrica dos atomos
por modelagem de homologia ou métodos ab initio [11].

Além das posig¢des, as velocidades iniciais de todos os atomos devem ser especificadas
para que as equagdes de movimento possam ser calculadas. As equacdes diferenciais de
movimento sdo de segunda ordem e as velocidades podem ser computadas usando uma
distribuicdo de Maxwell-Boltzmann em que a energia cinética do sistema classico ¢

especificada pela temperatura escolhida:
-NkBT = -Zl—lml 2,

sendo N o nimero de particulas, m: e vi a massa e velocidade da particula i,
respectivamente. Para isso se dar € preciso que eu esteja aplicando o teorema de equiparti¢do a
um sistema fisico cuja energia depende de forma quadratica de uma variavel continua. Por tanto,
esse resultado se aplica a sistemas classicos, porque num sistema quantico confinado nunca a

energia vai depender de uma variavel continua

Outro ponto importante é a escolha do passo de tempo (timestep) de simulagdo. Este
depende do evento que esta sendo estudado. Por exemplo, para um evento de estiramento de
ligacdes e deformagdes angulares envolvendo atomos de hidrogénio ¢ recomendavel usar o
timestep da ordem de um femtossegundo (fs) [12]. Deve-se usar 1fs quando se considera a
vibragdo das ligagdes covalentes envolvendo atomos de H. Para usar 2fs deve-se desconsiderar
a vibracao de todas as liga¢des covalentes destes &tomos. Em nosso trabalho foi usado um passo
de tempo de 2 fs porque abrange todos os movimentos e interagcdes entre os &tomos do sistema
em estudo. Valores menores geram longos tempos de simulacdo o que se torna uma limitagao

para a simula¢do computacional.
1.3.2 Potenciais de interacao molecular

Definidas as condigdes iniciais, o passo seguinte é calcular as forcas sobre cada atomo

do sistema. Estas forcas sao calculadas mediante a derivacao do potencial de interagao (Equagao
1). Para isso ¢ preciso definir o potencial de interagdo V (ri j). A escolha dos potenciais de

interagdo intra e inter-moleculares compde uma etapa indispenséavel para a especificacdo correta

do sistema em estudo, j& que primeiramente determinam as for¢as que atuam em cada particula



15

e, por conseguinte, definirdo como o sistema ird evoluir no tempo, para gerar as trajetorias para

analise.

O potencial de interacdo entre duas moléculas pode ser descrito como a soma de
interagdes entre cada par de 4tomos ou sitios de interagcdo, assumindo que estas interagdes
dependem somente da distdncia que separa estes sitios. As intera¢des intramoleculares
relacionadas a deformagao da geometria angular devem ser acrescentadas em caso que sejam
importantes. Entdo, geralmente o potencial de interacdo total ¢ a soma das contribui¢des de

interagdo inter- e intra-molecular.

O conjunto de fungdes que descrevem todas as interagdes de um sistema de a&tomos ou
particulas em simulacdes de mecanica molecular recebem o nome de campo de forca (Force

Field) (ver Equagdo 3) [16]. Os parametros Ky , Ky e Ky s80 as constantes de for¢a da mola

ou de restauragao que mantém esses valores ao redor dos valores de referéncia r e 6,. Estas
constantes representam a altura da barreira de energia entre diferentes estados conformacionais.
Ty, B, € ¢, sdo a distancia, angulo e angulo diedro em um dado momento. O angulo diedro pode
rodar 360° e, ao longo desta rotagdo, apresentar multiplos minimos de energia. Assim, ndo h4
necessariamente, uma Unica geometria de referéncia. O perfil rotacional dos diedros tem a
adicdo do parametro m, que descreve a multiplicidade do diedro (nimero de minimos de
energia) e &,, que diz respeito a mudanga de fase e a localizagdo do maximo de energia ao
longo do perfil da rotagcdo do diedro. As constantes das func¢des de energia podem ser derivadas
a partir de trabalhos experimentais e calculos de mecanica quéntica. A transmissibilidade ¢ uma
propriedade fundamental de um campo de forg¢a, porem em alguns casos, como moléculas
novas, ¢ necessario parametrizar um campo de forca para estas. [17]. A forma geral desses

campos de forca segue a seguinte equagao:

V=Vy+V,+Vigr_i + Vtor—p + Ve + Voaw (3)

Cada termo da equagdo se relaciona com um parametro geométrico, tal como uma
ligacdo quimica, com o potencial de interagdo. Com isto, pode-se avaliar o potencial associado
com uma dada conformacao molecular de equilibrio. Pode-se dizer que um bom campo de for¢a
descreve os estados conformacionais de energia minima, local ou global, mesmo estando o

sistema molecular sob a agdo de forgas externas ou excitagdes térmicas.
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1
=5 Ky, @y = 1)’ @

O termo Vu da equagdo representa o potencial necessario para comprimir ou alongar as

ligagdes quimicas do tipo covalentes.

1
V=5 Kp, (62— 0,)’ 5)
n

V» representa a contribui¢do das ligagdes angulares no potencial.

Ng
1
Vior-i = Ez KGn (6, — 90)2 (6)
n

1
Vtor—p = Ez qun [1+ cos(me, — n)]z )

Viori € Viorp s30 as contribuigdes torsionais que representam os movimentos harmonicos nas
ligagdes angulares diedrais, o potencial de diedros improprios que tem por finalidade manter a

planaridade das moléculas.

4iq;
8
Ve = 4nesoz ®
C2(i)  Ge(if)
vdW - Z [ T'l"lz - 7.6 (9)
=L Tij ij

Os dois ultimos termos Vc e Vywaw representam as contribuigdes das interagdes
envolvendo atomos nao ligados, tais como as pontes de hidrogénio, for¢as de van der Waals e

contribuigdes eletrostaticas coulombianas. No potencial de Lennard-Jones sdo computadas a

12 6

. ~ . gij . gij , . N

interacoes repulsivas (r—”) e atrativas — <r—”> entre pares de dtomos que surge devido a
ij ij

interagdo entre um atomo i € outro j, sendo &;;, ;;, 1;;a profundidade do potencial, a disténcia

na qual o potencial € zero e a distancia entre os &tomos i e j respetivamente. O primeiro termo
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representa o impedimento a sobreposi¢cdo dos atomos, e o segundo simboliza as interacdes de

van der Waals (Figura 1).

Todos estes termos sdo fungdes explicitas das posi¢cdes atdmicas ou conformagdes
moleculares. A diferenca entre os valores das energias de duas conformagdes moleculares deve
ser equivalente a energia experimental observada, que representa a barreira de energia ou a

energia necessaria para mudar de uma conformacao molecular a outra.

Figura 1. Representag¢do dos potenciais de repulsdo e atragdo (Lennard-Jones e Eletrostatico)
entre dois sitios ou atomos nao-ligados em funcdo da distancia entre eles. Os valores positivos
da curva azul (subindo no eixo Potencial) representam forgas de repulsdo para curtas distancias

entre atomos, enquanto os valores negativos (descendo até o ponto de equilibrio &)

representam forgas de atragdo.

A

Lennard - Jones

Potencial

A

Fonte: Modificado de Morgon (2007).
1.3.3 Campo de forca CHARMM

Em mecéanica molecular classica, os campos de forca como CHARMM [18-20], OPLS
[21-22] ou AMBER [23-24] dividlem em duas categorias os termos da energia para uma

molécula especifica; componentes ligados e ndo ligados, como descrito na equacdo (3) para o
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campo de forca CHARMM [18, 21]. Os termos (VH +Vy +Vigr—i + Vtor_p) representam os

componentes ligados, e (Ve + V,,q1/) 0s ndo ligados.

O campo de forga escolhido para desenvolver esse estudo foi o CHARMM versdo 36
(CHARMM36), o qual representa um modelo aprimorado da versio CHARMM?22 para
proteinas [20]. Pode ser empregado para os estudos de modelagem e simulacdo de proteinas,
incluindo estudos de dobramento de proteinas, montagem e mudangas conformacionais
funcionalmente relevantes [20]. O modelo CHARMM36 corrige a propensdo no campo de forga
C22 em superestabilizar os parametros (angulos y (psi) € ¢ (phi)) do esqueleto carbonico

(backbone) das estruturas secundarias a-hélices nas proteinas [20].
1.3.4 Solvente explicito

O solvente de um sistema, em particular a agua, exerce influéncia consideravel sobre a
estrutura do soluto e a termodinamica do sistema. As enzimas, por exemplo, requerem um
elevado grau de hidratacdo para que possam exercer sua fun¢ao bioldgica. Por essa razao, ¢
importante, em simulacdes computacionais de sistemas biomoleculares solvatados recriar o
ambiente aquoso da forma mais precisa possivel, de modo a incluir os efeitos do solvente, seja

pelos métodos implicitos ou explicitos.

O modelo de solvatagao implicita (Figura 2A) ndo considera os graus de liberdade das
particulas que compde o solvente, mas o trata como um meio continuo que contém as
propriedades médias do solvente real, a cada regido ¢ atribuida uma constante dielétrica €; que
representa o solvente. Na solvatacdo explicita (Figura 2B), o solvente ¢ tratado como parte do
sistema, ou seja, como um elemento adicional. Dessa forma, se tem uma melhor descri¢ao das
interagdes intermoleculares que sdo negligenciadas nos métodos implicitos. As interfaces e os
interiores de membranas bioldgicas ndo sdo necessariamente uniformes, isto indica que a

melhor representagdo para nosso caso em estudo € usar o solvente explicito, o qual foi usado.
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Figura 2. Modelo de solvatagdo implicito (A) e explicito (B) usando como proteina receptora

a estrutura tridimensional do receptor de canabinoides tipo 1 (CB1).

A.

Fonte: O proprio autor.

Dentre os varios modelos de agua disponiveis mais utilizados na solvatacao de sistemas
simulados por dindmica molecular tem-se o modelo de 4dgua explicita TIP3P (Transferable
Intermolecular Potential with 3 Points) onde os trés sitios de interacdo correspondem aos trés
centros de massa dos 4&tomos da molécula de dgua. A interagao eletrostatica ¢ modelada usando
o potencial coulombiano e as forgas de dispersao e repulsao usando o potencial de Lennard-
Jones [25-26]. O uso deste modelo em MD reproduz bem os dados experimentais relatados na
literatura por Jorgensen e colaboradores. Nesse estudo eles compararam os valores
experimentais obtidos via difracdo de néutron, da entalpia de vaporizagdo, capacidade calorifica
e propriedades estruturais da agua liquida a 1 atm a 25° C com os valores atingidos nas

simulagdes computacionais [26].

1.3.5 Condicdes periodicas de contorno

Simulacdes de DM sao realizadas com o objetivo de mimetizar um sistema onde o
nimero de moléculas envolvidas em um processo ¢ da ordem do nlimero de Avogadro (6,022
140 76 x 10% particulas). Neste caso, para simular um sistema real é necessaria a utilizagdo de
condi¢des periddicas de contorno [27]. A ideia basica de uma condicao periddica de contorno
¢ replicar a caixa de simulacdo para formar uma rede infinita. Neste tipo de condicdo de
contorno, 4tomos proximos as fronteiras da caixa possuem vizinhos virtuais para interagir. Estes
vizinhos virtuais possuem uma dindmica idéntica aos atomos da caixa de simulagdo real.

Portanto, no decorrer da simula¢do quando um atomo se move dentro da caixa de simulagdo o
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atomo virtual correspondente na caixa de simulagdo vizinha move-se da mesma forma. Assim,
se um atomo 7 “sai” por um lado da caixa sua imagem i’ deve “aparecer” no lado oposto. Com
1sso, o numero total de particulas dentro da caixa central e de suas réplicas se mantém constante

(Figura 3).

Figura 3. Representacdo do raio de corte R em um sistema tridimensional. O raio de corte ¢
tragado a partir de um atomo de interesse i, onde este nao interage com o 4&tomo j € com sua
imagem j’ a0 mesmo instante, muito menos com sua propria imagem i'. O quadrado tracejado

representa a aproximag¢ao de minima imagem e o circulo o raio de corte.
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Fonte: Modificado de Tavares, R. M. (2016).

Para impedir que uma particula i interaja com sua propria imagem i’, ¢ definida uma
aproximac¢ao denominada de “minima imagem” (Figura 3) que consiste em que cada particula
i da caixa central interage com a mais proxima dentro de uma esfera chamada de raio de corte
R (sigla em inglés cut-off), a qual determina a regido em que estdo as particulas com as quais a
particula i pode interagir. Esse raio deve ser igual ou menor do que a metade da aresta da caixa
cubica de simulacdo, de modo que as interagcdes de curto alcance além do raio de corte sdo

ignoradas, isto €, a energia potencial para uma distancia > R vai para 0 (Figura 3) [27].

Para o tratamento de intera¢des de longo alcance a imposi¢ao de um raio de corte ¢é

problematica, ja que influi na conservacao da energia [27-28]. Uma opgao para solucionar esse
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problema ¢ a substituicao das forcas de interacdo entre pares por uma forga efetiva, segundo o
método de soma PME (Particle Mesh Ewald) [29]. Este método consiste em dividir o sistema
em grades tridimensionais. Dependendo da posi¢ao dos atomos do sistema, uma carga ¢
atribuida a cada ponto da grade, entdo a energia eletrostatica ¢ calculada pela adicdo da
somatodria das interagdes de curta distdncia (determinada pelo raio de corte) que sdo
explicitamente calculadas, ¢ a derivada numérica do potencial, a qual € obtida pela transformada
de Fourier (FT) em fungdo da distribuicao das cargas na grade. A for¢a exercida sobre cada

atomo ¢ calculada pela interpolacdo da energia sobre a grade (Figura 4) [30-31].

Figura 4. Esquema 2D que o método de Particulas-Mesh usa na maioria dos métodos baseados
em Fourier. (a) Um sistema de particulas carregadas. (b) Cargas interpoladas em uma grade 2D.
(c) Os potenciais e as forgas sdo calculados em uma grade de pontos usando FFT. (d) Calculo

da forga sobre as particulas.
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Fonte: Modificado de Toukmaji, A. Y., & Board Jr, J. A. (1996).

1.3.6 Dinamica das particulas do sistema

Depois de estabelecer as condi¢des iniciais e a forma dos potenciais, ¢ momento de
movimentar o sistema, sendo necessario determinar as posigdes € velocidades nas etapas
subsequentes. Para isso ¢ preciso resolver as equagdes diferenciais de movimento, que regem o

sistema sob acdo do potencial de interagdo entre as particulas. Considerando que o sistema
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estiver isolado de forgas externas, entdo a soma das energias potencial e cinética do sistema ¢
uma constante, e nestes casos, dadas as posi¢des (7) € as velocidades (ou momento p) iniciais
das particulas, ¢ factivel obter as novas coordenadas das particulas para qualquer tempo, por

meio da resolucao das equacdes de movimento de Newton:
0 = mi + V;Vy(Fy) (10)

Estas sdo equagdes diferenciais de segunda ordem acopladas, onde N é o nimero de
particulas do sistema. Para resolver essas equagdes, sao usadas aproximacoes de diferencas
finitas, onde as implementagdes mais usadas em dindmica molecular sdo os algoritmos de

Verlet e Verlet-velocidade [13].

Dado que a resultante das forcas ﬁi atuando numa particula i no instante de tempo t em

um sistema conservativo (cujo potencial interno ¢ independente do tempo e das velocidades) ¢

N 2 Fit N - , .
uma funcao somente das coordenadas ¥ = % Esta equagdo segue a descri¢do classica de
i

movimento de Newton. No algoritmo de Verlet, se a posi¢ao do centro de massa da particula i
no tempo ¢ é 7;(t), as posigdes nos tempos t + 8t sdo dadas por uma expanssio de Taylor ao
redor de 7;(t).

Do polinomio de Taylor de ordem n em torno de x = x,:

FOO = ) + 1) S0 g prOo S Ly pry G gy

Podemos expressar as posi¢des ao redor do ri (¢) nos tempos t + Jt:

7t + 6t) = 7(t) + 8tH(t) + — l(t) +2C rl(t) + 0(8t%), (12)

7 (t — 6t) = 7:(t) — 6t7;(¢) +2& rl(t) rl(t) + 0(6th) (13)

Se somarmos essas equagdes ¢ possivel eliminar as derivadas de ordem impar e obter

uma expressao simplificada da fungao posicao:

7(t + 8t) = 27,(t) — 7(t — 6t) + %_zﬁi(t) (14)
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A equacdo (14) no instante anterior a ¢ = 0 ndo ¢ definida, para evitar essa situagdo no
comego das simulagdes de dinamica molecular (¢ = () ¢ usada uma aproximagdo dadas as
condigdes iniciais 7;(0) e ¥;(0) [32]. Essa aproximag¢io consiste em substituir # = () na equagio
(12) e truncar até a derivada de segunda ordem. De modo que teremos a posi¢ao no tempo t =

ot como:

- 1 -
7;(6t) ~ 27,(0) + 6tr;(0) + Edtz #(0) (15)

Com as posigdes 7;(8t) € possivel calcular as forgas F (7:(6t)). Logo feito isso, o calculo

sera iterativamente empregando a equagdo (14).

Como alternativa ao método anterior para calcular as posi¢des e velocidades, existe uma
modificacao do algoritmo de Verlet conhecido como Verlet-velocidade [13], este método
requer o calculo da velocidade em um intervalo de tempo intermediario (5t/2).

A equagdo (12) pode ser expandida em fungdo de 7#;(t) , e considerando as derivadas até a

segunda ordem temos:

7,(t + 6t) = 7;(t) + 6tv l(t)+£@ (16)
2 m;

A expressdo para a velocidade v (t + 8t) pode ser expandida em serie de Taylor até a

segunda ordem:

2 2

v;(t + 6t) = v;(t) + 5t (v (t) + LF @; () (17)

Expressamos o termo (vl(t)) em funcao das derivadas de ordem inferior como:

d d d?
aﬁi(t + 8t) = T () + Stﬁ (B:(t)) + C8t2 (18)

2
Da equacao (18) podemos isolar o termo d—z (7;(t)) e substituir na equagio (17),

v;(t + 6t) = v;(t) + 6—— (vl (t + 61)) + (vl(t)) (19)

Reescrevendo a equagdo (19) temos que ¥;(t + 8t) é:
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gﬁ(ﬁ-(t +6t)) s gﬁ(ﬁ-(t))

v.(t + 6t) = v;(t

(20)

Na figura 5 mostra-se um esquema da implementagdo do algoritmo de Verlet-
velocidade. Primeiro, sdo definidas as condi¢des iniciais das posi¢des, velocidades e
aceleracdes. Segundo, calculam-se as novas posigdes no tempo t + &t (Equacao 16). Terceiro,
sdo calculadas as velocidades no intervalo de tempo t + §t/2. Quarto, com as posi¢des no
tempo t+ 6t ¢ possivel calcular as forgas e, com isto, as aceleragdes d(t+ dt) =

—%Vv(ﬁ’(t + 6t) .7y (t + 6t)). Quinto, calcular as velocidades no tempo t + 6t (Equagao 20).

Este procedimento ¢ feito iterativamente desde o segundo passo até o quinto.

Figura 5. Esquema do funcionamento do algoritmo Verlet-velocidade.

Tempo A 1 2 3 4 S

t+ At-
t + At/2-

tt- 06066661 )
hviaa hvia lhivia hL[ivia iVia

Fonte: Modificado de AYME, Lopez et al. (2016)

1.4 Energia Livre de Interacao (LIE): Método e aplicacoes em desenho de farmacos

A energia livre de Gibbs pode ser obtida através de métodos tedricos, embora a obtengao
de estimativas mais precisas envolva um custo computacional muitas vezes proibitivo para
estudos de atracamento molecular em larga escala envolvendo dezenas, centenas ou milhares
de atomos. Alguns dos métodos mais comumente utilizados para calculo da energia livre
incluem o método de perturbagdo da energia livre (PEL) e o método de integracdo
termodinamica (IT), que procuram calcular diferengas entre as energias livres de ligacao entre

ligantes similares [34-35].

Embora esses métodos sejam precisos, o alto custo computacional envolvido limita a

sua utilizacdo. Esses métodos necessitam do conhecimento prévio da estrutura de um complexo
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onde a proteina estd associada com um ligante com estrutura similar ao que se quer estudar.
Além disso, tendem a ter um pior desempenho quando os compostos envolvidos diferem de
muitos atomos e/ou promovem mudancas conformacionais significativas no receptor. Métodos
ainda mais poderosos (conhecidos na literatura como Absolute Binding Free Energies
Methods), e com custos computacionais mais elevados, procuram calcular os valores das
energias livres de ligacdo sem a necessidade de se ter previamente como referéncia o

conhecimento da energia livre de ligacdo de um ligante similar [34-35].

Uma metodologia utilizada para a obtencdo de energias livres de ligagao ¢ a chamada
Energia de Interagdo Linear (LIE, do inglés Linear Interaction Energy), a qual trata de estimar
as energias livres a partir de simulagdes de dindmica molecular utilizando um campo de forga
molecular classico. Os calculos de energia livre com esta metodologia envolvem simulagdes
somente nos estados inicial (ligante em solucdo) e final (complexo receptor/ligante), podendo
reduzir desta maneira os problemas de convergéncia e custo computacionais associados as
técnicas PEL e IT [34, 36-39].

Neste estudo, foi aplicado o método de Energia Livre de Interacdo (LIE) para estimar a

energia de ligacao.

A amostragem associada da DM dos complexos ligante-receptor, que € principalmente
necessaria para gerar médias termodindmicas das energias, também ¢ Util para permitir o
relaxamento estrutural e energético das estruturas. Esta ¢ uma grande diferenga em comparacao
com o uso de fungdes de scoring e oferece vantagens adicionais do uso do método LIE no

caminho de projeto de ligante.

O método LIE analisa a mudanga na energia livre quando o ligante ¢ transferido da
solugdo para o local de ligacdo do receptor solvatado, composta de uma contribui¢ao polar e
nao polar do ciclo termodinamico (Figura 6). Assim, a energia livre de ligacao pode ser expressa
como uma soma dos componentes polares e ndo polares correspondentes da energia livre. Isto
¢ bastante conveniente, uma vez que os campos de forca da mecanica molecular dividem
analogamente as energias potenciais ndo ligadas em componentes eletrostaticos e nao

eletrostaticos.
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Figura 6. Ciclo termodinamico usado para estimar as energias livres de ligagdo com o método
LIE da equagdo 21. Os quadrantes superiores representam dois estados (esquerda: livre,
solvatada na agua; direita: ligado a proteina). Os dois quadrantes inferiores serdo responsaveis
por dois estados intermediarios, ndo fisicos: um pseudo-ligante sem quaisquer interagdes

eletrostaticas (intermoleculares), em seu estado livre (a esquerda) ou ligado (a direita).

A(‘?[Ii rado

¢
o

Y

AG polar

livre ligado

Y
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Fonte: Modificado de DURRANT, Jacob D. (2011)

Além disso, a aproximacao linear ¢ usada para determinar a contribuicao eletrostatica
para a energia livre de ligagdo, enquanto a contribuicdo ndo polar ¢ estimada usando um
parametro derivado empiricamente que escala as energias de interagdo intermoleculares de van
der Waals (Lennard-Jones) das simulacdes MD. Isso foi motivado pelo fato de as energias de
van der Waals soluto-solvente estarem correlacionadas com as mesmas variaveis como energias
livres de solvatagdo hidrofobica (por exemplo, area de superficie acessivel), e que as energias
médias de van der Waals também escalam aproximadamente linearmente com o tamanho do
soluto [36]. Isto levou a uma equagdo aproximada para a energia livre de ligacdo do seguinte
tipo:

AGping = BAVES) + ab(VZY) +y (21)

Onde ( ) indicam médias termodinamicas das energias de Van der Waals (vdw) e
eletrostatica (e/) da interacdo do ligante e do seu meio envolvente (/-s) calculadas com dindmica
molecular. Os A indicam a mudanca nestas médias quando se transfere o ligante da solucao
(estado livre) para o local de ligagdo do receptor (estado ligado). Os pardmetros a, ff € y sdo
conhecidos como fatores de escala para as contribuigdes de energia de ligagao polar e apolar.

Estes sdo obtidos ajustando as energias livres de ligagdo experimentais e estimados por
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simulag@o usando regressao linear para uma série de compostos quimicos com caracteristicas

estruturais semelhantes.

Tabela 1. Valores para o pardmetro S em fun¢do da natureza quimica do ligante.

p Natureza quimica
0.5 Compostos carregados
0.43 Compostos neutros
0.37 Compostos neutros contendo um unico grupo hidroxila
0.33 Compostos neutros com 2 ou mais grupos hidroxila

Fonte: Hansson et al. (1998).

Aqvist e Hansson determinaram um primeiro conjunto de valores refinados para o fator
de escala f em funcdo da natureza quimica do ligante (Tabela 1) com base nos calculos de Free
Energy Perturbation (FEP) realizados para diferentes entidades quimicas [40]. Os valores
correspondem a desvios da teoria da resposta linear, que estdo diretamente relacionados a
capacidade do ligante de participar da rede de ligacao de hidrogénio do solvente aquoso (Tabela
1).

Um conjunto mais detalhado de valores de frep foi proposto com base nas energias
livres de solvatagao estimadas com o método FEP para mais de 200 grupos quimicos [41]. De
acordo com este estudo, o fator de escala f € calculado para um determinado ligante, como uma
contribui¢do ponderada dos correspondentes valores de frep atribuidos a cada grupo quimico

presente no ligante.

A principal vantagem desta nova estimativa do coeficiente £ ¢ a flexibilidade e maior
precisdo, uma vez que os desvios da resposta linear devido a grupos quimicos como amidas,
aminas ou acidos carboxilicos sdo agora explicitamente levados em conta. No entanto, para a
maioria dos compostos normalmente considerados em um processo de desenho de farmaco, os
fatores f estimados sdo proximos aos valores “classicos” mostrados na Tabela 1, o que sera

suficiente para a maioria dos célculos de ligagdo de ligante.

Na derivacao inicial do método LIE, o fator de escala ndo polar foi estimado usando
uma abordagem empirica, através de uma calibragdo em um conjunto de 18 complexos de
proteina-ligante. O valor obtido de a = 0.18 reproduziu com sucesso desde entdo as energias
livres de ligagdo em uma ampla variedade de sistemas ligante-proteina, incluindo ligantes

pequenos e neutros de P450cam, compostos carregados tais como bloqueadores dos canais de
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potassio e mesmo compostos flexiveis tais como peptidomiméticos em proteases asparticas [42-
44].

Finalmente, a fim de estimar as energias livres de ligacdo, um parametro de
compensag¢do y pode ser considerado, embora ndo seja estritamente necessario para o calculo
de afinidades de ligagdo relativas (isto ¢, classificacdo de compostos). O valor desse parametro
foi relacionado a hidrofobicidade do sitio de ligacao e, em qualquer caso, deve ser determinado
empiricamente [44]. Uma excelente concordincia com os dados experimentais ¢ encontrada,
usando os coeficientes padrdo de LIE (a = 0,18, B = 0,33 e y = 0) j4 que em nosso estudo o

ligante CBD possui 2 grupos hidroxila [45].
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2 Modulac¢ao do receptor canabinoide tipo 1
(CB1): analises estrutural e energetico das
interacoes alostéricas usando simulacoes de
dinamica molecular

1. INTRODUCAO

As proteinas de membrana, devido ao seu papel como receptores celulares e mediadores
de sinalizagdo, sdo as principais candidatas a alvos de drogas. Estima-se que mais de 70% dos
medicamentos disponiveis atuem através de proteinas de membrana [1]. A andlise da afinidade
de ligacdo proteina-ligante tem sido amplamente empregada como uma ferramenta no de
desenho racional de medicamentos. Embora métodos eficazes baseados em solvente explicito
para modelagem da ligag@o proteina-ligante globular ja existam ha muitos anos, a extensao de
tais métodos ao estudo da ligacao proteina-ligante no ambiente de membrana celular ainda esté

em sua infancia [2].

Um exemplo dessas proteinas sdo os receptores de canabinodides tipo 1 (CB1),
abundantes no cérebro, capazes de inibir os canais de calcio dependentes de voltagem e ativar
os canais de potassio [3]. Essas proteinas pertencem a familia de receptores acoplados a proteina
G, encontrados nos terminais nervosos central e periférico, que contribuem para a transdugao

de estimulos extracelulares em sinais intracelulares [3].

O CBI ¢ um receptor de compostos canabinoides, como ¢ o caso do Canabidiol (CBD)
e 0 A9-tetra-hidrocanabinol (A9-THC). Estudos in vivo com CBD mostraram que este composto
pode reduzir os efeitos de distirbios neurolégicos, como as sindromes de Dravet e Lennox-
Gastaut [4]. Além disso, foi demonstrado que o CBD pode atuar como um modulador alostérico
negativo (NAM) do CBI; capaz de reduzir a eficicia e a poténcia do THC na sinalizagdo

dependente de CBI1 in vitro [5].

Foram identificados sitios de ligacdo alostéricos distintos do sitio de ligacdo classica
(ortostérica) ao CB1 [6-10]. Varias moléculas, moduladores alostéricos negativos (NAMs) ou
positivos (PAMs) do CB1 foram propostos, acompanhados pela identificagdo de varios sitios

de ligacao alostérica de agonistas e antagonistas [11,12].
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Através do mapeamento in silico usando acoplamento molecular, foi recentemente
descoberto que o CBD ¢ capaz de se ligar a dois sitios distintos (pocket 1 € pocket 3) ao sitio
ortostérico [13]. Apesar da existéncia de estudos experimentais e dados calculados sobre a
interagdo do CBD e do receptor CB1, ndo ha conhecimento sobre modificacdes energéticas e
estruturais que possam causar a ocupagao de mais de um sitio de ligagdo no receptor completo

(CB1) pelo ligante (CBD) num ambiente de membrana POPC.

As caracteristicas alostéricas do CBD podem trazer vantagens, aumentando a
seletividade do ligante do CBD ao receptor, interagindo em locais alostéricos estruturalmente
menos conservados. Além disso, possui um “efeito teto” na fungdo do ligante ortostérico, de
modo que o aumento na concentracdo além da saturacdo do local de ligacdo ao receptor
alostérico ndo aumente a magnitude do efeito alostérico (prevencdo de sobredosagem) [14].
Assim, o estudo de como as interagdes alostéricas do CBD podem influenciar a ligacao
ortostérica no CB1 e saber qual seria o melhor local para a fungdo alostérica do CBD seria
relevante para a potencializagdo do efeito terapéutico do CBD e o desenho racional de

moléculas miméticas a este ligante.

Para isso, como alternativa as técnicas experimentais, sao encontrados os estudos in
silico, que permitem analisar as interacdes entre os atomos das proteinas alvo e os ligantes de
interesse, sendo um método nao invasivo e sem colocar a saude dos individuos em risco,
reduzindo o tempo e custos da pesquisa [15]. Um exemplo de analises in silico sdo aquelas que
empregam simulacdes de dinamica molecular (DM), que descrevem a evolugdo temporal do
sistema a partir do potencial de interacdo entre atomos e a solucdo da segunda equacdo de
Newton.

Como ponto de partida para estudos de dinamica molecular, as técnicas de raios-X ou
RMN sao importantes, pois fornecem as coordenadas necessarias para executar as simulagoes,
gerando os valores das médias temporais, coletadas durante o experimento e ao final em uma
simulacdo de DM. No entanto, essas técnicas experimentais ndo analisam as interagdes
dindmicas entre a proteina, ligante, lipidios e aguas que influenciam os varios estados que pode

passar o sistema proteina-ligante [16-18].

Baseados no exposto anteriormente, no presente estudo foram avaliadas as interagdes

do CBD no sitio ortostérico e dois sitios alostéricos do receptor CB1 usando simulag¢des de
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dindmica molecular, analisou-se o efeito do ambiente membrana POPC nessas interagdes, assim
como foi determinado o impacto das ligagdes ortostéricas e alostéricas na estabilidade e
afinidade das interagdes formadas quando mais de um CBD estd interagindo com CB1. Todas
estas analises foram feitas objetivando extrair dados estruturais que possam ser uteis na

proposta de novos farmacos com caracteristicas alostericas mimetizando o efeito do CBD.

2. METODOLOGIA
2.1 Obtencio do receptor e ligante

A estrutura cristalina de alta resolu¢ao do receptor canabindide 1 humano foi obtida do
banco de dados PDB (Protein Data Bank) com o cddigo de acesso SU09 [19, 20]. Para o uso da
proteina no trabalho, os ligantes associados a estrutura foram removidos e os atomos de
hidrogénio foram adicionados através do programa PyMOL Molecular Graphics System,
Versdao 2.0 Schrodinger, LLC. Devido que algumas partes da CB1 estavam quebradas, a
estrutura tridimensional completa foi determinada usando o webserver Phyre2 [21]. Este
webserver ¢ um conjunto de ferramentas disponiveis na Web para prever a estrutura 3D da
sequéncia de aminoéacidos da proteina alvo. As diferengas estruturais entre a estrutura CB1
extraida do PDB e a modelada sdo mostradas na Figura 1.

Figura 1. Comparagao estrutural através do alinhamento e calculo do RMSD (C e D) entre as
proteinas 5U09 (A) (estrutura tridimensional determinada experimentalmente) e o modelo

gerado usando Phyre2 a partir da sequéncia Fasta 5U09 (B).

=
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e
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Fonte: O proprio autor.
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Tabela 1. Resultados da analise de qualidade do modelo tridimensional da proteina CB1 gerado

pelo simulador online Phyre?2.

Proteina Modelo 3D (Phyre2) Analises Ramachandran Analises PROSA ERRAT
Confidencia Minimo %  Molde Permitido General Nao-permitido
minima id
CBl1 100 30 20 91.9 6.4 1.7 -4.02 92.46

Fonte: O proprio autor.

A qualidade do modelo da CB1 obtido com Phyre2 (Tabela 1) foi mensurada pela
avaliacdo da geometria e estereoquimica, distribuicdo de energia e outras caracteristicas do
modelo 3D usando o pacote de andlise PRoSA (Analise de Estrutura de Proteinas)
(https://prosa.services.came.sbg.ac), ERRAT (http://services.mbi.ucla.edu/ERRAT/), anélises
de Ramachandran (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) e Verify3D (http: / /
/services.mbi.ucla.edu/Verify 3D/).

A estrutura 3D da proteina CB1 obtida a partir do programa Phyre2 foi prevista com
100% de confianca e identidade do 30% ao femplate ou proteina modelo empregada pelo
software. A andlise de qualidade usando o teste de Ramachandran computado com software
online PROCHECK mostrou 98% dos residuos de aminoacidos realizam ligagdes favoraveis
dentro da proteina o que indica que a estrutura da proteina tem boa qualidade, sem

impedimentos estéricos entre as cadeias laterais dos residuos de aminoacido.

O ligante Canabidiol (Figura 2) foi obtido da base de dados ZINC [22], com o c6digo
de acesso ZINC04097406. A estrutura do CBD foi otimizada usando o método AM1 empregado
pelo programa MarvinSketch [23]. A topologia e os parametros do campo de forga (ligado e

ndo ligado) para o CBD foram obtidos usando a ferramenta da web SwissParam [24].
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Figura 2. Estrutura tridimensional do ligante Canabidiol (ZINC04097406) obtida do bando de
dados ZINC.

Fonte: O proprio autor.

2.2 Docking Molecular

Antes das simula¢des por DM devem ser montados os complexos receptor-ligante
usando o método de acoplamento molecular para calculo das afinidades de ligagdo e escolher a
melhor posi¢ao do ligante a ser empregada para estudo com dindmica molecular. Por tal motivo,
para o estudo de acoplamento foi utilizado o programa AutoDock Vina [25, 26], que determina
o sitio de interagdo entre as cadeias de aminoécidos da proteina receptora e o ligante, isto, a
partir do calculo da energia de afinidade usando um método de busca e uma fun¢ao de avaliagdo.
O método de busca que o programa AutoDock Vina emprega ¢ conhecido como estocastico,
onde a exploragdo das diferentes orientacdes e conformacgdes possiveis para o ligante no sitio
de ligacdo do receptor alvo ¢ feita de tal forma a se obter diferentes resultados para distintas
posicdes como saida para um mesmo estado inicial de entrada do ligante, onde o melhor valor
da afinidade esta associado a posi¢ao que mais se repete [25, 26]. Este método empregado pelo
AutoDock Vina ¢ adequado e comumente utilizado para a interagdo receptor-ligante, como € o

caso do nosso sistema de estudo CB1-CBD.

Conforme mencionado na introdug@o deste capitulo, por meio do mapeamento in silico
usando docking molecular, foi recentemente descoberto que o CBD pode se ligar a dois locais
distintos (pocket 1 e pocket 3) ao sitio ortostérico [13]. Porém, ndo hé conhecimento sobre
modifica¢des energéticas e estruturais que podem causar a ocupacao de mais de um sitio de

ligag@o no receptor CB1 pelo ligante CBD usando simula¢des de dinamica molecular.
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Assim neste capitulo, foram utilizadas duas etapas para o estudo da interagdo CB1-CBD,
diferenciando-se em que na primeira o objetivo foi determinar o melhor sitio de ligagdo do CBD
no receptor, € na segunda, o objetivo foi determinar se aumentando o niumero de moléculas de
CBD interagindo com CBI1, existia sinergismo entre os ligantes. Cada etapa contém suas

respectivas analises de docking e simulagdes por dinamica molecular:

2.2.1 Primeira etapa

No docking, a proteina receptora CB1 ¢ considerada rigida e os graus de liberdade do
ligante CBD sao explorados dentro de cada uma das grids (caixas ctbicas) localizadas nos sitios
de ligacdo previamente definidos (sitios alostéricos e ortostérico). O centro de cada grid foi
definido pelas seguintes coordenadas xyz: (1) pocket OS (centro-x = 20,97A; centro-y = -2,08 A
e centro-z = -8,59A), pocket AS1 (centro-x = 19,53A; center-y = 1,83A and center-z = 17,74A)
e pocket AS3 (center-x = 29,61A; center-y = 13,87A e center-z = -16,38A). As nove melhores
posigdes do ligante sdo armazenadas pelo programa de docking empregrado (AutoDock Vina)
e a energia de afinidade calculada pela fun¢do de pontuacgdo foi usada para escolher a melhor

pose de CBD nos sitios analisados [26, 27].

Foram realizadas trés dockings direcionados: (1) CBD ligado ao sitio ortostérico (OS);
(2) CBD ligado ao sitio alostérico 1 (AS1) localizado na regido transmembranar que inclui os
residuos conservados Trp241, Phe237 e Hys154; (3) CBD ligado ao sitio alostérico 3 (AS3)
que inclui residuos de aminoacidos como Cys98 e Cys107. As posicdes dos sitios alostéricos
foram baseadas no estudo do mapeamento in silico dos sitios de ligagao alostérica no receptor

CB1[13].

2.2.2 Segunda etapa

Trés sistemas proteina-ligante foram configurados para as simulagdes por DM, o
complexo 1 (CB1-CBD-AS1): uma molécula CBD ligada no sitio alostérico 1 (AS1) (tomada
da ETAPAL1), complexo 2 (CB1-CBD-OS-AS1): dois CBD ligados a CB1, um no sitio
ortostérico (OS) e outro no sitio AS1; complexo 3 (CB1-CBD-0OS-AS3): dois CBD ligados a
CB1, um no sitio OS e outro no sitio alostérico 3 (AS3); e complexo 4 (CB1-CBD-OS-AS1-
AS3): trés CBD ligados a CB1, um CBD ocupando cada sitio (OS, AS1 e AS3).
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2.3 Simulacées por dinimica molecular em caixa de agua

As coordenadas dos complexos gerados da primeira etapa no docking molecular foram
usadas para rodar as simulagdes em caixa de 4gua, com o objetivo de determinar o papel do
ambiente de membrana POPC nas interagdes do sistema canabinoide em estudo. Para a
solvatacdo de cada sistema foi realizada utilizando o modelo de agua TIP3P, considerando que
a distancia entre o final da proteina e o limite da caixa de simulagio era > 15 A em cada diregdo.
Para manter a neutralidade da carga total das moléculas do sistema, 187 moléculas de cloreto
de sodio foram usadas como composto id6nico que em contato com a agua ficam em forma de
ions devido a forca eletrostatica exercida pelas moléculas de H20. Apods 1000 etapas de

minimizag¢do, a dindmica foi executada por 100 ns.

2.4 Simulacées por dinimica molecular em bicamada lipidica de POPC

Para as simulagdes de dindmica molecular, foram selecionadas as conformagdes de
menor energia de cada docking (primeira e segunda etapa). Foram realizadas as simulagdes
dentro de cada etapa e como controle foi feita uma simulagdo da proteina individual sem o
ligante. Utilizamos o pacote de simulacdo de dindmica molecular NAMD 2.9, usando o campo
de forca CHARMM36 [28], que pode ser usado para proteinas, lipidios e o modelo de dgua
TIP3P.
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Figura 3. A. Perspectiva completa das estruturas de partida para simulacdes de MD em
membrana POPC. CB1 mostrado em cartoon na cor arco-iris. Camada lipidica superior e
inferior mostrada em cinza. Modelo de dgua TIP3P mostrado em azul e ions mostrados em
forma de bolas, cor laranja para Cl- e cor amarela para Na +. B. Ligante CBD mostrado em
forma de stick de cor verde em interagdo com os residuos Arg477 e Ser64 no sitio alostérico 1

da proteina CB1.

i : A. B.

ol 3 ' P
v J ’ Sitio AS1 no receptor CB1

e |

POPC Membrana

TIP3P Agua

Fonte: O proprio autor.

A inser¢do e orientacdo do receptor CB1 na bicamada lipidica 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicerol-3-fosfocololina (POPC) foi guiada pelos residuos de aminoacidos P113, F180, R186,
G254, D272, F368 ¢ K376 da regido intramembranar da proteina e que estdo mais proximas da

regido extramembranar [13] (Figura 3).

O servidor web PPM para posicionamento de proteinas em membranas foi utilizado na
validagdo dos dados. Este servidor calcula as posigdes rotacionais e translacionais das proteinas
transmembranares e periféricas em membrana usando sua estrutura 3D (arquivo de coordenadas

do PDB) como entrada [29].

O tamanho da bicamada foi determinado pela proteina receptora, que foi de =30 A entre
a proteina e o limite da membrana na direcdo dos eixos X e Y. O tamanho da membrana foi de

130 A no plano XY, contendo 205 moléculas de lipideo por monocamada (Figura 3). A
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bicamada foi criada usando o programa VMD (Visual Molecular Dynamics) com a ferramenta

Membrane Builder [30].

A solvatagdo de todos os sistemas foi realizada usando 4gua cujo modelo utilizado foi o
TIP3P, considerando que a distancia entre o final da proteina e o limite da caixa de simulagao
era > 15 A em cada direcio. Um total de 31.863 moléculas de 4gua foram adicionadas. Para
manter a neutralidade da carga total do sistema, as moléculas foram usadas como ions 187
moleculas de cloreto de sodio (Figura 3). A inser¢do dos ions foi realizada com a ferramenta

Autoionize do VMD.

A simulagdo de cada complexo na bicamada lipidica foi dividida em quatro etapas,
conforme descrito abaixo:

a. Movimentagdo das caudas lipidicas: uma simulagdo em que tudo (4gua, ions,
proteinas, ligantes, grupos da cabega lipidica), exceto as caudas lipidicas, ¢ fixado. Dessa
maneira, induzimos o distirbio apropriado de uma bicamada do tipo fluido. Nesta parte, o
NAMD executa 1000 etapas de minimizacao, reinicia as velocidades e, em seguida, executa a

dindmica por 0,5 ns (usando um passo de tempo de 2 fs).

b. Minimizagdo e equilibrio com restricdo de proteina e ligantes: nossa segunda
execucao com NAMD foi uma “minimizagdo”, que simplesmente guia o sistema para o minimo
de energia local mais proximo no espaco de configura¢do. A minimizacao foi seguida por um
equilibrio com a proteina e o ligante restringidos, de modo a permitir que o ambiente relaxasse

primeiro. A execu¢ao dindmica por 0,5 ns (usando uma etapa de 2 f5s).

¢. Equilibrio sem restri¢des: apds minimizacao e equilibrio com a restri¢do de proteinas
e ligantes, esperamos ter um sistema no qual os lipidios estejam bem compactados em torno do
complexo, enquanto a dgua nao entrou nas regides proibidas. Logo, passamos a liberar as

restricdes harmonicas apos equilibrar todo o sistema e submetemos a simulagdo por 10 ns.

d. Execugdo da produgdo: Apods equilibrar o sistema, a simulagao foi submetida durante
100 ns [31].
As simulagdes em POPC e caixa de agua foram realizadas a 310 K e pressdo de 1 atm

mantendo constante o nimero de particulas (N), pressdo (P) e temperatura (T). Para as
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interagdes nio ligadas, o ponto de corte (cuttoff) foi ajustado para 12 A e, para o longo alcance,

foi usado o método Mesh Ewald Particle (PME) [31].

Realizamos simulagdo por dindmica molecular do ligante livre (CBD) em agua. As
condi¢des de simulagdo do CBD em dgua sdo as mesmas do ligante ligado a proteina.
Figura 4. Temperatura (A), pressao (B) e energia total (C) do complexo receptor canabinoide
tipo 1 CB1-CBD ligado ao sitio ortostérico (OS), sitio alostérico 1 (AS1) e sitio alostérico 3

(AS3) apds simulacao de dindmica molecular em POPC na etapa de produ¢do durante 100ns.
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Fonte: O proprio autor.

2.5 Analise de dados

Apds as simulagdes, os resultados foram analisados inicialmente com o plugin NAMD
Plot incluido no software VMD. O plugin gerou graficos temporais com as informagdes da
energia total, temperatura, pressao (Figura 4). Os valores de energia elétrica e de van der Waals

entre o ligante e sua vizinhanga nos estados livre e complexo foram calculados usando o plugin

NAMD Energy (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores da média das energias Eletrostaticas e Van der Waals (Kcal/mol) entre o

ligante (1) e sua vizinhanga (s) no estado ligado e ndo ligado.

Estado Y Energia Eletrostatica Energia Van der Waals
POPC OS (Vi—shigado -7.92 -47.31
Membrana
ASI Vi—shigado -27.14 -39.99
AS3 (Vi—shigado -18.73 -42.25
Caixa de (0N} (Vi—shigado -2.04 -15.82
Agua
ASI Vi—shigado 8.88 -6.13
AS3 (Vi—shigado 1.18 9.55
(Vl—s)néo ligado -15.81 19.05

Fonte: O proprio autor.

O célculo da energia livre de ligagdo foi realizado pelo método de energia de interacao
linear, este método fornece estimativas das energias de ligacdo e livres de hidratacdo com baixo

esfor¢o computacional. A expressao da energia livre de ligagdo ligante-proteina é dada por:

AGBind = ﬁ((Vle—ls)ligado - (Vle—ls>néo ligado) + a((Vlv—dsW)ligado - (Vlli(isw)nﬁo ligado) + Y (21-1)

onde (V& )y e (V}74)y sdo os valores médios das interagdes eletrostiticas e van der
Waals entre o ligante (I) e seu entorno (s) no estado do ligante Y, que pode ser livre em
solucao ou ligado a proteina. Os parametros e a sdo, respectivamente, fatores de escala das
energias de Van der Waals e eletrostatica e y € um termo constante. Eles sdo dependentes da
natureza quimica do ligante; no caso do CBD, ¢ um composto neutro com dois ou mais grupos

hidroxila, assim os valores assignados para os pardmetros sdo B =0.33, 0 =0.18 e y =0 [32].

As propriedades macroscopicas obtidas por dindmica molecular sdo extraidas do
sistema no estado de equilibrio termodindmico. O conjunto de trajetérias em equilibrio ocorre

quando ha convergéncia da energia total e consequente diminui¢ao na variacdo estrutural.
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Apods confirmar a estabilizagdo do sistema (Figura 4), as alteracdes sofridas pela
estrutura da macromolécula (CB1) e do ligante (CBD) durante a trajetéria dindmica das
simulagdes foram analisadas por RMSD (desvio quadratico médio). Foram gerados graficos da
flutuagdo quadratica média (RMSF), permitindo determinar a variagdo da distancia por cada

residuo de aminoécido do esqueleto da proteina.

Em seguida, as interagdes de cada sistema foram analisadas apds o docking molecular
e simulagdes por DM. Foram feitos graficos das distancias entre os principais residuos de cada
sitio de interacdo do receptor. Esses graficos foram feitos com o objetivo de capturar a variagao
dessas distancias ao longo do tempo. Além disso, a contribui¢do da energia de interagdo por
residuo de aminodcido e a energia livre de ligacdo total para todos os complexos foram

calculadas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Primeira Etapa

Nos ultimos anos, diferentes moléculas foram propostas para atuarem como
moduladores alostéricos positivos (PAMs) ou negativos (NAMs) para CB1 [33]. A presenga de
sitios alostéricos diferentes do sitio ortostérico em que agonistas e antagonistas se ligam foi
proposta. Além disso, foram feitas tentativas para identificar estruturalmente a localizagao dos
sitios de ligagdo de PAMs e NAMs no CBI1 [33]. Assim, neste estudo usando técnicas de
modelagem e dinamica molecular foi avaliada a interacdo entre o CBD e diferentes sitios no
receptor CB1. Além disso, foi estimada a energia livre de ligacdo e o comportamento dindmico
da interacdo do CBD em dois sitios alostericos em um mesmo estudo, assim como o numero de

moléculas de um mesmo ligante podem influenciar estas interacdes.

A maioria dos estudos usando o receptor CB1, emprega a proteina incompleta, sem a
regido extramembranar [34, 35, 36, 37], o que pode diminuir o custo computacional, mas
desconsidera o efeito que essa parte externa relevante do receptor CB1 pode ter nas interagdes
com o ligante CBD. Apesar que a regido fora da membrana em CB1 ndo participe da interagao
com ligantes aldstericos como CBD, estd envolvida na criagdo de complexos de sinalizagao
envolvidos no sinal extracelular e a estabilidade estrutural desta regido pode influenciar a
resposta intracelular causada pela interagdo CB1-CBD [38]. Por isso, neste estudo as
simula¢des por DM dos complexos CB1-CBD foram realizadas usando a proteina completa,
tanto a regido intermembranar quanto a extramembranar, o que aumenta a similaridade das

interacoes CB1-ligante no ambiente fisioldgico.

O docking molecular realizado pela Autodock Vina gerou um total de 9 modelos com
modo de ligacdo previsto entre o CB1 ¢ o ligante de canabidiol nos trés sitios escolhidos para
o estudo. Os melhores modelos para cada docking foram selecionados de acordo com os
resultados da fun¢do de pontuacdo de afinidade (kcal/mol) (Figura 5). Para identificar o
comportamento dindmico da proteina quando complexada com o CBD nos sitios especificos, a
dindmica molecular foi realizada e os complexos atingiram um minimo de energia estavel na

fase de producao (Figura 4C).
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Figura 5. Modo de ligacdo estrutural entre o receptor canabinoide tipo 1 (CB1) e o canabidiol
no sitio ortostérico, sitio alostérico 1 e sitio alostérico 3. A forma dos bastdes representa o
ligante do Canabidiol (magenta e preto), a estrutura verde em cartoon representa a proteina

CB1, a superficie azul ¢ a caixa de 4gua e a superficie marrom ¢ a membrana POPC.

Sitio Alosterico 3

Sitio Alésterico 1

Fonte: O proprio autor.

Além disso, a temperatura do sistema permaneceu estavel durante toda a fase de
produgdo (Figura 4A). Esses resultados demonstram que o protocolo de simula¢do dindmica
molecular utilizado foi adequado e encontrou a conformagdo de energia minima global nos
complexos estudados. Assim, 100ns de simulacdo foi o tempo correto para investigar a
estabilidade dos CBDs ancorados nos locais estudados e a acomodagdo da cadeia proteica ao
redor do ligante, devido a que foi observada estabilidade energética durante a simulagdo e nao

houve expulsao do ligante dos locais de interagao.



47

Figura 6. Perfil farmacoforico do complexo CBD-CBI1 apos docking molecular. (A) CBD
ligado ao sitio ortostérico (OS); (B) CBD ligado ao sitio alostérico 1 (AS1) e (C) CBD ligado
ao sitio alostérico 3 (AS3). A cor das bolas e linhas indica o tipo de interacao entre o CBD ¢ as
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos do CB1.
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Figura 7. Perfil farmacoférico do complexo CBD-CB1 aos 50 ns e a os 100ns de simulacao
por dindmica molecular em membrana POPC (A e B) CBD ligado ao sitio ortostérico (OS); (C
e D) CBD ligado ao sitio alostérico 1 (AS1) e (E e F) CBD ligado ao sitio alostérico 3 (AS3).
A cor das bolas e linhas ponteadas indica o tipo de interagdo entre o CBD e as cadeias laterais

dos residuos de aminoacidos do CB1.

SER
R:467 o 0s A. ﬂ\ - B
SER
R:467
LEU {
R:464 | LEU J
4 PHE R:464 Hi PHE
H R:456 ASP ! VAL R:456
i = R:75 ; R:108
LEy  R:108 : p ILE
. :;%5 e F{‘LSEI R:105 RPTUEI PHE SER [GLY ' Rig1
R:463 GLY ‘ ‘ 832 Rl G MET
R:78 R:15 PHE
SeR R b <
PHE 5 : LYS R:463 pHE
o~ R:112 R:111 R:104 R:112 TRP
R:433 R:433
N TE
R:71 Ria2s ey AS1 C. SER ILE LEU
7 R:64 R:425 :
o R:422
R:65
q
D\
TYR
R:474 ARG i
R:477 SER
PHE R:478 :
- R:67 b PHE
" h
Ries THEY ¢ LEU o -
Ria21 ; o b ILE R:418
R:418 R:68 e
SER LEU
R:64 R:71 3
P R:119
R:414 ARG
TYR R:477
ARG R:474
R:417
AS3 E. F.
LEU LEU
R:36 i " R:36
VAL o R01 |
R:33 & 4
THR
R:37
HSE LEU :
R:90 R:29
VAL HSE LEU
R:33 R:90 R:29
50ns
100ns
Interactions
D van der Waals |:| Alkyl

Ij Conventional Hydrogen Bond :’ Pi-Sulfur |:| Fi-alkyl

Fonte: O proprio autor.



49

Figura 8. Perfil farmacoférico do complexo CBD-CB1 aos 50 ns e a os 100ns de simulagao
por dinamica molecular em caixa de agua (A ¢ B) CBD ligado ao sitio ortostérico (OS); (C e
D) CBD ligado ao sitio alostérico 1 (AS1) e (E e F) CBD ligado ao sitio alostérico 3 (AS3). A
cor das bolas e linhas ponteadas indica o tipo de interacdo entre o CBD e as cadeias laterais dos

residuos de aminoacidos do CB1.
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A interagdo do CBD com o CBI foi analisada ap6és docking e dinamica molecular
(Figuras 5-7); a ligacao do CBD no sitio ortostérico do CB1 mostrou interagdes com residuos

de aminoacidos hidrofobicos como Phe82, Leu464, Val108 (Figura 6A e Figura 7A-B).

A interacdo do canabidiol no local alostérico 1 do CB1 mostrou a participagao da regido
transmembranar, como foram os residuos hidrofobicos e ndo polares 11e68, Leud18, Tyrd74,

residuo polar nao carregado Ser64 e o residuo polar com carga positiva Arg477 (Figura 7C-D).

A ligacao do CBD no sitio alostérico 3 do CB1 mostrou a participagdo de residuos com
cadeia lateral apolar como Val33, Phe89 e Phe86 (Figura 6C); e foram observados residuos

com carga positiva e cadeia lateral polar como HSE90 (Figura 6C e Figura 7E-F).

A partir do perfil farmacoforico feito para o CBD em cada sitio de ligagdo no CBI,
foram identificadas as regides do CBD ligadas ao receptor, bem como os residuos do receptor
envolvidos em cada ligagao (Figura 6-8). Varias ligacdes como Van der Waals, ligagao de
hidrogénio-carbono, Pi-Pi em forma de T, Pi-Pi Stacked, Cation-PI, Pi-alquil e alquil foram

encontradas nas andlises farmacoforicas (Figura 6-8).

Os perfis farmacoforicos mostraram que, embora na vizinhanca do ligante CBD haja
aminoacidos com caracteristicas hidrofilicas, quando as interagdes sao medidas, o que leva em
consideracdo o angulo e a distancia dos aminoacidos, aproximadamente 80% das interagdes sao

hidrofdbicas incluido anéis aromaticos em todos os sitios analisados.

Além disso, quando a andlise farmacoforica foi realizada no meio e no final da
simula¢do da dindmica molecular, observa-se que na caixa de dgua, embora o numero de
interagdes de Van der Waals aumente, o ligante CBD ¢ estabilizado principalmente pela
presencga de interacdes tipo hidrofobicas alquil e pi-alquil com a cadeia lateral dos residuos de
aminodacidos (Figura 8). Estes resultados corroboram que na interface de complexos proteina-
ligante interagdes aromadticas sdo chaves na estabilidade e afinidade molecular [39]; e no
sistema CB1-CBD, as interagdes ndo-covalentes mais importantes na interagdo entre os grupos
quimicos do CBD e os residuos de aminoacido do CB1 sao alquil, pi-alquil e pi-pi em forma
de T. Como tem sido citado na literatura [39] e corroborado neste estudo, estas interagdes sao
responsaveis pela afinidade do ligante a macromolécula alvo, reduzindo sua dissocia¢do do

local de interagdo principalmente no sitio AS1.
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A presenca de residuos hidrofobicos nos sitios alostéricos (Figura 6-8) pode ser
explicada a que embora o sitio seja o local de ligacdo mais exposto na proteina, ¢ uma regiao
de interacdo com a membrana POPC. Além disso, CB1 ¢ uma proteina de membrana integral
tipo GPCR com uma por¢ao consideravel da proteina incorporada na membrana [40]. O pocket
AS1 ¢ considerado sitio de interacdo ao colesterol, ajudando a controlar fungdes como ligacao,
sinalizacdo e trafico de moléculas ligantes. E estdo presentes residuos de aminoacidos como

Phe, Lys, Val, conforme relatado neste estudo e outros [13,41].

Tabela 3. Energias livre de ligagdo (kcal /mol) calculadas mediante simulagdes por dindmica
molecular para a interagdo entre CB1 e o CBD nos sitios analisados

SiTIO AG)igacao(pm)(Kcal /mol)
POPC AGUA
oS -93+0.05 -1.7£0.06

AS1 -14.4+2.03 3.6 £0.21
AS3 -11.9+1.08 3.8+0.18

Fonte: O proprio autor.

A partir de tentativas de incluir a flexibilidade da proteina durante o docking molecular
classico, o desenvolvimento de tecnologias de hardware e novas técnicas computacionais de
DM tem permitido cada vez mais simular movimentos conformacionais [42]. Assim, a melhor
posi¢ao do CBD nos diferentes locais analisados foi verificada com os valores de sua funcao
de pontuagdo de afinidade gerada no docking molecular. Esses complexos montados a partir do
docking foram usados para analisar a intera¢do receptor-ligante por meio da dindmica
molecular, mas as energias geradas pela fung¢do de pontuacdo do Autodock Vina foram

desconsideradas.

A energia de afinidade gerada no docking nao pode ser comparada com a energia livre
de ligac@o (4G gacan(pm)) calculada apos as simulagdes de dindmica em POPC ou dgua (Tabela
3), pois os programas de docking subestimam a afinidade de ligacdo em complexos com altas
afinidades experimentais e vice-versa, tais como demonstrado em outros estudos com CB1 e
CBD [43,44]. Além disso, os valores de afinidade obtidos por dindmica s3o mais precisos
porque vém do célculo dos movimentos dos atomos no sistema CB1-CBD ao longo do tempo

pela integragdo das equagdes de movimento de Newton (mecanica classica) [42,45].
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O sitio alostérico 1 (AS1) foi encontrado como o melhor sitio para liga¢do do CBD no
CBI1 a partir do valor de AGp;nqpm) igual a -14,4 kcal/mol, seguido pelo sitio alostérico 3 (-
11,9 kcal/mol) e o ultimo foi o sitio ortostérico (-9,3 kcal/mol) nas simulagdes de POPC (Tabela
3). No caso de simulagdes em caixas de agua, as energias AGpinq(pm) apresentaram valores
positivos para os sitios alostéricos (AS1 =3,6 kcal/mol e AS3 =3,8 kcal/mol), e um valor

negativo foi obtido para o sitio ortostérico (-1,73 kcal/mol) (Tabela 3).

Figura 9. Energia de intera¢do por residuo de aminoacido do CB1-ligante CBD, calculada a
partir das simulagdes por dindmica molecular dos complexos em membrana POPC e caixa de
agua. (A e D) CBD ligado ao sitio ortostérico (OS); (B e E) CBD ligado ao sitio alostérico 1
(AS1) e (E e F) CBD ligado ao sitio alostérico 3 (AS3). Residuos de aminoacidos com alta

contribuicdo ao valor da energia (Contribui¢do < -1.0Kcal/mol) foram identificados.
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Além da energia livre de ligacao calculada entre o0 CBD e o receptor, a decomposicao
de energia de interagdo de cada residuo de aminodacido foi realizada nas proximidades dos sitios
estudados em CB1 (distincia menor que 4A), objetivando identificar os residuos que sdo
importantes para a interacdo dos complexos CBI1-ligante em cada ambiente (POPC e agua)

(Figura 9).

Os residuos com maior contribui¢do energética foram identificados dentro da figura
(Figura 8); os residuos Vall08, Phe82, Leu464 e Cys463 apresentaram a maior contribui¢ao
energética no sitio ortostérico, tanto nas simulagcdes de membrana POPC como em caixa de
agua (Figura 9A e 9D). Quando CBD foi ligado no sitio AS1, os residuos Arg477, 11e68, Ser64
e Leud418 do CB1 apresentaram os menores valores de energia (maior contribuicdo energética)
na simula¢do de POPC e em caixa de 4gua (Figura 9B). O residuo Phe67 foi adicionado como
outro residuo com menor energia na simulacdo em caixa de agua (Figura 9E). No sitio AS3, os
residuos Pro25, Hse90, Val33 e Hse93 apresentaram os menores valores de energia na
simulacdo de POPC (Figura 9C). O residuo Leu29 foi adicionado como outro residuo com
menor energia na simulagdo da caixa de 4gua do complexo CB1-CBD no sitio AS3 (Figura 9F).
Estes residuos de aminoacidos como Ile, Phe, Val e Ser tem sido reportado também em outros

estudos de interagdo entre CB1 e outros ligantes [34, 46, 47, 48].

Nos sitios analisados (OS, AS1 e AS3) a contribui¢do energética dos residuos diminuiu
nas simulagdes em caixa de dgua, o que mostra que o ambiente da membrana ¢ importante para

estabilizar as interagdes entre o ligante e a proteina CB1.

O CBD parece ter afinidade pelos sitios alostérico e ortostérico no receptor CB1 [49].
Mas baseados nos resultados do nosso estudo de dindmica molecular e a comparacao feita do
complexo CB1-CBD nos ambientes membrana e d4gua, podemos afirmar que o CBD apresenta
alta afinidade pelo sitio alostérico 1 (AS1) no receptor CB1. Este sitio permite estabilidade
estrutural ao CBD formando ligagdes principalmente hidrofobicas o que pode mediar a
carateristica de modulador alésterico negativo e os efeitos antagdnicos do CBD no receptor de
canabinoides CB1 em concentragdes abaixo da relatada pelos valores de afinidade (K7) no sitio
ortostérico, sugerindo que pode existir um sitio de ligagdo de CBD de alta afinidade distinto do

sitio ortostérico [5, 12, 50, 51] e um candidato potencial € o sitio alostérico 1 (AS1).
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Figura 10. RMSD do receptor de Canabinoides tipo 1 (CB1) obtidos a partir das das simulagdes
por dindmica molecular dos complexos em membrana POPC e caixa de agua. (A e B) CBD
ligado ao sitio ortostérico (OS); (C e D) CBD ligado ao sitio alostérico 1 (AS1) e (E e F) CBD
ligado ao sitio alostérico 3 (AS3).
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Fonte: O proprio autor.

Para identificar o comportamento dindmico do receptor CB1, os valores de RMSD
foram calculados para o CB1 individual (ndo complexado ao ligante) e CB1 interagindo com o
CBD nos trés sitios separadamente (Figura 10). O calculo do RMSD ¢ realizado comparando
as coordenadas dos atomos da cadeia principal (CBD) ou carbonos alfas (CB1), durante a

trajetoria com relagdo a coordenada inicial.

Quando o CBD foi ligado ao receptor no sitio ortostérico em POPC, a proteina foi mais

flexivel em comparagdo com as ligagdes nos outros sitios (Figura 10A, 10C, 10E). Além disso,
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os valores de RMSD de CB1-CBD ligado no OS apresentaram os valores mais proximos ao
RMSD da proteina individual no ambiente POPC (Figura 10A). Comparando os valores de area
sob a curva (AUC) do RMSD, os valores desse parametro foram mais altos nas simulagdes em

caixa de agua do que os obtidos no POPC (Figura 10).

Figura 11. RMSF do receptor de Canabinoides tipo 1 (CB1) obtidos a partir das simulagdes
por dinamica molecular dos complexos em membrana POPC e caixa de agua. (A ¢ B) CBD
ligado ao sitio ortostérico (OS); (C e D) CBD ligado ao sitio alostérico 1 (AS1) e (E e F) CBD
ligado ao sitio alostérico 3 (AS3). Cada curva de RMSF foi comparada com o RMSF do receptor

CB1 sem ligante (linha vermelha).
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As flutuagdes dos residuos individualmente (RMSF) foram obtidas (Figura 11). Todos
os RMSFs foram comparados com os valores de CB1 individual na membrana e 4gua. A menor
flutuagao dos residuos CB1 foi observada quando o CBD foi ligado no sitio AS1 nas simulagdes
em POPC (Figura 11C). Os maiores valores de RMSF foram encontrados para o sistema CB1-
CBD no sitio ortostérico (Figura 11A e 11B). Esta analise mostrou que o aumento nos
movimentos dos residuos reduz as interagdes favoraveis entre o ligante e o receptor, o que ¢

corroborado com os valores de energia livre de ligagao.

Figura 12. RMSD do Cannabidiol (CBD) obtidos a partir das simulagcdes por dinamica
molecular em membrana POPC (A) e caixa de dgua (B), em interagdo com o receptor CB1 no

sitio ortostérico (OS), alostérico 1 (AS1) e alostérico 3 (AS3).
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O RMSD para o CBD foi analisado, constatando que os valores mais baixos deste
parametro foram determinados com o CBD ligado no sitio AS1 (0,238 - 1,485A) e os valores
mais altos foram para o CBD ligado no site AS3 (0,534 - 2,432A) no ambiente POPC (Figura
11A). Os valores de RMSD nas simulagdes de caixas de 4gua foram maiores comparando a

AUC das curvas RMSD em relagdo ao ambiente POPC (Figura 12B).

Tanto para o CBD como CB1, os RMSDs mais baixos de suas conformacgdes ligadas
foram obtidos nas simulagdes moleculares no sitio AS1. Baseado nos valores de AUC, u=indica
que as simulag¢des usando DM sao a melhor escolha quando pretende-se estudar um complexo
ligante-proteina, ja que nelas sdo levadas em conta a flexibilidade de proteinas e ligantes

durante sua interagao [52, 53].

O célculo do RMSD como o RMSF confirma os resultados da interagdo CBD-CB1 neste
estudo. Em outros trabalhos estruturais que analisam a ligagdo de moduladores alostéricos ao
receptor CB1 [35, 37], ndo consideram o calculo do RMSD dentro da pesquisa, o que pode ser
um erro devido a que estes parametros indicam se a flexibilidade da proteina € significativa ou
se existe algum desvio da estrutura nativa no tempo de simulagdo por DM. Assim, foi
corroborado que as interagcdes formadas no sitio alostérico 1 diminuem a flexibilidade do
ligante, favorecendo a estabilidade do CBD naquele sitio. Estes resultados confirmam que a
interacao entre CB1 e CBD associado no sitio AS1 fornece estabilidade estrutural tanto ao
receptor como ao ligante, e esta estabilidade pode estar explicando a maior afinidade do ligante
determinada pela energia livre de ligagdo. Além disso, a estrutura nativa do receptor CB1 foi

mantida durante os 100 ns da dinAmica molecular.

3.2 Segunda etapa

O receptor de canabindides CB1 ¢ abundante no sistema nervoso central e regula a
transmissdo neuronal e outros processos fisioldgicos importantes, incluindo aqueles que levam
a dor, inflamagdo, memoria e comportamento alimentar. O CB1 ¢ ativado pelos ligantes
endogenos, araquidonoil etanolamina e 2-araquidonoil glicerol, por vérios ligantes sintéticos
(por exemplo, CP55940) e por A°-tetra-hidrocanabidiol, o componente psicoativo da C. sativa.
Esses ligantes do CB1 sdo ortostéricos e fazem tradug¢do de sinais para o interior da célula
quando se ligam ao CB1. Recentemente, foram descobertos moduladores alostéricos para CB1

que interagem em locais topograficamente distintos e podem impactar de maneira ndo
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competitiva a poténcia e a eficacia dos compostos ortostéricos. Eles oferecem um potencial

interessante para a analises mecanicista e para o desenvolvimento de terapias [54].

Tabela 4. Energia livre de ligacdo para o ligante CBD nos sistemas analisados no receptor CB1.
Complexo 1 (CB1-CBD-AS1): uma molécula CBD ligada no sitio alostérico 1 (ASI),
complexo 2 (CB1-CBD-0S-AS1): dois CBD ligados a CB1, um no sitio ortostérico (OS) e
outro no sitio AS1; complexo 3 (CB1-CBD-0S-AS3): dois CBD ligados a CBI1, um no sitio
OS e outro no sitio alostérico 4 (AS3); e complexo 4 (CB1-CBD-OS-AS1-AS3): trés CBD
ligados a CB1, um CBD ocupando cada sitio (OS, AS1 e AS3)

Sitios AG (Kcal/mol): Dinamica Molecular
CB1-CBD-AS1 -14.37
CB1-CBD-0OS-AS1 0S:-9.54
ASI1:-11.9
CB1-CBD-0OS-AS3 0S:-9.16
AS3:-11.4
CB1-CBD-0OS-AS1-AS3 0S:-9.16
AS1:-12.65
AS3:-11.21

Fonte: O proprio autor.

Assim, na segunda etapa foi investigado através de simulagdes de dindmica molecular,
o impacto de ligacdes ortostéricas e alostéricas na estabilidade e afinidade das interacdes
formadas entre CB1 e CBD no sitio alostérico 1 (AS1). Baseados nos resultados da etapa 1
todas as simulagdes da segunda etapa foram realizadas na presenca da membrana Palmitoil-
Oleil-Fosfatidil-Colina (POPC). A partir das simula¢des dos complexos CB1-CBD, a energia

livre de ligacao foi estimada para cada sistema, como mostrado na Tabela 4.

Uma molécula de CBD associada a CB1 no sitio alostérico (CB1-CBD-AS1) mostrou a
melhor energia de ligacdo (AG= -14.37 Kcal/mol) comparado com os outros complexos
estudados (Tabela 4). Quando foi determinado o AG para os complexos contendo mais de uma
molécula de CBD associada a CB1, encontrou-se que a afinidade de ligagao no sitio ortostérico

(OS) nao esta afetada pela presenga de outras moléculas de CBD associadas em sitios
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alostéricos como sdo AS1 e AS3, mantendo valores de energia livre entre -9.54 a -9.16 Kcal/mol
(Tabela 4).

Os sitios alostéricos sim estdo influenciados por outros tipos de ligagdes formadas no
receptor CB1, mostrando uma diminui¢do da afinidade do CBD, determinado pelo valor do AG,
que passou de -14.37 (AS1) para -12.65 Kcal/mol (Tabela 4 quando interagdes ortostéricas e
alostéricas no sitio AS3 s3o formadas. O AG de -14.37 (AS1) passou a -11.9 (Tabela 4) quando

s0 ligacdes ortostéricas sao formadas entre 0 CBD e o CBI1 no sitio OS.

Estes resultados sugerem que a ligagdo estavel do CBD no sitio ortostérico apresenta
uma conformacdo bastante rigida na qual as ligagdes de outras moléculas de CBD em sitios
alostéricos nao perturbam a ligagcdo ao longo do tempo, o que pode ser causado pela localizagao
dos residuos de aminodcido que caracterizam o pocket OS, caracterizados por ter cadeias
laterais menos expostas ao solvente ou meio fisiologico [55]. O rearranjo das moléculas de dgua
que solvatam o ligante CBD nas posi¢des alostéricas pode representar um custo entropico
associado a ligacdo do CBD com o receptor diminuindo a afinidade do ligante nestes sitios

quando ligagdo ortostérica estd presente [56].

As seguintes andlises neste capitulo foram focadas no sitio AS1 devido a que foi o
pocket com a melhor afinidade de ligagao onde o CBD liga e foi influenciado por outras ligagdes

no receptor CB1.
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Figura 13. Energia de interacdo por residuo de aminoacido dos sitios de ligacdo do CBD no
receptor CB1. A. Complexo 1 (CB1-CBD-AS1): uma molécula CBD ligada no sitio alostérico
1 (AS1). B. complexo 2 (CB1-CBD-0OS-AS1): dois CBD ligados a CB1, um no sitio ortostérico
(OS) e outro no sitio AS1; C. complexo 3 (CB1-CBD-OS-AS1-AS3): trés CBD ligados a CB1,
um CBD ocupando cada sitio (OS, AS1 e AS3).
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Como na primeira etapa, foi estimada a contribui¢ao de cada residuo ao valor de energia
livre. Assim AGinteragio/aa no sitio AS1 teve valores negativos dos residuos Ser64 (-
3.54Kcal/mol), 11e68 (-3.99Kcal/mol), Leud18 (-2.75 Kcal/mol) e Argd77 (-6.70 Kcal/mol)
(Figura 13). Isso confirma a sua participacdo na formacdo do complexo CBD-CB1 em
membrana POPC. Desses residuos de aminodcido os que mais contribuem na formagdo do

complexo sao [1e68 e Argd77.

Quando a contribui¢do dos residuos Ser64, 11e68, Leu 418 e Argd77 sdao determinadas
nos sistemas CB1-CBD-OS-AS1 e CB1-CBD-OS-AS1-AS3, o sinal negativo no AGinteragio
permanece, o que confirma a contribui¢cdo favoravel em manter a estabilidade do complexo em
POPC, mas os valores aumentam, ou seja, a afinidade dos residuos ¢ diminuida quando ligacdes

ortostéricas e alostéricas no AS3 estdo presentes no receptor CB1 (Figura 13).

A contribui¢ao dos residuos Ser64 e Arg477 em todos os sistemas analisados sugere que
ambos aminoacidos sdo chaves na ligacdo do CBI1 ao ligante CBD e justifica o fato de que
residuos de aminoécidos polares (Ser) e carregados (Arg) concentram uma densidade
eletronegativa na superficie extra e intracelular da proteina receptora o que pode impedir a

entrada de moléculas de POPC no sitio de ligagao e manter a afinidade com o ligante CBD [48].
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Figura 14. Perfil farmacoforico dos complexos ligantes CBD-receptor CB1 analisados. A.
Complexo 1 (CB1-CBD-AS1): uma molécula CBD ligada no sitio alostérico 1 (AS1). B.
complexo 2 (CB1-CBD-0OS-AS1): dois CBD ligados a CB1, um no sitio ortostérico (OS) e
outro no sitio AS1; C. complexo 3 (CB1-CBD-OS-AS1-AS3): trés CBD ligados a CB1, um
CBD ocupando cada sitio (OS, AS1 e AS3).
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Fonte: O proprio autor.

Para o sitio AS1 foi feita uma descri¢ao topografica e analises dos tipos de interagdes
moleculares formadas entre os residuos de aminoacido do receptor CB1 e os 4&tomos do ligante
CBD (Figura 14A). Além disso, o efeito da presenca de outros CBD na posi¢do OS e AS3 foi

avaliado sobre essas interagdes no sitio AS1 (Figura 14B e 14C).
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O 90% dos residuos de aminoacidos que interagem com o CBD no sitio AS1 apos
simulagdo por dindmica molecular apresentam cadeias laterais hidrofobicas ou sem carga
causando que a maioria das interagdes encontradas sejam tipo hidrofébicas (Figura 14). No
sistema CB1-CBD-ASI1 (Figura 14A) foi observado que todas as ligagdes entre o CBD e CB1
foram hidrofobicas, com participagdo dos grupamentos isopropenil ligado ao cliclohexano e o
metil ligado ao pentilbenzeno, assim como o anel ciclohexano do CBD (Figura 14A). As
ligagdes encontradas foram pi-Alkyl e alkyl que intensificam a afinidade do CBD ao CBI,

sendo assim essenciais para a estabilizagdo da ligagdo alostérica do CBD.

Interagdes convencionais de hidrogénio e carbono-hidrogénio foram registradas nos
sistemas CB1-CBD-0OS-AS1 e CB1-CBD-OS-AS1-AS3 entre os grupamentos hidroxil ligados
a benzeno do CBD e residuos de aminoéacidos com cadeias laterais polares ndo carregadas como

sdo Thr421 e Ser64 (Figura 14B e C).
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Figura 15. Evolucdo do RMSD e RMSF para atomos Ca da CB1 durante 100 ns de simulagao.
Complexos CBI1-CBD-0S-AS1, CB1-CBD-OS-AS1-AS3 ¢ CB1-CBD-AS1 representados

pela linha azul, verde e vermelha respectivamente.
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Fonte: O proprio autor.

Dos residuos de aminoacidos encontrados com maior contribuicao ao valor da energia
livre de ligagdo (Ser64, 11e68, Leu 418 e Argd77), também foram registrados no perfil de

interagdo com o CBD no sitio AS1, criando intera¢des hidrofébicas principalmente. O residuo
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Argd77 com a maior contribui¢do ao AG de ligagao esteve interagindo com o CBD em todos

os sistemas analisados (Figura 14)

O RMSF e o RMSD sao medidas da estabilidade de uma macromolécula como a
proteina receptora CB1 e pode ser avaliada utilizando-se todos os atomos, inclusive os das
cadeias laterais, ou apenas os atomos do esqueleto polipeptidico (N, Ca, C, O) ou, ainda, o Ca
(carbono alfa). As flutuagdes dos atomos Ca de cada aminodcido da proteina CBI1 foram
analisadas em cada complexo CB1-CBD-0S-AS1, CB1-CBD-0S-AS1-AS3 e CB1-CBD-AS1
(Figura 14). A maior estabilidade, ou seja, valores de RMSF menores a 3 A e menor valor de
4rea sob a curva (AUC= 830 A?) foi determinado no sistema CB1-CBD-AS1 (Figura 14). Ja
nos sistemas CBD-OS-AS1 e CB1-CBD-OS-AS1-AS3 foi observado um aumento na flutuacao
dos aminoacidos, mostrando que a proteina permaneceu menos estavel (linha verde, AUC =

984 A2, e azul, AUC = 1063 A?) (Figura 15).
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CONCLUSOES

A energia livre de ligacdo dos complexos e o cdlculo da contribuicdo dos aminoacidos
da proteina CB1 permitiu avaliar sua afinidade ao ligante CBD nos diferentes sitios
analisados, baseados nestes valores o sitio alostérico 1 ¢ o local de interagdo com as
melhores caracteristicas energéticas e estruturais para a ligagao do CBD a CB1.

A maior contribui¢do a energia de interacdo ¢ feita pelos residuos de aminoacido
Arg477 e Ser64 do receptor CBI1, cuja presenga ¢ estdvel em todos os sistemas
analisados por meio de interagdes hidrofobicas e mantendo a afinidade do CB1 com o
ligante CBD.

No sistema CB1-CBD, as interagdes ndo-covalentes mais importantes entre os grupos
quimicos do CBD e os residuos de aminoacido do CB1 sao alquil, pi-alquil e pi-pi em
forma de T, responsaveis da afinidade do ligante & macromolécula alvo, reduzindo sua
dissociagao do local de interagdo principalmente no sitio AS1.

O aumento do nimero de moléculas CBD interagindo com o CB1 nao potencializa o
efeito antagonista do ligante, demonstrado pela perda de afinidade quando outras
moléculas sdo adicionadas na segunda etapa, assim, o melhor sistema de interacdo ¢

CB1-CBD-ASI1 (-14.37 Kcal/mol).
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ABSTRACT

G protein-coupled receptors (GPCR)-based drug discovery programs focus on
developing orthosteric molecules that compete with endogenous ligands. The development of
new assays has made it possible to identify active ligands that interact with topographically
distinct sites of the receptor, namely allosteric sites. Cannabidiol (CBD) is a negative allosteric
modulator, and it exert their effects by modifying the conformation of the receptor, leading to
a structural changes in the Cannabinoid receptor type 1 (CB1) and loss of affinity to orthosteric
ligands, such as tetrahydrocannabidiol (THC). This molecule may be a target for the design of
new drugs, offering a new approach to modulate CBI1. Thus, in this study was employed

molecular dynamics as a computational tool and binding free energy estimation by linear
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interaction energy (LIE) method, providing information on the dynamic, time-dependent
behavior of the interactions of the CB1-CBD system in a 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (POPC) membrane environment. In this study was determinate the best binding
site of CBD on the receptor, and was studied the modulation exerted by cannabidiol on the
effects of THC in the CB1, evaluating the best site to the allosteric action of CBD. Our results
demonstrate that CBD is able to bind to two allosteric sites of the CB1 receptor, allosteric site
1 (AS1) or allosteric site 3 (AS3); but when CBD is in AS3 there is conformational and
energetic changes with reduction of 81.2% in the affinity of the THC ligand to the receptor. We
concluded that the allosteric site 3 is the interaction site with the best energetic and structural
characteristics for the negative allosteric modulation by CBD. The largest contribution to the
interaction energy is made by the amino acid residues valine 91 and valine 33 from the CB1
receptor that interact by hydrophobic bonds and maintaining the affinity of CB1 to the CBD
ligand in AS3.

Keywords: Cannabis, dynamic simulation, free energy, molecular docking, NAMD.

Introduction

CBI1 protein is the target of the compounds cannabidiol (CBD) and tetrahydrocannabidiol
(A9-THC) present in the Cannabis sativa plant.! In vivo studies with cannabinoids such as CBD
in the treatment of epilepsy, have demonstrated the therapeutic potential of the agonist
compound, reducing the effects of diseases such as Dravet's syndrome, Lennox-Gastaut, among
others.? However, most G protein-coupled receptors (GPCR)-based drug discovery programs
focus on the development of orthosteric molecules that compete with endogenous ligands.’

The development of news and more sophisticated assays has made it possible to identify
active ligands that interact in sites topographically distinct from the receptor CB1, namely
allosteric sites.*’ Allosteric ligands, such as CBD, are molecules that modify the
conformational state of the pharmacological target when bound to an allosteric site, leading
then to a modification of functional response upon binding of the endogenous ligand.®”
According to the mode of actions, allosteric modulators can in general be classified as positive
allosteric modulators (PAMs) or negative allosteric modulators (NAMs) based on the increase
or decrease in the affinity and/or efficacy of the orthosteric agonists, respectively.”!® Thus,
CBD is a NAM,'! and it exert their effects by modifying the conformation of the receptor,
leading to a structural change in the CB1 protein and loss of affinity to orthosteric ligands, such
as THC.'? The deep understanding of the interactions between this molecule and CB1 can help

in the design of new drugs, offering a new approach to modulate CB1.
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The allosteric characteristics of CBD can bring advantages, increasing the selectivity of the
CBD ligand to the receptor, interacting in allosteric sites that are structurally less conserved.'?
In addition, possess a “ceiling effect” on orthosteric ligand function such that increase in
concentration beyond saturation of the allosteric receptor binding site does not increase the
magnitude of the allosteric effect (avoidance of overdosing).!* Thus, the study of how the
allosteric interactions of CBD can influence the orthosteric bond in CB1 and to know which
would be the best site for the allosteric function of CBD, would be relevant for the potentiation
of the therapeutic effect of CBD and rational design of mimetic molecules.

The study of biomolecules through computational techniques has produced good results,
capable of guiding experimental studies, saving time and resources.'* For that, as an alternative
to the experimental techniques, in silico studies are found, which allow to analyze the
interactions between the atoms of the target proteins and the ligands of interest, being a non-
invasive method, without putting the health of individuals at risk, and reducing research time
and costs.!> An example of in silico analyzes are those employing molecular dynamics
simulations (MD), which describe the temporal evolution of the system in question from the
potential for interaction between atoms and the resolution of Newton's second equation. '

As starting points for molecular dynamics studies, X-ray or NMR techniques are important
because, they provide the necessary coordinates to run the simulations, generating the values
of the temporal averages, collected during the experiment and at the end in a simulation of DM
these average properties are calculated, and representative of biological behaviors measured
experimentally. However, these experimental techniques do not address the dynamic
interactions between a protein, ligand, lipids and waters that influence multiple protein-ligand
states.!”"18

Based on the above assumptions, the aim of this study was evaluated the interaction of CBD
in the orthosteric and two allosteric sites of the CB1 receptor through molecular dynamics
simulations. We analyzed the interactions between the ligand and the different residues of each
pocket of the CB1 receptor. Besides, binding energies were determined to identify the most
important contributions of the polar and non-polar contacts between CBD and the different
binding sites in CB1. Furthermore, the modulation exerted by cannabidiol on the effects of
delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) in the CB1 was studied, evaluating the best site to the

allosteric action of CBD.



75

Materials and Methods
Obtaining the receptor and ligand

The high-resolution crystal structure of the human cannabinoid receptor 1 was obtained
from the PDB (Protein Data Bank) database with accession code 5U09,"%-?° was chosen this
structure because it has a lower resolution value (2.60 A) indicating better resolution compared
to other structures such as SXRA (2.80 A). The ligands associated with the structure were
removed and hydrogen atoms were added using the program PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrodinger, LLC. Because some parts of the receptor protein were broken
due to loss of interactions, the complete three-dimensional structure was determined and
improved using the Phyre2 webserver using the interactive mode.?!

The CBI1 model quality after modeling the broken part was measured by evaluation of
geometry and stereochemistry, energy distribution, and three dimensional non-covalent
interaction using the webserver PRoSA (Protein Structure Analysis)

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), ERRAT

(http://services.mbi.ucla.edu/ERRATY/) and Ramachandran Plot analyzes

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).
The coordinates of Cannabidiol (CBD) and Tetrahydrocannabinol (THC) were obtained
from the database ZINC,?? with access code ZINC04097406 and ZINC1530625. The structure

of the CBD and THC were optimized using the program MarvinSketch
(http:www.chemaxon.com). The topology and force field parameters (bound and unbound) for
the CBD and THC were described using the web tool SwissParam,? a fast force field generation
tool able to generate, for small organic molecule, topologies, and parameters.
Molecular Docking

The ligands were docked to CBI1 protein using the AutoDock Vina package,*? this
program determines the site of interaction between the amino acid chains from the receptor
protein and the ligand by calculation of the affinity energy using a search method and an
evaluation function. The search method that the AutoDock Vina program employs is known as
stochastic, where the exploration of different possible orientations and conformations for the
ligand in the binding site of the target receptor is done in such a way as to obtain different
results as output for the same initial input state of the ligand.>*?’

A study performed by in silico mapping using molecular docking, it was recently discovered
that CBD can bind to two distinct sites (pocket 1 and pocket 3) to the orthosteric site.?

However, there is no knowledge about the temporal evolution, energetic and structural

modifications that can cause the occupation of more than one binding site on the CB1 receptor


https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
http://services.mbi.ucla.edu/ERRAT/
http://mordred.bioc.cam.ac.uk/%7Erapper/rampage.php
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by the CBD ligand. Thus in this work, was determinate the best binding site of CBD on the
receptor, and was studied the modulation exerted by cannabidiol on the effects of delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC) in the CB1, evaluating the best site to the allosteric action of CBD.

The best docking conformations (CB1-CBD) were chosen as having the largest binding
affinity by AutoDock Vina program?®>?’. In this analysis, the CB1 receptor protein is considered
rigid and the degrees of freedom of the CBD ligand were explored within each one of the
designated cubic grids (allosteric and orthosteric sites). The center of each grid were chosen as:
(1) pocket OS (center-x = 20.97; center-y = -2.08 and center-z = -8.59), (2) pocket AS1 (center-
x = 19.53; center-y = 1.83 and center-z = 17.74) and (3) pocket AS3 (center-x = 29.61; center-
y = 13.87 and center-z = -16.38); all the xyz values are defined in A.

Thus, three targeted dockings were performed: (1) CBD bound to the orthosteric site (OS);
(2) CBD bound to allosteric site 1 (AS1) located in the transmembrane region that includes the
conserved residues Trp241, Phe237 and Hys154; and (3) CBD bound to allosteric site 3 (AS3)
that includes amino acid residues such as Cys98 and Cys107. The positions of the allosteric
sites were based on the in silico mapping study of allosteric binding sites on the CB1 receptor.2°

The best docking conformations (CB1-CBD-THC) were chosen as having the largest
binding affinity by AutoDock Vina program,?~’. Three docking were performed: (1) a THC
molecule bound to the orthosteric site of CB1 (CB1-THC) (2) To the system AS1 (CBD bound
to allosteric site 1), a THC was docked in the orthosteric site of CB1 (CB1-THC-CBD-AS1).
(3) To the system AS3 (CBD bound to allosteric site 3), a THC was docked in the orthosteric
site of CB1 (CB1-THC-CBD-AS3). The CBD ligand was kept rigid at both AS1 and AS3 sites
and just the THC conformations were explored in the grid (flexible ligand). The center of grid
was chosen as conter-x = 20.97; center-y = -2.08 and center-z = -8.59, all the xyz values are
defined in A.
Molecular dynamics simulations in lipid bilayer POPC

For the molecular dynamic simulations, the lowest energy conformations of each docking
were selected. Simulations were performed and as a control a simulation of the individual
protein without the ligand was performed. We used the molecular dynamics simulation package
NAMD 2.9, using the CHARMM36 force field,”® which can be used for proteins, lipids and the
TIP3P water model.

The insertion and orientation of the CB1 receptor in the lipid bilayer 1-palmitoyl-2-oleoyl-
sn-glycerol-3-phosphocholine (POPC) was guided by amino acid residues P113, F180, R186,
G254, D272, F368 and K376 from the intramembrane region of the protein and which are closer

to the extramembrane region®® (Supplementary Figure 1).
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The webserver PPM for proteins positioning in membranes was used in the validation of
the data. This server calculates the rotational and translational positions of transmembrane and
peripheral proteins in membranes using its 3D structure (PDB coordinate file) as input.?’

The size of the bilayer was determined by the receptor protein, this was =30 A between
the protein and the membrane boundary in the direction of the axis X and Y. The size of the
membrane was 130 A in the plane XY, containing 205 molecules of lipid per monolayer; the
bilayer was created using the program VMD (Visual Molecular Dynamics) with the tool
Membrane Builder.>°

The surface area of the bilayer, in the xy plane, is determined by the area of each
phospholipid multiplied by the amount in which they are present in each monolayer. In
simulation of membranes in which the system is balanced, the number of lipids per unit area
tends to remain constant and therefore can be considered an equilibration parameter. A script
was executed in the VMD software to perform the area per lipid during the simulation time, the
average value was 63.3 A% (Supplementary Figure 2). Experimental results performed with the
same lipid bilayer composition provide a result equal to 68.3 + 1.2 A2 *! while theoretical results
provide the value of 64.7 + 0.2A2 .32 Thus, the result found for the area by lipid is satisfactory,
as it is consistent with the results already published.

The solvation of the system was done using the TIP3P water model, following the
consideration that the distance between the end of the protein and the limit of the simulation
box was >15 A in each direction. A total of 31,863 water molecules were added. To mimic the
physiological environment of CB1, 187 sodium chlorides were used as ionic compound. The
insertion of the ions was performed using the tool Autoionize of VMD.

The simulation of the individual CB1 complexes and the lipid bilayer was divided into
four steps as described below:

a. Melting of lipid tails: a simulation in which everything (water, ions, protein, ligand,

lipid head groups) except lipid tails, is fixed. In this way, we induced the appropriate

disorder of a fluid-like bilayer. In this part, NAMD runs 1000 steps of minimization,

then it reinitiates velocities, and then it runs dynamics for 0.5 ns (using a 2 fs time step).

b. Minimization and equilibration with protein and ligand constrained: our second run with
NAMD was a “minimization”, which simply guides the system to the nearest local
energy minimum in configuration space. Minimization was then followed by
equilibration with the protein and ligand constrained, so as to permit the environment to

relax first. The dynamic runs for 0.5 ns (using a 2 fs time step).
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c. Equilibration without restraints: after minimization and equilibration with the protein
and ligand constrained, we hopefully have a system in which lipids are well packed
around the complex, while water has not entered forbidden regions. We now proceed to
release the harmonic constraints and further equilibrate the whole system. The dynamic

run for 10 ns.

d. Production Runs: After equilibrating the system, the production run was simulated for

100 ns.3

The simulations in POPC were performed at 310 K and pressure of 1 atm using the constant
pressure ensemble (NPT). The temperature was controlled using Langevin dynamics (1.0) and
pressure using the Langevin piston method, with an oscillation period of 2 fs. For the unbound
interactions, the cutoff was adjusted to 12 A and for the long-range the cutoff was modeled
using the Mesh Ewald Particle method (PME).*?

We performed MD simulation of the free ligand (CBD) in water. The conditions MD
simulation of the free CBD in water are the same as that of the bound ligand to protein, but

without restraint.

Data analyses

After the simulations were performed, the results were initially analyzed with the plugin
NAMD Plot included in the software Visual Molecular Dynamics (VMD). The plugin
generated temporal graphs with the information on the total energy, temperature, pressure
(Supplementary Figure 3). The electric and van der Waals energy values between the ligand
and its neighborhood in the free and complex states were calculated using plugin NAMD
Energy (Supplementary Table 2).

The binding free energy estimation was performed by the linear interaction energy (LIE)
method. This method provides approximated estimation of the absolute binding free energies
with low computational effort. It adopts the microscopic all-atom LRA (linear response
approximation) for the electrostatic contribution, while estimating the non-electrostatic term by
scaling the average van der Waals (vdW) interaction.>* The LIE governing equation for
estimation of binding free energy is as follows:

AGping = B((Vle—ls>bound - (Vle—ls)free) + a((Vlv—o_isW)bound - (Vlv—o_isw)free) +y €Y
where (VEL)y and (V"2"), are the average values of the electrostatic and van der Waals
interactions between the ligand () and its surroundings (s) in the ligand state Y, which can be

either free in solution or bound to the protein. The @ and [ parameters are, respectively,
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dispersion and electrostatic adjustable energy scale factors and y is a constant term. They are
dependent on chemical nature of the ligand, in the CBD case, it is a neutral compound bearing
two or more hydroxyl groups, then the parameters 8 = 0.33, @ = 0.18 and y = 0.>* The
standard deviation (SD) was calculated as the square root of variance by determining each data
point's deviation relative to the mean for the electrostatic and van der Waals interactions values
generated during the simulation time (100 ns), were calculated both for the bound and free
states, and included within the equation (1) to estimate the lower and upper value of binding
free energy, and it was possible to obtain the lower and upper values for the binding free energy
of each analyzed system.

After confirming the stabilization of the system, the changes that the structure of the
macromolecule (CB1) and the ligand (CBD) underwent during the dynamic trajectory of the
simulations were analyzed by RMSD (Root Mean Square Deviation). The per-residue Root
Mean Square Fluctuation (RMSF) graphs were generated, allowing to determine the fluctuation
of the distance moved by each amino acid residue of the protein backbone.

Then, the interactions of each system were analyzed before and after the simulations.
Figures were done on the distances between the principal residues of each receptor interaction
site. These graphs were made with to capture the variation of these distances over time. Besides,
the interaction energy contribution per-reside and the total binding free energy for all complexes

were also calculated.

Results

The 3D structure of the CB1 protein obtained from the Phyre2 program was predicted
with 100% confidence and 30% identity to the template or model protein employed by the
software. The quality analysis using the Ramachandran test computed with PROCHECH,
showed that more than 98% of the amino acid residues make favorable bonds within the protein
which indicates that the structure of the protein has good quality, with no steric hindrance
between the side chains of the amino acid residues (Supplementary Table 1).

In this step, molecular docking performed by Autodock Vina generated a total of 9
models with predicted binding mode between CB1 and Cannabidiol ligand for each three sites
chosen for the study. The best models for each docking were selected according to the results
of the affinity scoring function (kcal/mol) (Figure 1).

In order to identify the dynamic behavior of the protein when complexed with CBD in
the pockets, the molecular dynamic was performed and the complexes reached a stable

minimum of energy (Supplementary Figure 2). Besides, the systems temperature remained
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stable throughout the production run stage (Suplementary Figure 2). These results demonstrate
that the molecular dynamic simulation protocol used was suitable to find the global minimum
energy conformation by the complexes studied in the production runs. Thus, 100ns of
simulation was a correct time to investigate the stability of the docked CBDs at the studied sites
and accommodation of the protein chain around the ligand, energy stability was observed during

the simulation and there was no expulsion of the ligand from the interaction sites.

The CBD interactions with CB1 were analyzed after docking and molecular dynamics.
When CBD was docked in the orthosteric site of CB1, bonds were formed between the ligand
and amino acid residues with hydrophobic characteristic, such as Phe82, Leu454, Vall08
(Figure 2A and Figure 3A-B).

The interaction of Cannabidiol in the allosteric site 1 of CB1 showed the participation
of the transmembrane region, hydrophobic and non-polar amino acid residues I1e68, Leu418,
Tyr474, polar uncharged residue Ser64 and positive charge and polar residue like Argd77
(Figure 2B and Figure 3C-D).

The CBD binding in the allosteric site 3 of CB1 showed the participation of residues
with nonpolar side chain as Val33, Phe89 and Phe86 (Figure 2C and Figure 3E-F); and residues
with positive charge and polar side chain such as His90 and His93 were observed (Figure 2C
and Figure 3E-F).

From the diagram 2D of the interactions made for the CBD at each binding site in CB1,
the ligand regions intimately bound to the receptor were identified, as well as the receptor
residues involved in each binding (Figure 2-3). Several Van der Waals, Carbon Hydrogen bond,
Pi-Pi T-shaped, Pi-Pi Stacked, Cation-PI, Pi-Alkyl and alkyl interactions were found (Figure 2-
3).

The allosteric site 1 (AS1) was found as the best site for CBD binding in CB1 with a
value energy of -14.4 + 2.03 kcal/mol, followed by the allosteric site 3 (-11.9 &+ 1.08 kcal/mol)
and the last was the orthosteric site (-9.3 £ 0.05 kcal/mol) in the POPC simulations (Table 1).

Interaction energy decomposition per residue was performed in the vicinity of CBI1 sites
(distance less than 4A) to identify the residues that are important for the interaction of the CB1-
ligand complexes in POPC environment (Figure 4). The residues Vall08, Phe82, Leu464, and
Cys463 showed the highest energetic contribution in the orthosteric site both in POPC

membrane simulations (Figures 4A).
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In the AS1 site, the residues Serd77, 11e68, Ser64 and Leu418 had the lowest energy
values (greater energetic contribution) (Figure 4B). In the AS3 site, the residues Pro25, His90,
Val33, and His93 had the lowest energy values (Figure 4C).

To identify the dynamic behavior of CB1 protein, RMSD values were calculated by the
individual CB1 and CB1 interacting with CBD in the three sites separately (Figure 6). When
CBD was bound to receptor in the orthosteric site, the protein was more flexible compared to
the bindings on other sites (Figure 5). Also, the RMSD values of CB1 with CBD bound in the
OS had the values closer to the RMSD of non-bonded protein in POPC environment (Figure
5A).

The RMSF values were calculated to analyze the fluctuations of the residues
individually (Figure 6). All the RMSFs were compared with the CB1 non-bound values. The
lower fluctuation of the CB1 residues was observed when the CBD was bound at the AS1 site
in the POPC simulations (Figure 6). The highest values for RMSF were found for the CB1-
CBD system at the orthosteric site (Figure 6A).

The RMSD for the CBD was analyzed, finding that the lower values of this parameter
were in the ASI site (0.238 — 1.485A) and the highest values were for the bound CBD at the
AS3 site (0.534 — 2.432A) in the POPC environment (Figure 7).

Second Step

From of the binding free energy estimation by LIE in the complexes CB1-THC, CB1-
THC-CBD-AS1, and CB1-THC-CBD-AS3, was demonstrated that the binding free energy is -
15.85 + 0.12 Kcal/mol when one THC molecule is bound to the OS site in the absence of
interactions between CBD and CB1 (Table 2). In the CB1-THC-CBD-AS1 complex, the
binding energy THC-OS increases to -6.47 + 0.43 (Table 2), i.e, decrease the THC affinity to
the OS site in CB1 receptor. In the CB1-THC-CBD-AS3 complex the energy increase too,
where the energy value to THC-OS was -2.99 + 0.23.

As for the CBD, the binding energy also had a variation in relation to the initial values
obtained. In the CBI-THC-CBD-ASI complex, the value was -12.31 £+ 1.83 (Table 2), and in
CB1-THC-CBD-AS3 was -9.68 + 1.04.

Interaction energy decomposition per residue was performed in the vicinity of CBI1 sites
analyzed in this step (distance less than 4A) to identify the residues that are important for the
interaction of the CB1-THC complexes in POPC environment (Figure 8). In the complexes
CB1-THC, CB1-THC-CBD-ASI1, and CB1-THC-CBD-AS3, the aminoacid residues Phe82
and Ser460 showed the highest energetic contribution to the THC binding in the orthosteric site
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in CB1 (Figure 8). However, the values of the energy contribution of these amino acid residues
were more negative in the CB1-THC system (Figure 8).

When the type of binding were analyzed by diagram 2D (Figure 9 and 10), were
identified the amino acid residues of CBI1 that are interacting with THC in the orthosteric site,
and the variation of these interactions between the complexes CB1-THC, CB1-THC-CBD-
AS1, and CB1-THC-CBD-AS3 was also analyzed. In the complex CB1-THC are registered
conventional hydrogen bonds, pi-pi stacked, pi-sulfur and pi-alky (Figure 9). Furthermore, all
the residues identified like the most contributors to binding energy (Phe180, Vall108, Phel4,
Phe82, Trp433 and Ser460) were found like participants of the interactions. In the complexes
CB1-THC-CBD-ASI1, and CB1-THC-CBD-AS3, the type interactions are reduced. When CBD
bind in the allosteric sites (AS1 or AS3) the binding Pi-Sulfur is lost, and the residue Ser460
stops interacting with THC in the orthosteric site (Figure 9).

In relation to the interactions between CBD in allosteric sites when THC was bound in
the OS site, only a reduction in the number of interactions in the AS3 site was observed (Figure
10), compared to the results of the first part of this study.

THC bound to CB1 receptor in the orthosteric site was stabilized, determinate by the
low root mean square desviation, RMSD, less than 2 A (Figure 11A). However, this
stabilization was lower in the complex CB1-THC (higher RMSD) (Figure 10A). In relation to
RMSD and RMSF of the CB1 protein, the values were lower in the complex CB1-THC (Figure
11B and 11C).

Discussion

In the last few years, different molecules have been proposed to act as positive (PAMs) or
negative allosteric modulators (NAMs) for CB1. The presence of allosteric sites different from
the orthosteric site where agonists and antagonists bind has been hypothesized. Also, attempts
have been made to structurally identify the localization of PAMs and NAMs binding sites in
CB1.%* Thus, this study evaluated the interaction of CBD in the orthosteric and two allosteric
sites of the CB1 receptor through molecular dynamics simulations, identifying that in the AS1
site, the CBD is the best stabilizer and has the best affinity value, demonstrated by the lowest
value of AGginq. Furthemore, the action of CBD like negative allosteric modulator was
evaluated using THC as exogenous agonist, determining that when CBD binds on allosteric
sites (AS1 or AS3) the affinity of THC for the CBI1 receptor is decreased (increase in the values
of AGg;nq)- But the binding in the allosteric site AS3 is the one that most affects the affinity of

THC, as well as the type and number of interactions between receptor-ligand. Our results are
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based on the estimated values of binding free energy, the identification of the most important
contributions of the polar and non-polar contacts between CBD and the different binding sites
in CB1, RMD and RMSF and the type interactions analyzed by 2D diagram.

The simulations of the complexes were performed using the complete protein, both the
intermembrane and the extramembrane region, which increases the similarity of CB1-ligand
interactions in the physiological environment. Most studies use incomplete CB1, without the
extramembrane region, which can decrease the computational cost, but disregard the effect that
this relevant part of the CB1 receptor can have on interactions with CBD ligand.*

Interactions diagram 2D together with the molecular docking showed that although in
the vicinity of the CBD ligand have amino acids with hydrophilic characteristics, when
interactions are measured, which takes into account the amino acid angle and distance,
approximately 80% of the interactions are hydrophobic in all analyzed sites. Furthermore, when
the interaction diagram 2D was done in the middle and at the end of the molecular dynamic
simulation, it is observed that the ligand CBD is mostly stabilized by the presence of alkyl and
pi-alkyl hydrophobic interactions with the side chain of the Leu, Val, Ile, Arg and Phe residues.

The CBD appears to have a fluid affinity for both allosteric and orthosteric sites at CB1
receptors.’’ Based on binding free energy values, we propose that through dynamic analysis,
CBD has a high affinity for allosteric site 1 (AS1) in the CB1 receptor. This can be explained
to the fact CBD can mediate NAM and antagonistic effects at CB1 at concentrations well below
the reported affinity (Ki) values of CBD at the orthosteric site of CB1 receptors, suggesting that
a high-affinity CBD binding site distinct from the orthosteric site can exist.!! 38-40

For both CBD and CB1, the lowest RMSDs of their bound conformations were obtained
in the molecular simulations at the AS1 site, favoring the stability of CBD at that site. Based
on the AUC values, it indicates that CBD is simulations using DM are the best choice when a
ligand-protein complex is to be studied, as in them the flexibility of proteins and ligands during
their interaction are taken into account.!: ! These results confirm that the interaction between
CB1 and CBD associated at the AS1 site provides structural stability to both the receptor and
the ligand, and this stability may be explaining the higher affinity of the ligand determined by
the binding free energy. Furthermore, the native structure of the CB1 receptor was maintained
during the 100 ns of molecular dynamics.

In relation to the evaluation of CBD as negative allosteric modulator, in vitro studies on
characterization of the NAM activity of phytocannabinoid CBD has been performed!!. Here,

we have used computational methods and binding free energy estimation to study the
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modulation exerted by cannabidiol on the effects of delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) in the
cannabinoid receptor type 1, evaluating the best site to the allosteric action of CBD. Our results
demonstrate that CBD is able to bind in a allosteric site of the CB1 receptor (AS1 or AS3), but
when the binding energy is estimate the binding of CBD in AS3 promote conformational and
energetic changes leading to a high reduction (81.2% more reduced) in the affinity of the THC
ligand to the receptor.

Our results suggest that alkyl and Pi-alkyl interactions are essential in the CBD and THC
stabilization in the binding site, allosteric and orthosteric, respectively. And the function of
extracellular and intracellular regions suggests that incorporation of both segments is important
for the study of allosteric mechanisms of CBD and binding free energy estimation.

We concluded that the allosteric site 3 is the interaction site with the best energetic and
structural characteristics for the negative allosteric modulation of CBD. The largest
contribution to the interaction energy is made by the amino acid residues Val91 and Val33 from
the CBI1 receptor, whose presence is stable in all systems analyzed. Those amino acids
interacting via hydrophobic bonds and maintaining the affinity of CB1 to the CBD ligand in
AS3.
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Figures

Allosteric site 3

|\

Allosteric site 1
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Figure 1. Structural binding mode between Cannabinoid receptor type 1 (CBI) and
Cannabidiol in the orthosteric site, allosteric site 1 and allosteric site 3 (C). Sticks shape
representing Cannabidiol ligand (magenta and black), green cartoon structure representing of
CBI1 protein, blue surface is the water box and brown surface is POPC membrane. The CBD
interaction in the orthosteric site of CB1 showed the binding between the ligand and residues
Phe82, Leud54, Vall08. The interaction of Cannabidiol in the allosteric site 1 of CB1 showed
the participation of the transmembrane region, the hydrophobic and non-polar residues I1e68,
Leu418, Tyr474, polar uncharged residue Ser64 and positive charge and polar residue like
Arg477 and the CBD binding in the allosteric site 3 of CB1 showed the participation of residues
with nonpolar and side chain like Val33, Phe89 and Phe86 and residues with positive charge

and polar side chain such as His90 and His93 were observed.
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Figure 2. Interactions diagram 2D of the CBD-CB1 complexes before molecular dynamic
simulation. (A) CBD bound to orthosteric site (OS); (B) CBD bound to allosteric site 1 (AS1)
and (C) CBD bound to allosteric site 3 (AS3). Color ball and pointed line indicate the interaction
type between CBD and residues side chains of CB1.
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the end (100ns) of the molecular dynamic simulation in POPC membrane. (A and B) CBD
bound to orthosteric site (OS); (C and D) CBD bound to allosteric site 1 (AS1) and (E and F)
CBD bound to allosteric site 3 (AS3). Color ball and pointed line indicate the interaction type

between CBD and residues side chains of CB1.
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Figure 4. Per-residue interaction energy decomposition of CB1-ligand CBD, calculated from
molecular dynamic simulation of the complexes in POPC membrane (A) CBD bound to
orthosteric site (OS); (B) CBD bound to allosteric site 1 (AS1) and (C) CBD bound to allosteric

site 3 (AS3). Residues with high energy contribution (the energy contribution < -1.0Kcal/mol)
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Figure 5 RMSD values of Cannabinoid receptor type 1 (CB1) obtained from molecular
dynamic simulations in POPC. Each RMSD curve were also compared against CB1 structure
(red lines). (A) CBD bound to orthosteric site (OS); (B) CBD bound to allosteric site 1 (AS1)
and (C) CBD bound to allosteric site 3 (AS3).
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Figure 6. RMSF values of Cannabinoid receptor type 1 (CBI1) obtained from molecular
dynamic simulations in POPC. Each RMSF curve were also compared against CB1 structure
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and (C) CBD bound to allosteric site 3 (AS3).



96

4.0 -
3.5 1 = RMSD-CBD-0S (AUC = 120.3)
. RMSD-CBD-ASI (AUC = 88.8)
— RMSD-CBD-AS3 (AUC = 157.1)
2.5 -
<
220 4 ‘
1.5 ‘ I | ! 1 | | | |
. i
i A ' '* i Ie
1.0 ‘ AR l
0.3
00 ! T 1 L) T L) T ) L) L} L}
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Time (ns)

Figure 7. RMSD values of Cannabidiol (CBD) obtained from MD simulations in POPC, when

interacting with Cannabinoid receptor type 1 (CB1) in the positions orthosteric (OS), allosteric
1 (AS1) and allosteric 3 sites (AS3).
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Figure 8. Per-residue interaction energy decomposition of CB1-ligand THC, calculated from
molecular dynamic simulation of the complexes in POPC membrane. Green ball: THC boun in
the orthosteric site (CB1-THC-OS); pink ball: CBD bound to allosteric site 1 (AS1) and THC

bound in OS (CB1-THC-CBD-ASI); and orange ball: CBD bound to allosteric site 3 (AS3) and
THC bound in OS (CB1-THC-CBD-AS3).
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dynamic simulations in POPC membrane. Complex 1 (CB1-THC): one THC molecule bound
at orthosteric site (OS), complex 2 (CBI-THC-CBD-AS1): one THC molecule bound at
orthosteric site (OS) and one CBD bound to allosteric site 1 (AS1), and complex 3 (CB1-CBD-
0S-AS3): one THC molecule bound at orthosteric site (OS) and one CBD bound to allosteric
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Figure 10. Interactions diagram 2D of the CB1-CBD complexes after molecular docking and
dynamic simulations in POPC membrane. Complex 2 (CB1-THC-CBD-ASI): one THC
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Figure 11. (A) RMSD values of Tetrahydrocanabidiol (THC), (B) RMSD values of
Cannabinoid receptor type 1 (CB1), and (C) RMSF values of Cannabinoid receptor type 1
(CB1) obtained from molecular dynamic simulations in POPC. Green lines: complex 1 (CB1-
THC): one THC molecule bound at orthosteric site (OS); pink lines: complex 2 (CB1-THC-
CBD-AS1): one THC molecule bound at orthosteric site (OS) and one CBD bound to allosteric
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yellow color for CI. (B) CBD ligand shown as thick sticks colored in green in interaction with

the residues Arg 477 and Ser64 in allosteric site 1 of CB1.
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Tables
Table 1 Free binding energy values (kcal/mol)calculated by molecular dynamic simulation

using LIE method of the interaction between CBD and CBI1 protein in the several sites

SITE AGyinapm) (Kcal/mol)

POPC
oS -9.3+0.05
AS1 -14.4 £2.03
AS3 -11.9+ 1.08

Table 2. Binding free energy for the TCH ligand in the systems analyzed at the CB1 receptor.
Complex 1 (CB1-THC): one THC molecule bound at orthosteric site (OS), complex 2 (CB1-
THC-CBD-AS1): one THC molecule bound at orthosteric site (OS) and one CBD bound to
allosteric site 1 (AS1), and complex 3 (CBI1-CBD-0OS-AS3): one THC molecule bound at
orthosteric site (OS) and one CBD bound to allosteric site 3 (AS3).

Site AG (Kcal/mol): Molecular Dynamic
CB1-THC -15.85+0.12
CB1-THC-CBD-AS1 THC-0S:-6.47 £ 0.43
CBD-AS1:-12.31 +1.83
CB1-THC-CBD-AS3 THC-0S:-2.99 £ 0.23

CBD-AS3:-9.68 = 1.04
Supplementary Table 1 Results of tridimensional model protein generated by Phyre2 and

model quality analysis of the CB1 receptor

Protein 3D Model Protein (Phyre2) = Ramachandran Plot quality =~ Protein Structure Analysis ERRAT

Minimum Minimum Template  Allowed General Disallowed Overall model quality Quality factor
coincidence % i.d
CBl1 100 30 20 91.9 6.4 1.7 -4.02 92.46

Supplementary Table 2 Average values of the Electrostatic and Van der Waals energy
(Kcal/mol) between the ligand (1) and its surroundings (s) in the receptor, which can be either

free in solution or bound to the protein.

State Y Electrostatic energy  Van der Waals energy

POPC 0S  (Vi_pound 7.92 4731
Membrane  AS1  (Vi_o)bound -27.14 -39.99
AS3  (Vi—s)pound -18.73 -42.25
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