v

R LUENDD CRESC/:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

ELPIDIO VICENTE DOS SANTOS JUNIOR

MODELAGEM MOLECULAR DO RECEPTOR CANABINOIDE TIPO-1 DO
PAPAGAIO-VERDADEIRO (Amazona aestiva): ANALISE DOS MODOS DE
ACOPLAMENTO DE FITOCANABINOIDES

SAO CRISTOVAO - SE
2025



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

S237m

Santos Junior, Elpidio Vicente dos

Modelagem molecular do receptor canabinoide tipo-1 do
papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) : analise dos modos de
acoplamento de fitocanabinoides / Elpidio Vicente dos Santos
Junior ; orientador Tiago Branquinho Oliveira. — Sdo Cristévao, SE,
2025.

92 f.

Dissertacdo (mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Federal de Sergipe, 2025.

1. Biotecnologia. 2. Farmacologia. 3. Canabinoides — Uso
terapéutico — Pesquisa. 4. Fitoquimicos. 5. Vertebrados. I. Oliveira,
Tiago Branquinho, orient. II. Titulo.

CDU 606:62:615




ELPIDIO VICENTE DOS SANTOS JUNIOR

MODELAGEM MOLECULAR DO RECEPTOR CANABINOIDE TIPO-1 DO
PAPAGAIO-VERDADEIRO (Amazona aestiva): ANALISE DOS MODOS DE
ACOPLAMENTO DE FITOCANABINOIDES

Dissertagdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Biotecnologia da
Universidade Federal de Sergipe como
requisito a obteng¢do do grau de Mestre em

Biotecnologia.

Dungcrle

Orientador: Prof. Dr. Tfago Branquinho Oliveira

7]

v/

e’

1° Examinador: Prof. Dr. Marcus Vinicius de Aragiao Batista

lox [ 2e0g0 de lidhon, Srifn.

2° Exan@nador: Prof. Dr. José Diogo de Lisboa Dutra




Dedico este trabalho a minha irmad cagula, Joyce Kelly Correia Santos, que mesmo
passando por tantos desafios, foi meu maior simbolo de supera¢do durante esse

periodo no mestrado. Essa é pra vocé maninha.



Dedico este momento a minha familia, meu alicerce. Agradego, com amor, a cada um de vocés

(presentes ou em memoria) por estarem para sempre no meu coragao.

Sou profundamente grato, desde a energia acolhedora do seguranca na entrada da universidade
at¢é o Divino e a Mae Terra, pelo dom da vida, pelas oportunidades preciosas e pelos
aprendizados que me trouxeram até aqui. A espiritualidade, agradeco pelo acalanto, pela

direcdo e pela forca que me sustentaram ao longo da caminhada.

Sigo a metafora de Bernardo de Chartres, que fala sobre os andes estarem ““sobre os ombros de
gigantes”. Por isso, agradeco imensamente ao meu orientador, Dr. Tiago Branquinho Oliveira.
Sou profundamente grato por ter sido guiado por alguém tao acolhedor, gentil e comprometido

com a ciéncia. Foi uma honra imensa ser seu orientado e ver o mundo a partir de sua perspectiva.

Serei sempre grato a outros grandes nomes que contribuiram com esta jornada: professores Dr.
Marcus Vinicius de Aragdo Batista e Dr. Auderlan Mendonca de Gois, pelas valiosas
inspiragdes académicas; a Lucas Alexandre, pelo suporte técnico ¢ intelectual; e aos veteranos
do grupo Computer Aided Science: Eduardo Borba, Yria, Joyce e Valéria Paixdo, pelo apoio

generoso e constante ao longo desta trajetoria.

A minha teia de afeto, em especial a minha linda companheira, Tainara; e aos grandes amigos:
Gabriel, Carleani, Ranniver, Helon, Agnes, Lais, Belgrano, Vitor, Ketlen, ‘Jeu’, ‘Bel’, Iracema,

‘Duda’, Elvis, Nzulu, Rafaela, Anne, Lucas, ‘Grazi’, André, Elenir, ‘Jeff’, Marcelo e Neto.

Agradeco imensamente a energia incrivel transmitida por meus irmaos e irmas da Capoeira:
Himalaia, Atena, Panama, Caramelo, Raiteki, Roque, Tucano, Iracema, Salomé, Xogum, Bravo

e Olimpia. Vocés inspiram a parte mais brilhante da luz que hd em mim.

Além das contribui¢des individuais, este trabalho contou com apoios institucionais essenciais,
como o financiamento da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) — Cdodigo 001. Registro ainda, imensa gratidao ao Centro Nacional de Processamento
de Alto Desempenho em Sao Paulo (CENAPAD-SP), pela concessio de acesso ao

supercomputador Lovelace. Obrigado CENAPAD, por todo o suporte técnico € computacional!

Por fim, agradeco aos animais e as plantas, fontes de inspira¢do e aprendizado. Sinto-me
honrado como médico veterinario por contribuir e ser voz no resgate de saberes ancestrais e na

valorizacao do potencial da natureza.

“Plantas ndo sdo medicina alternativa, elas sdo a original!” — Citacdo popular



Em 1915, o brasileiro Dr. J'osé Rodrigues
da uma palestra nos Estados Unidos
sobre a mxcxnhx e seus efeitos.

Muitos mitos que duram até ho je
foram plantados nesse dia.

ARAGA NEGRA,
SELVAGE M E I6NORANTE,
ESTRAGA O ROBUSTO ORGANISMO
NO VICI0 DE FUMAR A ERVA.

AS PROSTlTUTAS, QuANDO
FUMAM, prA TICAM E NTRE
ELAS 0 AMOR LESBIco,

Tirinha do livro “DIAMBA Histoérias do Proibicionismo no Brasil”. PAIVA, 2023.

Em contraste com visdes ainda marcadas por estigmas, a perspectiva de um médico e
neurocientista verdadeiramente comprometido com a ciéncia e a saide publica, revela uma

mudanga de paradigma:

“A maconha estd para a medicina do século XXI, assim como os antibioticos foram para a

medicina do século XX”. — Dr. Sidarta Ribeiro



RESUMO

O receptor canabinoide tipo-1 (CB1) tem recebido crescente atengdo da comunidade cientifica
devido ao seu papel central na manutencdo da homeostase, sobretudo pelas fungdes
farmacoldgicas nos sistemas nervoso e imunologico. Presente em todos os vertebrados, o CB1
também desperta interesse pelo potencial terapéutico dos metabolitos secundarios de Cannabis
sativa (Linnaeus, 1753), cujos ligantes exibem alta afinidade pelo sitio de ligacdo canonico,
estimulando o desenvolvimento de farmacos voltados a modulacdo do sistema
endocanabinoide, inclusive com aplicacdes potenciais na medicina de aves silvestres. Neste
estudo, construiu-se um modelo tridimensional do receptor CB1 de Amazona aestiva (Linnaeus,
1758), espécie de papagaio sul-americano cuja estrutura experimental ainda ndo foi elucidada.
Dessa forma, o receptor-alvo foi obtido por homologia, refinado em membrana por simulagdes
de dindmica molecular de 500-ns com GROMACS, e empregado na triagem virtual de diversos
metabolitos secundarios de C. sativa compilados da literatura (567 compostos da planta,
acrescidos do agonista de referéncia). O docking molecular foi conduzido no sitio ativo do
receptor com o algoritmo genético GOLD, utilizando o agonista total CP55,940 como controle.
Os resultados mostraram que as canabisinas, sobretudo as dez variantes testadas, apresentaram
alta tendéncia de interacdo com o receptor CB1, superando at¢ mesmo o ligante de referéncia
CP55,940. O modelo também previu elevada afinidade para o canabisol, um fitocanabinoide
dimérico derivado do A°-tetrahidrocanabinol, reconhecido por sua potente atividade agonista
em CBI1. Outro achado relevante foi o canabitwinol, dimero do canabidiol associado a
receptores termorregulatorios, cuja alta afinidade sugere possivel atividade bivalente,
ampliando hipoteses teodricas sobre seus mecanismos de agdo. Por fim, o presente estudo
evidencia a aplicabilidade de abordagens in silico na triagem e priorizagdo de candidatos
promissores a farmacos seletivos para o CB1 de A. aestiva, oferecendo subsidios para
investigagcoes experimentais sobre a relevancia farmacoldgica dos metabdlitos de C. sativa em

aves silvestres.

Palavras-chave: CBIl; modelagem por homologia; dindmica molecular; triagem virtual;

metabolitos secundarios.



ABSTRACT

The cannabinoid type-1 receptor (CB1) has received increasing attention from the scientific
community due to its central role in maintaining homeostasis, particularly for its
pharmacological functions in the nervous and immune systems. Present in all vertebrates, CB1
is also attracting interest due to the therapeutic potential of secondary metabolites from
Cannabis sativa (Linnaeus, 1753), whose ligands exhibit high affinity for the canonical binding
site, stimulating the development of drugs aimed at modulating the endocannabinoid system,
including potential applications in wild bird medicine. In this study, a three-dimensional model
of the CB1 receptor from Amazona aestiva (Linnaeus, 1758), a South American parrot species
whose experimental structure has not yet been elucidated, was constructed. Thus, the target
receptor was obtained by homology, refined in membranes using 500-ns molecular dynamics
simulations with GROMACS, and used in the virtual screening of several C. sativa secondary
metabolites compiled from the literature (567 compounds from de plant, plus the reference
agonist). Molecular docking was performed in the receptor active site using the GOLD genetic
algorithm, using the full agonist CP55,940 as a control. The results showed that cannabisins,
especially the ten variants tested, exhibited a high tendency to interact with the CB1 receptor,
surpassing even the reference ligand CP55,940. The model also predicted high affinity for
cannabisol, a dimeric phytocannabinoid derived from A°-tetrahydrocannabinol, recognized for
its potent CB1 agonist activity. Another relevant finding was cannabitwinol, a cannabidiol
dimer associated with thermoregulatory receptors, whose high affinity suggests possible
bivalent activity, expanding theoretical hypotheses about its mechanisms of action. Finally, this
study highlights the applicability of in silico approaches in the screening and prioritization of
promising drug candidates selective for CB1 from A. aestiva, providing support for

experimental investigations into the pharmacological relevance of C. sativa metabolites in wild

birds.

Key-words: CB1; homology modeling; molecular dynamics; virtual screening; secondary

metabolites.
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1. INTRODUCAO

A espécie Amazona aestiva (Linnaeus, 1758) ¢ amplamente reconhecida por sua
inteligéncia, sendo uma das aves mais populares no Brasil. Suas notaveis habilidades incluem
a capacidade de resolver problemas complexos, aprender rapidamente e imitar vozes e musicas,
caracteristicas que a colocam em destaque entre os psitacideos (Mendonga-Furtado & Ottoni,
2008; Godinho et al., 2020; Kaplan, 2021). Além de suas aptiddes cognitivas, A. aestiva se
distingue por possuir genes associados a alta resisténcia a danos no DNA e a atividade
antioxidante, fatores essenciais para sua longevidade (Wirthlin et al., 2018).

Estudos indicam que a longevidade dos psitacideos estd relacionada ndo apenas a
caracteristicas proprias das aves, como a presenca de acido urico com fun¢do antioxidante
(Koivula & Eeva, 2010), mas também a uma maior propor¢ado de acidos graxos poli-insaturados
(PUFA) em relagdao aos mono-insaturados (MUFA) nas membranas celulares (Turner et al.,
2005; Hulbert et al., 2010; Montgomery et al., 2012). Além disso, o cérebro relativamente
grande em propor¢do ao corpo também ¢ observado em seres humanos, o que tem motivado
investigacdes sobre possiveis convergéncias evolutivas entre papagaios € primatas nos
mecanismos relacionados a longevidade e as capacidades cognitivas (Gutiérrez-Ibanez et al.,
2018; Wirthlin et al., 2018).

Nesse mesmo contexto, o estudo das caracteristicas evolutivas complexas evidencia que
as aves também se destacam pela alta densidade neuronal e pela presenca de circuitos neurais
sofisticados, frequentemente associados a padrdes de convergéncia com mamiferos (Olkowicz
et al., 2016; Gutiérrez-lbanez et al., 2018). Entre os Psittaciformes, um achado particularmente
relevante € a perda do receptor canabinoide tipo-2 (CB2), o que pode ter implicacdes na
regulacdo fisiologica dessas aves (Divin et al., 2022). Esse fato ressalta a importincia de
investigar mais profundamente o receptor canabinoide tipo-1 (CB1), especialmente em razao
de seu papel central na homeostasia (Mechoulam & Parker, 2013).

A terapia fitocanabinoide tem se destacado na medicina veterinaria por seus efeitos em
diferentes patologias, com efeitos ja descritos na convulsdo, ansiedade e no manejo de sequelas
de cinomose (Hartsel et al., 2019; Hazzah et al., 2020). Em humanos, seus efeitos tém sido
explorados em doengas neurodegenerativas, condi¢des associadas ao HIV e diversos tipos de
cancer (Verma et al., 2021). Esse crescente interesse decorre da agdo multifuncional dos
fitocanabinoides sobre diferentes receptores, entre eles o CB1. Contudo, as interagdes desse

receptor com outros componentes do sistema endocanabinoide permanecem pouco
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compreendidas, sobretudo em espécies ndo mamiferas, como os papagaios, configurando um
campo promissor para investigacdes futuras.

Para tanto, as abordagens in silico ttm se consolidado como fundamentais na
investigacdo de substancias com potencial bioativo, permitindo a modelagem de estruturas
receptoras, a caracterizagao detalhada da interagdo proteina-ligante e a analise do impacto dos
solventes na estabilidade conformacional de biopolimeros (Montero et al., 2005; Sarkar et al.,
2017). Essas metodologias sdo essenciais para a otimizacdo do desenvolvimento racional de
medicamentos canabinoides, possibilitando a predi¢do de afinidades de ligagdo, ajustes
estruturais e potenciais efeitos adversos antes da validagdo experimental (Bow & Rimoldi,
2016; Almeida et al., 2024). Além disso, a aplicacao dessas técnicas € particularmente relevante
para investigar como os canabinoides modulam a estrutura e a funcdo do receptor canabinoide
remanescente nos psitacideos, uma vez que essas aves apresentam maior suscetibilidade a

neuroinflamagdo induzida (Divin et al., 2022).

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 A Espécie em Estudo
Entre as 398 espécies conhecidas da Ordem Psittaciformes, que incluem as familias
Psittacidae, Psittaculidae, Cacatuidae e Strigopidae (Burgio et al., 2019), destaca-se o
papagaio-verdadeiro (4. aestiva) como uma das aves mais inteligentes entre elas (Mendonga-
Furtado & Ottoni, 2008; Godinho ef al., 2020; Kaplan, 2021). Essa espécie € tipica de florestas
tropicais e € nativa da Ameérica do Sul, incluindo areas da Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai
(Collar et al., 2020; Seixas & Mourdo, 2022). Um individuo adulto saudavel pode pesar
aproximadamente 400/ 500 gramas, medir de 36 a 38 centimetros de comprimento e ultrapassar
0s 60 anos de vida em condi¢gdes adequadas (Grespan & Raso, 2014; Nascimento et al., 2017,

Burgio et al., 2019).

A espécie apresenta temperatura corporal elevada, entre 41 e 44 °C, reflexo de um
metabolismo acelerado mesmo sob leve estresse (Greenacre & Lusby, 2004; Paula ez al., 2008).
Esse padrao ¢ comum em aves, especialmente naquelas fisiologicamente adaptadas ao
ambiente, com regulagdo térmica eficiente e alta demanda energética (Grespan & Raso, 2014;
Paula et al., 2013). Além dos aspectos metabolicos, 4. aestiva apresenta uma plumagem
vibrante, cuja coloragdo desempenha um papel crucial tanto na camuflagem contra predadores

quanto na comunicacao intraespecifica, sendo um fator determinante em interagdes sociais €
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comportamentais (Lopes et al., 2018). A Figura 1 ilustra essa coloracdo, destacando sua

relevancia ecologica e adaptativa.

Figura 1. O papagaio-verdadeiro. A espécie Amazona aestiva, comumente conhecida como
“papagaio-verdadeiro”, ¢ ilustrada pousada em um galho de pequizeiro (Caryocar brasiliense
Prance & Silva, 1973), uma espécie arborea endémica amplamente distribuida pelo Cerrado
brasileiro (Carvalho, 2008).

Fonte: Ilustracdo de Fernando Igor de Godoy. Seu trabalho est4 disponivel em:
/www.ornitologiaearte.com/.

Amazona aestiva ¢ uma das aves mais comercializadas do mundo, impulsionada tanto
por sua sociabilidade e notaveis capacidades cognitivas quanto pela intensa demanda no
comeércio de animais silvestres (Toft & Wright, 2015; Kuhnen & Kanaan, 2017; Zhang et al.,
2023). Em cativeiro, condi¢des ambientais inadequadas favorecem o surgimento de disturbios
neuropsiquiatricos, como comportamentos compulsivos, agressividade, estresse e
automutila¢do (Grespan & Raso, 2014; Marietto-Gongalves, 2016). Além disso, esses fatores
aumentam a vulnerabilidade das aves a doencas parasitarias e intoxicacdes por diversos metais,
como 0 zinco, cuja exposicdo excessiva estd associada a intensificacdo do estresse oxidativo
(Nascimento et al., 2017; Koivula & Eeva, 2010; Savarese et al., 2020). Diante desse contexto,
a adocdo de estratégias de manejo adequadas e a preservacao dos habitats naturais sao medidas
essenciais para assegurar a satude e o bem-estar da espécie (Grespan & Raso, 2014; Lopes et

al., 2018).

A relevancia cognitiva dos psitacideos, incluindo A. aestiva, estd diretamente
relacionada a sua neuroanatomia altamente especializada. Essas aves possuem um Nucleo

Espiriforme Medial (SpM: Figura 2) altamente desenvolvido, fundamental para a

14



conectividade entre o telencéfalo (destacado na Figura 2), o hyperpallium (rosa), o arcopallium
e o nucleo pontino (verde escuro), este ultimo projetando-se em dire¢do ao cerebelo, assim
como o SpM (verde claro). Segundo Gutiérrez-Ibafiez et al. (2018), essas redes neurais
avangadas desempenham um papel crucial na coordenacdo motora € no processamento
cognitivo de alto nivel. Além disso, os pesquisadores destacam que o tamanho do SpM varia
entre os psitacideos, podendo ser de duas a cinco vezes maior do que em outras aves, refletindo
a expansao dessas vias de comunicagao neural.

Figura 2. Modelo hipotético da regido cranial e encefalica do papagaio-verdadeiro.
Legenda: NCL= Nidopallium caudolateral, Ac, azul= Arcopallium, SpM= Nucleo Espiriforme

Medial.
Hyperpal 1iun

[hal'amtis;

Pretect it

o T
Rontine Nueleus o

Fonte: Ilustracdo de Whendel Silva Rodrigues, com base em Carril et al. (2015), Gutiérrez-
Ibafiez et al. (2018) e Faillace et al. (2020).

As adaptagdes neuroldgicas mencionadas ndo apenas sugerem um potencial para
habilidades cognitivas avancadas, como aprendizado sofisticado e resolu¢do de problemas
complexos, observados em 4. aestiva (Mendonga-Furtado & Ottoni, 2008; Godinho et al.,
2020; Kaplan, 2021), mas também refletem processos evolutivos distintos nos psitacideos. Um
exemplo marcante foi identificado por Divin et al. (2022), que demonstraram uma maior
vulnerabilidade ao estresse neuroinflamatorio nas espécies da ordem Psittaciformes devido a

perda do receptor CB2, o qual esta intimamente ligado ao sistema nervoso periférico (SNP). A
15



pesquisa revelou a auséncia do gene CNR2 nos bancos de dados genéticos, conforme ilustrado
na Figura 3. Essa adaptacao evolutiva decorreu da pseudogenizagdo de CNR2, resultando em

rearranjos cromossomicos sem indicios de regulacdo compensatodria (Divin et al., 2022).

Figura 3. Arvore filogenética de agrupamentos dos genes endocanabinoides. Legenda: Os
receptores CNR1 sdo representados em azul, ¢ os CNR2 em verde. Petromyzon marinus
(Linnaeus, 1758) ¢ indicado como a raiz, representando o ancestral comum dos genes. Os
triangulos multiformes nas extremidades representam ramos especificos de tdxons
simplificados ou colapsados. A cor vermelha destaca a auséncia de receptores, indicando casos
em que estes ndo foram identificados nos bancos de dados.

mammals

mammals

Fonte: Divin et al., 2022.

A perda do receptor CB2 nos psitacideos pode ter representado uma adaptagdo evolutiva
vantajosa, especialmente em ambientes nos quais a reducdo da resposta imunoldgica contribui
para a supressao de reacdes oxidativas e inflamatdrias excessivas (Guan, 2007; Koivula & Eeva,
2010; Larcombe et al., 2015). Contudo, estudos clinicos, epidemiologicos e moleculares
indicam que os psitacideos apresentam alta suscetibilidade a infecgdes por bornavirus, que
afetam predominantemente o SNP (Encinas-Nagel ef al., 2014; Zhang et al., 2023; Schimitt et
al., 2024). Além disso, considerando que o CB2 exerce um papel crucial na modulacdo da
imunidade, sua auséncia pode estar relacionada a uma maior predisposi¢cao ao desenvolvimento

de doencas infecciosas, refor¢ando a necessidade de pesquisas adicionais sobre este tema

(Mechoulam & Parker, 2013; Divin et al., 2022).
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A relagdo entre o sistema endocanabinoide (SECB) e a resposta imune torna ainda mais
relevante a distingdo funcional entre os receptores CB1 e CB2. Embora intimamente
relacionados, com 44% de similaridade na sequéncia de aminoécidos e 68% de homologia nas
regides transmembrana (Munro et al., 1993; Montero et al., 2005), esses receptores
desempenham papéis distintos. O CB1 esta predominantemente associado ao sistema nervoso
central (SNC), enquanto o CB2 atua principalmente no sistema imunolégico (Elphick, 2012;
Bow & Rimoldi, 2016). Assim, embora a perda do CB2 nos psitacideos possa ter conferido
certas vantagens adaptativas, ela também trouxe desafios fisiologicos que podem comprometer

funcdes essenciais a saude desses animais (Divin et al., 2022).

2.2 Interagdes entre Fitocanabinoides e Sistemas Biologicos
Os receptores CB1 integram a familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
mais especificamente do tipo Gi/o, cuja ativacao leva a inibi¢do da enzima adenilato ciclase
(Mechoulam & Parker, 2013). Classificados na subfamilia "A" dos GPCRs, apresentam
estrutura semelhante a da rodopsina. Estdo amplamente distribuidos no SNC dos cordados,
incluindo mamiferos, aves, répteis e anfibios, onde desempenham papéis regulatdrios

fundamentais (Lutz, 2002; Elphick & Egertova, 2009; Elphick, 2012).

Em mamiferos e aves, os receptores CB1 se concentram em regides cerebrais associadas
a cognicdo, memoria, aprendizado e controle motor, como o hipocampo, os ganglios da base, o
bulbo olfatério e o cerebelo (Herkenham et al., 1990; Alonso-Ferrero et al., 2006; Hu &
Mackie, 2015). Especificamente em psitacideos, estudos com Melopsittacus undulatus (Gould,
1805) revelaram alta densidade desses receptores em areas como o cerebelo, o nucleo taenia da
amigdala, o nucleo predptico medial, o nucleo pretectal (possivelmente o SpM), o nucleo
paramediano interno do tdlamo, bem como no arcopalio dorsal e intermediario (Alonso-Ferrero

et al., 2006).

Embora a expressdo do CB1 seja majoritariamente neuronal, variantes geradas por
splicing alternativo do gene CNR 1, como a isoforma CB1-b, podem ser encontradas em tecidos
periféricos, incluindo figado, células imunes e outros tipos celulares nao neuronais (Lutz, 2002;
Howlett et al., 2010; Laprairie et al., 2012). Além disso, estudos recentes identificaram a
presenca de receptores CB1 em organelas intracelulares, como endossomas e mitocondrias,
ampliando a complexidade funcional do sistema endocanabinoide (Kendall & Yudowski, 2017;

Busquets-Garcia et al., 2018).
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Através do SECB, CB1 atua como um modulador fino da comunicagao neuronal,
promovendo a homeostase por meio da regulagdo da sinalizacdo sindptica. Seus principais
ligantes endogenos — a anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG) — sdo sintetizados
sob demanda na membrana do neurdnio pos-sindptico e ativam os receptores CB1 presentes na
membrana pré-sindptica. Essa ativacdo desencadeia cascatas intracelulares que envolvem a
inibi¢do da adenilato ciclase e dos canais de célcio voltagem-dependentes, além da ativagdo de
canais de potassio, resultando em menor liberagdo de neurotransmissores como glutamato e

GABA (Fanovich et al., 2020; Liao et al., 2023).

A terminagdo da sinalizacdo ¢ mediada pelas enzimas FAAH (amida hidrolase de acidos
graxos), que degrada a AEA, e MGL (monoacilglicerol lipase), responsavel pela hidrolise do
2-AG. Entre os canabinoides exogenos, o A’-tetrahidrocanabinol (A*-THC) atua como agonista
parcial do CB1, enquanto o canabidiol (CBD) age como modulador alostérico negativo,
influenciando a eficécia da sinalizagdo endocanabinoide (Di Marzo & Piscitelli, 2015; Wu &

Mackie, 2015; Shahbazi et al., 2020).

Essa modulacdo ¢é particularmente relevante no contexto terapéutico, pois interfere
diretamente na excitabilidade sinaptica e no equilibrio neuroquimico. A ativagao controlada do
SECB tem sido associada a potenciais beneficios em disturbios como esquizofrenia, depressao,
epilepsia e doencga de Alzheimer, ao favorecer a reducdo da hiperexcitabilidade neuronal e a
restauracdo da homeostase cerebral (Cooray ef al., 2020; Verma et al., 2021).

Figura 4. Representacio esquematica da sinalizagdo canabinoide. Legenda: *= neurdnio
pré-sinaptico; CB1R= receptor CB1; a, B e y= subunidades alfa, beta e gama da proteina Gi;

AEA= anandamida; 2-AG= 2-araquidonoilglicerol; Ca*>= calcio; K*!= potassio; AC= enzima
adenilato ciclase; ATP= adenosina trifosfato; AMPc= adenosina monofosfato ciclico.

Postsynaptic

Fonte: Adaptado de Fanovich et al. (2020).
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E importante ressaltar que, além das interagdes com receptores isolados, os receptores
classicos do SECB, CB1 e CB2, possuem a capacidade de formar heterdémeros com outros
receptores acoplados a proteina G, ampliando consideravelmente a complexidade da
sinalizagdo celular (Di Marzo, 2020). A formagao desses heteromeros, por exemplo com
proteinas como a B-arrestina, pode resultar em respostas celulares mais especificas e moduladas
(Morales et al., 2020; Liao et al., 2023). Esse mecanismo contribui para a diversidade funcional
do SECB e influencia uma ampla gama de processos fisiologicos, incluindo a percepgao
sensorial, o controle emocional e a regulacdo da resposta inflamatéria (Berman et al., 2020;

Silver, 2021).

Nesse contexto de complexidade e plasticidade funcional, os fitocanabinoides
desempenham um papel central ao modularem amplamente o SECB. Sua atuag@o nao se limita
aos receptores canabinoides classicos (CB1 e CB2), mas estende-se também a canais i6nicos e
a outros GPCRs, como GPR55 e GPR18 (Yang et al., 2015; Di Marzo, 2020). Compostos como
o cannabitwinol, derivado do CBD, exercem efeitos moduladores sobre Receptores de
Potencial Transiente (TRP), como TRPA1 e TRPMS& (De Petrocelis ef al., 2011; Chianese et
al., 2020), enquanto o A°>-THC pode influenciar receptores de glicina (Alvarez & Alves, 2023).
Esse conjunto expandido de receptores e vias de sinalizagdo constitui o chamado
endocanabinoidoma!, conceito que evidencia a importancia do SECB na regulagdo adaptativa
frente a diferentes estados fisiologicos e patologicos (Silver, 2019; Berman et al., 2020; Di

Marzo, 2020).

A ativacdo do receptor CB1, assim como de outros receptores do tipo GPCR, depende
de um conjunto de aminoacidos conservados no sitio ortostérico, conhecidos como residuos
"chave-seletora" e “interruptores de alternincia dupla”. Esses residuos atuam como
biomarcadores estruturais, essenciais para a estabilizacdo dos ligantes (Liao et al., 2023;
Docampo-Palcios et al., 2024). No CBI, destacam-se interacdes com a fenilalanina 200
(F200%3%)? e o triptofano 356 (W356%%), localizados abaixo do sitio de atividade ortostérica,
nas hélices transmembrana TM3 e TM®6, respectivamente (Wu et al., 2022). Tais interagdes
foram identificadas em complexos com ligantes como o agonista CP55,940 (Shao et al., 2019;

Kumar et al., 2019) e o composto sintético MDMB-FUBINACA (Liao et al., 2023), conforme

' O termo 'Endocanabinoidoma’ foi cunhado para refletir a complexidade do sistema de interconexdes do SECB,
adotando o sufixo 'oma', assim como outros termos relacionados, como 'genoma’, 'proteoma’ € 'metaboloma' (DI
MARZO & WANG, 2014; BERMAN et al., 2020).
2 A numeragdo dos residuos (ex.: F200"3.36) segue a convengdo de Ballesteros-Weinstein, amplamente utilizada
para identificar posigdes conservadas em receptores do tipo GPCR (BALLESTEROS & WEINSTEIN, 1995).
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representado esquematicamente na Figura 5. Esses elementos estruturais sdo determinantes
para a eficdcia da transducdo do sinal e modulam diretamente a sensibilidade do receptor a

compostos bioativos, incluindo derivados de origem vegetal (Wu et al., 2022; Yang et al., 2022;

Docampo-Palcios et al., 2024).

Figura 5. Representacio esquematica das interacdes moleculares do receptor CBI1.
Legenda: Em destaque, o agonista sintético MDMB-FUBINACA no sitio ortostérico, os
principais dominios de ativagdo do receptor, os residuos de acomodacao ("chave-seletora")

localizados na base do bolso ortostérico, além da formagao de um heteromero funcional com a

[B-arrestina.

Presynapse Cannabinoid Receptor 1

Orthosteric binding pocket

Twin toggle switch

Synthetic Cannabinoid
°, Receptor Agonists Tansducer pocket
MDMB-Fubinaca

w F@djlﬁf«

Orthosteric binding pocket Transducer pocket

G -protein B-arrestin1

G-coupled CB1 —>» Barri-coupled CB1
Fonte: Liao et al., 2023.

2.3 Aspectos Historicos, Taxonomia & Biossintese de Fitocanabinoides
Historicamente marginalizada no Brasil por preconceitos, racismo e politicas
proibicionistas, a maconha ¢ uma planta de uso milenar na medicina tradicional, empregada no

tratamento de diversas doengas (Brown, 2019; Paiva, 2023; Fordjour et al., 2023). Pertencente
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ao género Cannabis e a familia Cannabaceae, trata-se de uma espécie didvica: com individuos
femininos, que produzem inflorescéncias, e masculinos, comumente chamados de canhamo.
Sua classificagao taxondmica tem sido alvo de revisdes, e atualmente ha consenso de que
Cannabis indica (Lamarck, 1785) e Cannabis ruderalis (Janischewsky, 1924) sdo, na verdade,

variedades de Cannabis sativa L. (Linnaeus, 1753), conforme discutido por McPartland (2018).

Essas variedades se diferenciam morfologicamente: C. sativa pode atingir até cinco
metros de altura, com folhas longas e estreitas; C. indica ¢ mais compacta, com altura entre 1 e
2 metros e folhas mais largas; ja C. ruderalis, com apenas 30 a 100 centimetros de altura,
destaca-se por seu ciclo de vida curto, resisténcia ao frio e capacidade de florescer
independentemente do fotoperiodo (Anderson, 1980; Mcpartland, 2017). As distingdes entre
essas variedades incluem altura e formato foliar, conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6. Diferencas morfoldégicas entre os cultivares de Cannabis. Legenda: S= C. sativa;
I= C. indica; R= C. ruderalis.

Fonte: Adaptado de Anderson, 1980.
Assim, conforme a classificacdo taxonOmica apresentada em diversas publicagcdes

(Anderson, 1980; Elsohly et al., 2014; Mcpartland, 2018), discutem-se os seguintes padroes:

e Reino: Plantae

o Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermas)
o Classe: Magnoliopsida (Eudicotiledoneas)
e Ordem: Urticales

e Familia: Cannabaceae

e Género: Cannabis

o Espécie: Cannabis sativa L.

e Subespécies: C. indica e C. ruderalis.
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Sobre a quimiotaxonomia da Cannabis, refere-se a substancias (fitocanabinoides)
presentes nos diferentes cultivares acima discutidos, os quais variam em localizagdo e
concentracdo na planta (Jin et al., 2020; Radwan et al., 2021). Por exemplo, a espécie C. sativa
é conhecida por seus altos niveis de A>-THC, o principal composto psicoativo, que é um dos
responsaveis pelos efeitos estimulantes e propriedades medicinais da planta. Diferentemente, a
variedade C. indica ¢ associada a niveis mais elevados de CBD, um composto também com
diversas propriedades terapéuticas e relaxantes. Ja a C. ruderalis apresenta baixo teor de A’-
THC (Elsohly et al., 2014; Elsohly et al., 2017). Nas flores feminizadas, os tricomas glandulares
apresentam a maior concentragio de A>-THC e CBD, sendo estes os constituintes majoritarios

produzidos pela Cannabis (Jin et al., 2020).

Para além do A°-THC e do CBD - dois entre os cerca de 160 canabinoides candnicos ja
identificados (Elsohly & Gul, 2014; Elsohly et al., 2017; Saumell-Esnaola et al., 2020), as
plantas do género Cannabis produzem mais de 400 compostos adicionais ndo classificados
como canabinoides, abrangendo uma ampla diversidade estrutural (Radwan et al., 2021;
Fordjour et al., 2023; Oswald et al., 2023). Entre essas substancias, destacam-se ligantes
fenolicos como lignanas e flavonoides, que vém despertando crescente interesse cientifico
devido as suas propriedades antioxidantes, com &nfase no potencial terapéutico para doengas

neurodegenerativas (Pollastro ef al., 2018; Cooray et al., 2023; Erridge et al., 2020).

Esses fitocanabinoides, sdo sintetizados por diversas vias biossintéticas, incluindo
descarboxilagdo, oxidac¢do e acdo enzimadtica (Di Marzo & Piscitelli, 2015). Por exemplo, os
flavonoides e lignanas derivam da via da Fenilalanina, que envolve a conversdao de varias
coenzimas, incluindo a Coniferyl CoA e Malonyl CoA. Outras vias relevantes incluem a do
piruvato e a Acetyl CoA, que resultam na formagdo de uma série de terpenos (Andre et al.,
2016). A via da Hexanoyl CoA leva a produgdo do acido olivetodlico e do 4cido canabigerdlico
(CBGA), conforme especificado na Figura 7. O CBGA ¢ um precursor essencial na sintese de
outros canabinoides candnicos, como o canabicromeno (CBC), o A’-THC e o CBD,
desempenhando um papel crucial na biologia da planta de Cannabis (Lutz, 2002; Dawidowicz
et al., 2021). Ademais, a interacdo entre canabinoides, flavonoides, terpenos e outras
substancias, frequentemente referida como "efeito entourage", sugere que a combinagao total
desses elementos pode potencializar os efeitos terapéuticos da planta, tornando-a ainda mais

valiosa para aplicacdes medicinais (Almeida ef al., 2024; Simei et al., 2024).
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Figura 7. Esquema das vias biossintéticas de diversos fitocanabinoides. O deslocamento de
precursores ¢ indicado por setas pontilhadas, enquanto as reacdes cataliticas diretas sao
mostradas por setas em negrito. Legenda: IPP= isopentenil pirofosfato; DMAPP= dimetilalil
pirofosfato; FPP= farnesil pirofosfato; GPP= geranil pirofosfato.
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Fonte: Andre et al., 2016.

2.4 Ferramentas Computacionais na Elucidacio de Interacées Proteina-Ligante

A compreensao estrutural de proteinas € essencial para a elucidacdo dos mecanismos de
interacdo molecular, estabilidade conformacional e especificidade funcional. Esses
conhecimentos tém impulsionado avangos significativos em areas como biomedicina e
engenharia de biomoléculas (Alberts ef al., 2013; Wu et al., 2022). Entre as abordagens mais
utilizadas para obtencdo de estruturas proteicas esta a modelagem por homologia, uma técnica
baseada na similaridade de sequéncia entre a proteina-alvo e proteinas homologas com
estruturas tridimensionais ja determinadas experimentalmente (Waterhouse et al., 2024). Essa
estratégia ¢ particularmente relevante em contextos onde ndo hé estruturas disponiveis por
métodos experimentais, sendo amplamente aplicada no desenvolvimento racional de farmacos

e terapias direcionadas (Duran-Frigola et al., 2013; Sharma et al., 2015).

No campo da Bioinformatica Estrutural, técnicas como o Structure-Based Virtual
Screening (SBVS), também conhecidas como docking molecular, permitem simular a interagao
entre ligantes — como pequenas moléculas bioativas — e alvos biomoleculares, como proteinas.
Essa abordagem busca prever as poses de ligagdo mais favordveis energeticamente e estimar a
afinidade entre os componentes. O SBVS ¢ amplamente utilizado na triagem de compostos com
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potencial terapéutico e na otimizagao racional de ligantes (Rodrigues et al., 2012; Cavasotto,

2017; Mizera et al., 2020).

Além das interagdes entre proteinas e ligantes, fatores relacionados a membrana também
exercem um papel crucial na atividade funcional dos receptores acoplados a G, como o CB1
(Sarkar et al., 2017). Dentre esses fatores, fosfolipidios e o colesterol destacam-se como
moduladores-chave da dindmica e da funcdo desses receptores, influenciando seu
comportamento em diferentes microambientes da membrana plasmatica (Sejdiu & Tieleman,
2020; Laurella et al., 2023; Deganutti et al., 2025). Nesse contexto, simula¢des de dindmica
molecular (DM) tornam-se ferramentas indispensaveis para a investigacdo de interagdes
mecanicistas relevantes, especialmente aquelas que envolvem a alta dindmica dos GPCRs e sua
interagcdo com lipidios-chave. Tais abordagens fornecem insights fundamentais que contribuem
para a compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na atividade de receptores como
o CBI, auxiliando diretamente na identificacdo de novos alvos ¢ no desenvolvimento de

farmacos mais especificos e eficazes (Hurst et al., 2019; Zou et al., 2019; Lee et al., 2020).

3. JUSTIFICATIVA

Com o aumento do interesse na criagdo de papagaios do género Amazona, especialmente
da espécie 4. aestiva, como animais de estimag¢do, tem-se observado um crescimento expressivo
na incidéncia de distirbios neuropsiquiatricos nessas aves. Tais condi¢des estao frequentemente
associadas a caréncia de estimulos cognitivos adequados, que sdo essenciais para a manuten¢ao
da satde mental (Herrera & Hennessey, 2007; Lopes et al., 2018). A auséncia de
enriquecimento ambiental adequado pode levar ao desenvolvimento de estresse e
comportamentos anormais, como a automutilagdo, comprometendo seriamente o bem-estar dos
animais (Grespan & Raso, 2014; Marietto-Gongalves, 2016). Além disso, estudos recentes
apontam que A. aestiva apresenta uma vulnerabilidade aumentada ao estresse inflamatorio,
atribuida, em grande parte, a perda funcional do receptor canabinoide CB2, um elemento-chave

na modulacdo de processos inflamatorios e infecciosos (Divin et al., 2022).

Dessa forma, a investigacdo da modulacao do receptor CB1, funcional em psitacideos,
configura-se como uma abordagem promissora para o desenvolvimento de terapias adjuvantes
voltadas a restauracdo do equilibrio organico e a mitigagdo dos efeitos do estresse,
especialmente em aves de cativeiro. Tal estratégia visa promover uma melhor qualidade de vida
para esses animais (Grespan & Raso, 2014; Di Salvo et al., 2024). Em espécies como Amazona
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amazonica (Linnaeus, 1766) e Amazona ventralis (Miiller, 1776), ja foram descritos perfis

farmacocinéticos favoraveis para o uso de fitocanabinoides, especialmente com o emprego de

extratos isolados de canabidiol (CBD) (Carpenter et al., 2022) e de extratos de espectro

completo, ricos em CBD e acido canabididlico (CBDA), contendo menores concentragdes de

A°-tetrahidrocanabinol (A’-THC) e outros fitocanabinoides (Sosa-Higareda et al., 2023). Esses

achados refor¢am a necessidade de aprofundar as pesquisas sobre o uso terapéutico da Cannabis

em psitacideos, com énfase na identificacdo de compostos bioativos seletivos para o receptor

CBI1 no papagaio-verdadeiro, além de contribuir para a consolidagdo de sua aplicabilidade na

medicina veterinaria (Ritter ef al., 2020; Hazzah ef al., 2020).

4. OBJETIVOS
4.1 Geral

Realizar modelagem molecular do receptor canabinoide tipo-1 (CB1) do papagaio-
verdadeiro (4Amazona aestiva), investigando as acessibilidades transmembrana e
interacdes proteina-ligante, com foco em 567 metabdlitos secundérios e um canabinoide

sintético de referéncia.

4.2 Especificos

Determinar a estrutura tridimensional (3D) do receptor canabinoide do papagaio-
verdadeiro, com base em sua sequéncia de aminoacidos;

Validar a estrutura 3D obtida, realizando uma compara¢do com uma proteina homologa
cuja estrutura foi resolvida experimentalmente;

Simular a membrana plasmatica com o receptor inserido em um modelo lipidico
enriquecido, visando alcancar sua conformacao mais estavel;

Reunir, filtrar e organizar um banco de dados de metabolitos secundarios conhecidos da
planta Cannabis sativa L.;

Avaliar a afinidade de fitocanabinoides pelo sitio ortostérico do receptor CB1 de A.
aestiva, com énfase na espontaneidade do reconhecimento molecular, na acessibilidade

estérica ao sitio de ligacdo e na estabilidade das interagdes proteina-ligante.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS
5.1.1 Processamento de Dados e Ferramentas

A construgdo e parametrizacdo dos modelos da proteina receptora, dos componentes de

membrana e dos ligantes fitocanabinoides, foram realizadas com o auxilio de diversas
ferramentas, bancos de dados e pacotes de software, detalhados a seguir. As etapas que
demandaram menor capacidade computacional foram conduzidas em um notebook Lenovo®
Ideapad S145, equipado com processador Intel® Core 15-8265U, 8 GB de memoria RAM, placa
de video NVIDIA GeForce MX110 e sistema operacional Windows 10. Para os céalculos mais
intensivos, especialmente as simulagdes de dindmica molecular, utilizou-se o ambiente de
processamento Lovelace — um sistema de alto desempenho composto por CPUs AMD EPYC
7662 e GPUs NVIDIA Tesla A100 — acessado por meio do Windows Subsystem for Linux
(WSL) e do protocolo Secure Shell (SSH). O Lovelace possui capacidade tedrica de
processamento de 268 TFLOPs nas CPUs e 97 TFLOPs nas GPUs, sendo disponibilizado pelo
Centro Nacional de Processamento de Alto Desempenho (CENAPAD) de Sao Paulo

(cenapad.unicamp.br/30anos/).

e BIOVIA Discovery Studio Visualizer — versao 24.1.0.23298, desenvolvido pela
Dassault Systemes (EUA), o Discovery Studio Visualizer ¢ um software avancado para
visualizagdo e analise de estruturas biomoleculares, permitindo a criagdo de diagramas
2D, a investigacdo das interacdes entre proteinas e ligantes, e a interpretacdo detalhada
de dados estruturais (Dassault Sintémes, 2023).

e Cannabis Compound Database — versao 1.0 (cannabisdatabase.ca), um banco de dados
eletronico disponivel gratuitamente, lancado em 24 de junho de 2020 pelo Grupo de
Pesquisa Wishart da University of Alberta, com apoio do Canadian Institutes of Health
Research, Canada Foundation for Innovation € The Metabolomics Innovation Centre.
Neste banco, contém informacgdes detalhadas sobre pequenas moléculas encontradas em
C. sativa, C. indica e hibridos de Cannabis (Wishart et al., dados ndo publicados).

e CHARMM-GUI Membrane Builder (Chemistry at HARvard Macromolecular
Mechanics — Graphical User Interface, Lehigh University, EUA), plataforma grafica
amplamente empregada na constru¢cdo de modelos de membranas plasmaticas e na
preparacdo de entradas para simulagdes de dinamica molecular, sendo essencial para a

modelagem e andlise de sistemas complexos (Kern et al., 2023).
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UCSF ChimeraX - versao 1.8, desenvolvido pela Resource for Biocomputing,
Visualization, and Informatics (EUA), pacote de software amplamente utilizado para
visualizacdo, analise e manipulagdo de estruturas biomoleculares, incluindo modelos de
membranas plasmaticas e outras macromoléculas (Goddard et al., 2018).
SWISS-MODEL e Structure Assessment (University of Basel, Switzerland):
Desenvolvidos pelo Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), o SWISS-MODEL ¢ uma
plataforma para modelagem molecular disponivel em: https://swissmodel.expasy.org/.
Por outro lado, 0 Structure Assessment, disponivel em:
https://swissmodel.expasy.org/assess; oferece ferramentas para avaliar a qualidade
estrutural de modelos proteicos, utilizando métricas como a analise do Diagrama de
Ramachandran, essenciais na criacdo e validacdo de modelos tridimensionais de
proteinas (Ramachandran et al., 1963; Waterhouse et al., 2018; Waterhouse et al.,
2024).

GOLD - versao 2024.1.0 (Genetic Optimisation for Ligand Docking, Cambridge
Crystallographic Data Centre, EUA): O GOLD ¢ um algoritmo genético utilizado na
triagem virtual de ligantes flexiveis. Desenvolvido pelo Cambridge Crystallographic
Data Centre (CCDC), ele permite a realizagcdo de estudos de docking molecular com
precisdo, sendo uma ferramenta essencial em projetos de descoberta de farmacos e na
analise de interag¢des proteina-ligante (Jones ef al., 1997);

GROMACS - versao 2024.3 (GROningen MAchine for Chemical Simulations,
GROMACS Development Team, University of Groningen, Netherlands): ferramenta
amplamente utilizada para calculos de dindmica molecular, especialmente em
simulacdes envolvendo interagdes entre macromoléculas e pequenos ligantes (Abraham
etal., 2015);

KNIME - versao 5.2.3: plataforma de analise de dados open-source, especialmente
utilizada para mineracdo de dados e otimizacdo de substancias fitoquimicas.
Desenvolvido pela Konstanz University, ¢ uma ferramenta importante para analises de
grandes volumes de dados quimicos e biologicos, possibilitando a integracdo de
diversos algoritmos e metodologias para andlise e previsdo de propriedades de
compostos bioativos (Berthold et al., 2009);

MEGA X - versao 11 (Molecular FEvolutionary Genetics Analysis, MEGA
Development Team, Arizona State University, USA): Software amplamente utilizado

para analise filogenética e evolucdo molecular, incluindo ferramentas avancadas para
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alinhamento multiplo de sequéncias. O MEGA X integra o Clustal W, um dos algoritmos
mais confiaveis e utilizados para alinhamento de sequéncias (Kumar et al., 2018);

e Marvin JS - versao 25.3.0, desenvolvido pela ChemAxon Ltd. (EUA), plataforma web
amplamente utilizada para ler entradas no formato SMILES e gerar estruturas 2D de
substancias (Chemaxon, 2024).

e PyMOL - versao 3.1: Desenvolvido originalmente por Warren Delano e atualmente
mantido pela Schrodinger, o PyMOL ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para
visualizacdo e manipulacdo de estruturas moleculares tridimensionais. Disponivel em:
https://pymol.org, o software permite a geracdo de imagens de alta qualidade, analises
estruturais e a preparagao de figuras cientificas, sendo essencial em estudos de biologia
estrutural, modelagem molecular e docking (Delano, 2002).

e UCLA-DOE LAB/ SAVES - versao 6.1: servidor amplamente usado para validar
modelos estruturais, integrando ferramentas como o PROCHECK, que avalia a
qualidade de proteinas derivadas de modelagem computacional ou métodos
experimentais (Laskowski ef al., 1993).

e XMGrace — versao 5.1.25: Desenvolvido pela Grace Development Team (EUA), o
Grace ¢ um software de codigo aberto amplamente utilizado para a anélise visual
detalhada de dados quantitativos obtidos em simulagdes e experimentos
computacionais. Ele € essencial para a interpretacdo e comunicagdo dos resultados em

estudos biofisicos (Turner, 2005).

5.2 METODOS

5.2.1 Sequéncia Primaria do Receptor CB1

A estrutura primaria de uma proteina € o nivel estrutural mais basico e fundamental para
entender sua fungdo bioldgica, uma vez que ¢ a sequéncia de aminoacidos que determina o
arranjo espacial dos atomos e, por conseguinte, a forma tridimensional da proteina (Alberts et
al., 2013; Docampo-Palcios et al., 2024). Sendo assim, andlise teve como foco principal
investigar os aspectos funcionais do receptor CB1 de 4. aestiva. A pesquisa da sequéncia foi
realizada no GenBank, utilizando os termos “cannabinoid receptor amazona aestiva”, com a
opcao “all databases”. A estrutura selecionada (cannabinoid receptor 1 isoform X1 [Amazona
aestiva]), composta por 563 aminoacidos, estd disponivel no  GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/944214137) sob codigo KQK80706.1. Essa sequéncia, foi
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publicada em 30 de outubro de 2015 por Wirthlin e colaboradores, como parte do

sequenciamento do genoma de um macho adulto da espécie A. aestiva (Wirthlin et al., 2018).

5.2.2 Alinhamento Maultiplo de Sequéncias

A busca por sequéncias homodlogas do receptor CB1 do papagaio-verdadeiro foi
realizada no banco de dados GenBank, utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) integrada ao NCBI. Para identificar estruturas mais proximas a isoforma de CB1
em estudo, foi adotado um critério de exclusdo, restringindo a busca a organismos da Ordem
Psittaciformes (taxid: 9223) e utilizando a opg¢do "blastp" para pesquisar exclusivamente
proteinas. Assim, foram recuperadas as nove sequéncias mais bem pontuadas, com base em

demais critérios como cobertura, identidade, similaridade e significancia estatistica (e-value).

Além das nove sequéncias separadas no BLAST, foram incluidas: (i) a sequéncia-alvo
GenBank: KQKS80706.1 e (ii) duas sequéncias-chave para o modelo estudado: a) “CNRI1
protein, partial (Crypturellus soui)”, GenBank: NWI18239.1, por apresentar a melhor
pontuagdo de similaridade com a proteina-alvo; e b) “cannabinoid receptor 1 (Homo sapiens)”,
GenBank: KAI4019111.1, cuja sequéncia tem como origem o CB1 humano, proteina resolvida
experimentalmente utilizada para validagdo do modelo e analise subsequente de SBVS. Por
fim, as 12 sequéncias em formato FASTA foram depositadas no software MEGA 11, onde
foram submetidas a alinhamento multiplo e comparagdo, visando identificar possiveis

correspondéncias de aminoacidos na estrutura original.

5.2.3 Modelagem por Homologia e Valida¢ao do Modelo

Para a determinagdo da estrutura tridimensional, a sequéncia primaria foi submetida a
plataforma web de modelagem comparativa SWISS-MODEL 2.2.3 (swissmodel.expasy.org).
A modelagem foi realizada por homologia, utilizando o alinhamento da sequéncia alvo com
templates de referéncia, disponibilizados pelo SWISS-MODEL. A busca pelos templates
considerou as maiores taxas de cobertura, identidade e similaridade de sequéncia, parametros
essenciais para assegurar a confiabilidade do modelo computacional da proteina (Waterhouse

etal., 2018).

Para a validagdo global do modelo, foram empregadas métricas estatisticas e

geométricas utilizando ferramentas reconhecidas na area de biologia estrutural. Dentre elas,
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destaca-se o PROCHECK, disponibilizado pelo UCLA-DOE LAB - SAVES ve6.1
(https://saves.mbi.ucla.edu/); além do moddulo Structure Assessment do SWISS-MODEL
(swissmodel.expasy.org/assess). Uma das analises mais relevantes realizadas foi a dos
Diagramas de Ramachandran (Ramachandran et al., 1963), que avaliam a conformagao dos
angulos diedros ¢ (phi) e y (psi) das cadeias polipeptidicas. Para modelos de alta qualidade,
espera-se que mais de 90% dos residuos estejam localizados nas regides mais favoraveis do
diagrama, o que indica conformagdo geométrica consistente com padrdoes observados em

proteinas de alta resolucao (Shao et al., 2019; Zou et al., 2019).

Além disso, foram analisados 0 GMQE (Global Model Quality Estimation) e o IDDT
(Local Distance Difference Test), métricas amplamente reconhecidas para avaliagdo
quantitativa de modelos proteicos. O GMQE combina pardmetros estruturais e energéticos para
estimar a confiabilidade do modelo, sendo esperado que valores acima de 0,6 indiquem alta
precisao estrutural (Waterhouse et al., 2024). Ja o IDDT avalia a consisténcia das distancias
locais entre atomos do modelo em comparacdo com padrdes observados ou previstos em
estruturas de referéncia. Valores superiores a 80% para o IDDT sdo considerados satisfatorios,
refletindo a precisdo das interagcdes de curto alcance ¢ a conformacao local da proteina. A
analise do IDDT ¢ frequentemente realizada em conjunto com o QMEANDisCo Global, que
oferece uma métrica integrada para a qualidade do modelo em uma escala de 0 a 1. Valores
mais altos de IDDT e QMEANDisCo indicam maior conformidade estrutural e confianca na

precisdo geral do modelo (Waterhouse ef al., 2018; Studer et al., 2020).

5.2.4 Construcio e Equilibrio do Sistema de Simulacio

Estudos anteriores demonstraram que a assimetria da bicamada lipidica desempenha um
papel importante na regulacdo e atividade dos receptores canabinoides, destacando-se a
contribuicdo de fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC) e colesterol nesse processo
(Sarkar et al., 2017; Sejdiu & Tieleman, 2020; Laurella et al., 2023). Com base nessas
evidéncias, foi adotado neste estudo um modelo de bicamada lipidica assimétrica, composto
por 1,2-didocosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DDoPC), um tipo de fosfatidilcolina poli-
insaturada com 4cido docosa-hexaenoico (22:6), no folheto superior, e por 1,2-
didocosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DDoPE), também contendo acido graxo
22:6, no folheto inferior, ambos associados ao colesterol (Alberts et al., 2013; Sejdiu &

Tieleman, 2020). Esses lipidios sdo analogos aos acidos graxos das familias n-3 e n-6,
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reconhecidamente abundantes no tecido neural de psitacideos (Turner et al., 2005; Hulbert et
al., 2010; Montgomery et al., 2012), conferindo maior representatividade bioldgica ao modelo

de membrana utilizado.

O modelo foi construido na plataforma CHARMM-GUI, utilizando o campo de forca
CHARMM36m, amplamente empregado em estudos de dobramento proteico e modelagem de
sistemas multicomponentes e complexos CB1-lipidio (Huang et al., 2016; Isu et al., 2024). O
pH do sistema foi ajustado para 7,4, valor aproximado descrito para A. aestiva (Paula et al.,
2008), assegurando condi¢des compativeis com o ambiente bioldgico do receptor. Além disso,
para refletir a funcionalidade nativa de receptores acoplados a proteina G, foram incorporadas
modifica¢des pos-traducionais discutidas por Jakubik e El-Fakahany (2021), incluindo a N-
glicosilacdo da asparagina 1, com um oligossacarideo composto por N-acetil-D-glicosamina,
nove residuos de D-manose e trés de D-glicose, e a S-palmitoilagdo da cisteina 315, mediante
adi¢do de acido palmitico. Essas modifica¢des visaram refor¢ar a ancoragem do receptor a
membrana, promovendo sua estabilizagdo estrutural ao longo das simulagdes. Detalhes

adicionais sobre a construgao do sistema encontram-se no Apéndice B.

5.2.5 Dinamica Molecular

As simulagdes moleculares foram conduzidas seguindo um protocolo multietapas, com
0 objetivo de assegurar a estabiliza¢do do sistema e a obtengdo de parametros termodinamicos
robustos. Inicialmente, o sistema foi submetido a minimizagdo de energia (método da descida
mais ingreme) e, posteriormente, a fases de equilibrio sob os conjuntos NVT (nimero de
particulas N, volume V e temperatura 7) e NPT (nimero de particulas N, volume V e
temperatura 7), cada um com duragao de cinco nanossegundos (ns). O controle de temperatura
foi conduzido com o termostato V-rescale no ensemble NVT e com o termostato de Nosé-
Hoover no ensemble NPT, assegurando estabilidade térmica durante a equilibragdo (Bussi et
al., 2007; Nosé, 1984; Hoover, 1985). A temperatura foi mantida constante em 315 K, com
tempo de acoplamento de 0,5 ps nas fases de equilibrio e 2,0 ps na producao, refletindo a

fisiologia de A. aestiva (Greenacre & Lusby, 2004; Paula ef al., 2008).

O controle de pressdo foi realizado com o barostato de Parrinello-Rahman, um método
deterministico que permite variacdes anisotropicas de volume com base no formalismo
hamiltoniano estendido, sendo aplicado durante o ensemble NPT e na simulagao de produgdo
(Parrinello & Rahman, 1981; Kim et al., 2023). A pressdo foi mantida em 1 bar, com constante
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de acoplamento de 5,0 ps na fase de equilibragcdo e 2,0 ps na fase de producado, utilizando
acoplamento semi-isotropico para permitir flutuagdes independentes nos planos da membrana
e no eixo perpendicular. A compressibilidade foi fixada em 4,5 x 107 bar™!, valor amplamente
utilizado em simulacdes de sistemas heterogéneos compostos por fases aquosas e lipidicas

(Sarkar et al., 2017; Dutagaci et al., 2018).

Nesta etapa da DM, a simulagao foi conduzida por 500 ns sob condi¢des de contorno
periddicas (PBC — Periodic Boundary Conditions), que permitem reproduzir um ambiente
continuo ¢ homogéneo, minimizando os efeitos de borda ao longo da trajetoria simulada (Jung
et al., 2018). Apods a simulacdo, as PBC foram removidas das trajetorias a fim de corrigir
eventuais quebras de moléculas entre as caixas periodicas, prevenindo a ocorréncia de artefatos
nas andlises estruturais subsequentes. Em seguida, as métricas de desvio quadratico médio
(RMSD — Root Mean Square Deviation) e desvio quadratico médio por flutuacdo (RMSF —
Root Mean Square Fluctuation) foram aplicadas para avaliar, respectivamente, a estabilidade

conformacional e a flexibilidade estrutural da proteina ao longo do tempo simulado (Isu ef al.,

2024).

Todas as etapas foram realizadas utilizando o pacote GROMACS 2024.3 (Abraham et
al., 2015), um pacote de software amplamente utilizado para simular sistemas de membrana
acoplada a pressdo, com processamento paralelo distribuido no supercomputador Lovelace.
Durante as fases de equilibrio e produgdo, foram utilizados 16 e 128 ntcleos de CPU,
respectivamente, com ajustes automaticos de desempenho (nstenergy = 100, nstlist = 80, rlist =
1,3, nstcomm = 100), visando a otimizagdo do custo computacional e ao controle eficiente dos

parametros de vizinhanca, fundamentais para a estabilidade da simulac¢do (Kim et al., 2023).

5.2.6 Otimizacao de Pequenas Moléculas

O banco de dados principal utilizado para os metabolitos secundarios avaliados no
docking foi o Cannabis Compound Database (cannabisdatabase.ca, acesso em 24 jun. 2024),
uma plataforma que integra informacdes estruturais, funcionais e espectrais de compostos
isolados a partir de 115 cultivares de C. sativa. Além de informagdes quimicas detalhadas, o
Cannabis Compound Database também contempla dados relacionados a vias de sinalizagdo e
possiveis alvos moleculares (Wishart et al., dados ndo publicados). As substancias estdao
organizadas em classes quimicas, incluindo canabinoides, terpenos, polifenois, ésteres, além de
metabolitos primarios e secundarios. A caracteriza¢do dos compostos foi realizada por técnicas
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analiticas consagradas, como espectrometria de massas em tandem (MS/MS), cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN),

com os respectivos espectros disponiveis para consulta e download.

Com o objetivo de excluir compostos endégenos primarios ou irrelevantes ao escopo do
estudo, foram selecionados apenas metabolitos secundarios pertencentes as classes de
canabinoides, terpenos e polifendis no banco de dados. A curadoria e o processamento dessas
substancias foram realizados na plataforma KNIME 5.2.3, amplamente utilizada na analise de
bibliotecas quimicas, o que permitiu a execu¢do automatizada de etapas como remog¢ao de
duplicatas, exclusdo de sais, adi¢do de hidrogénios, padronizagdo de cargas e conversdo dos

ligantes para o formato tridimensional (Berthold ef al., 2019).

Por fim, com o intuito de ampliar a representatividade dos fitocanabinoides descritos na
literatura, foram incorporados 48 substancias suplementares a base inicial ja otimizada. Dentre
elas, quatro: “(-)-7R-cannabicourmarone”, *“(—)-7-hydroxycannabichromane”, ‘(%)-4-
acetoxycannabichromene” e “(x)-3"-hydroxy-A(4",5")-cannabichromene”, foram desenhadas
manualmente utilizando a ferramenta MarvinJS (marvinjs-
demo.chemaxon.com/latest/demo.html, acesso em 13 dez. 2024), com base em Radwan et al.
(2009) e Lewis et al. (2017). Os demais compostos foram obtidos a partir de outros bancos de
dados publicos, sendo 35 provenientes do PubChem (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, acesso em 28
set. 2024) e 9 do CHEMBL (ebi.ac.uk/chembl/, acesso em 29 set. 2024) tendo como referéncia
a literatura vigente (EISohly ef al., 2017; Radwan et al., 2021; Stryker et al., 2025).

5.2.7 [Etapas de Preparacio Estrutural Pré-Triagem Virtual

Para a defini¢@o precisa do sitio de acoplamento e valida¢do do protocolo de docking
molecular, foi empregado o modelo estrutural do receptor canabinoide tipo 1 humano, descrito
por Shao e colaboradores (2019). A estrutura tridimensional, obtida por criomicroscopia
eletronica (Cryo-EM) com resolucio de 3,36 A, foi acessada no Protein Data Bank (PDB ID:
7WV9). A estrutura analisada compreende as trés subunidades da proteina G (i. e. Ga, Gp e
Gy) associadas a cadeia ‘D [auth R]’, correspondente ao receptor-alvo, em complexo com os
ligantes ZCZ011 e CP55,940. O ligante ZCZ011 encontra-se acomodado em um sitio alostérico
localizado entre as hélices transmembrana TM2 e TM4, enquanto o CP55,940 ocupa o sitio
ortostérico (ou candnico) no interior do dominio transmembrana do receptor (Shao et al., 2019).
O posicionamento do CP55,940 (Apéndice C) foi utilizado como referéncia estrutural para
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delimitar o sitio ativo e orientar a analise das poses de ligacdo dos compostos testados. Além
disso, o ligante foi incluido no ranking de triagem, servindo como controle positivo e pardmetro

comparativo para a avaliacao da afinidade e orientacao dos farmacos candidatos.

A preparacdo da estrutura incluiu a remogdo dos ligantes, adicdo de atomos de
hidrogénio e ajuste das cargas parciais. O algoritmo genético GOLD 2024.1.0, amplamente
reconhecido por sua acuracia na predi¢ao de interagdes receptor-ligante com base em fungdes
de energia e flexibilidade conformacional (Jones et al., 1997), foi selecionado para a triagem

virtual.

5.2.8 Redocking e Triagem Virtual Baseada na Estrutura (SBVS)

Para a definicdo dos parametros ideais de docking molecular, foi conduzida uma etapa
de redocking utilizando o receptor CB1 humano e o ligante CP55,940 como referéncia (Shao
et al., 2019). Diferentes combinagdes de fungdes de pontuacio e reavaliagdo (rescore) foram
testadas no algoritmo genético GOLD, incluindo ChemScore, GoldScore, CHEMPLP e ASP
(Astex Statistical Potential). Cada funcao foi aplicada utilizando raios de busca entre 6 A e 16
A, com o objetivo de reproduzir com precisdo a pose cristalografica do ligante no sitio ativo,

visando a validacao do modelo de docking.

Com base na combinacdo de fun¢do de escore e raio de busca que melhor reproduziu a
orientacdo experimental do ligante controle CP55,940, foi realizada a triagem virtual de 567
fitocanabinoides, incluindo o préprio CP55,940 como controle positivo. As interacdes
moleculares foram avaliadas no sitio ativo (ortostérico), delimitado por um raio de 10 A, e
visualizadas por meio de diagramas bidimensionais gerados no BIOVIA Discovery Studio
(versdo 24.1.0.23298). A triagem utilizou as func¢des de escore ChemScore e ASP, previamente
validadas durante o redocking. A fungao ChemScore também foi empregada para estimar as
variacoes da energia livre de Gibbs (AG), parametro indicativo de afinidade e espontaneidade
de ligagdo (Bissantz et al., 2010; Christ et al., 2010). As interagdes correspondentes a melhor
pose redocada do CP55,940 foram analisadas em detalhe no BIOVIA Discovery Studio e
visualizadas em PyMOL (versao 3.1).
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6. RESULTADOS & DISCUSSAO
6.1 Analise do Alinhamento Multiplo

Quatro sequéncias, com 87% de cobertura, apresentaram altas identidades com a se-
quéncia-alvo. Dentre elas, destacaram-se espécies como Neopsephotus bourkii Gould, 1841
(98,59%), Lathamus discolor Lesson, 1830 (98,59%), Pezoporus wallicus Kerr, 1792 (98,59%)
e Strigops habroptilus G. R. Gray, 1845 (97,98%). Em contraste, outras cinco sequéncias, com
84% de cobertura, demonstraram identidades ligeiramente superiores. Essas correspondéncias
incluem Amazona guildingii Vigors, 1837 (99,58%), Probosciger aterrimus Gmelin, 1788
(99,37%), Nestor notabilis Gould, 1856 (99,15%), Eolophus roseicapilla Vieillot, 1817
(99,15%) e Melopsittacus undulatus (99,15%). A diferenga entre cobertura e identidade indica
variagdes regionais nas sequéncias. A consisténcia entre esses dados sugere que as correspon-
déncias podem ser isoformas estrutural e funcionalmente semelhantes, refor¢ando a importan-
cia de investigar se essas variacdes estdo ligadas a adaptagdes funcionais ou a conservacao de

um nucleo estrutural essencial (Elphick, 2012; Laprairie et al., 2012).

As nove sequéncias recuperadas em formato FASTA foram analisadas junto as sequén-
cias do receptor CB1 do papagaio-verdadeiro (GenBank: KQK80706.1), humano (GenBank:
KAI4019111.1) e do tururim (GenBank: NWI18239.1), totalizando 12 sequéncias. O alinha-
mento multiplo (Figura 8) revelou uma lacuna na estrutura-alvo (X), sugerindo o aminoacido

histidina (His-H) como possivel correspondente.

Figura 8. Resultados do alinhamento multiplo de sequéncias com ClustalW. Legenda: Na
coluna “Species/Abbrv”, estdo o codigo do GenBank e o nome abreviado de cada proteina. os
espacos nos codigos (ex. XP 030346217.1) correspondem a underline (). Os asteriscos (“*”’)
indicam a maxima correspondéncia dos aminoacidos em cada regido alinhada

SDECiE,‘ifﬁ«th :111:::111:;:111::: ® | & x| 2| %% x| x| x

1. KQKB0T06.1 CNR1 protein Amazona aestiva 1T YALRSKEBLREXAFRSNFPAEEC AGPL
2. XP 061225753.1 CNR1 protein Neopsephotus bourki || IYALRSKBILRH AFRSMWFPIRC AP L
3. XP 085537334.1 CNR1 protein Lathamus discolor I YALRSKEBLEHAFRESMFPIEC ARPL
4 XP 057275560.1 CNR1 protein Pezoporus wallicus I YALRSIKIMLRHAFREWFPERC AP L
5. XP 0303462171 CNR1 protein Strigops habroptilus I YALRSKEBLREHAFRSNMFPIEC AGPL
§. NXK20074.1 CNR1 protein Amazona guildingii I YALRSKEBLEHAFRESMFPIEC ARPL
7. NWS386592.1 CNR1 protein Probosciger aterrimus Il 1T YALRSKIEBLRHAFRSMFPIEC AQP L
8. XP 030503548.1 CNR1 protein Melopsitacus undulatus| | | Y ALRSKIMLRH AFRSMWF PERC AP L
9. XP 010011031.1 CNR1 protein Nestor notabilis I YALRSKEBLEHAFRESMFPIEC ARPL
10. NXDST802.1 CNR1 protein Eclophus roseicapilla Il 1T YALRSKIEILEHAFRSMWFPIEC AQP L
11. KAI4018111.1 CNR1 protein Homo sapiens 1T YALRSKEBLREHAFRSNFPRPSC AGPL
12. NW8235.1 CNR1 protein Crypturellus soui I YALRSKEBLEHAFRESMNFPSC AAQPL

Fonte: Elaborada no MEGA X.

6.2 Ajuste na Estrutura Primaria e Resultados da Modelagem Comparativa
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A constru¢do do modelo 3D considerou dois fatores principais: (i) minimizar a
variabilidade estrutural para reduzir os custos computacionais e (ii) resolver a lacuna (X) da
sequéncia-alvo. A énfase foi dada a regido central do receptor, com foco nos dominios
transmembrana (de TM1 a H8) e nos motivos de atividade molecular bem documentados nessas
regides do receptor CB1 (Shao et al., 2019; Kumar et al., 2019). Como resultado, a estrutura
original foi ajustada, com a remogdo de 164 residuos da regido N-terminal e 84 da regido C-
terminal. Essa edi¢ao foi essencial para melhorar a qualidade do modelo, concentrando-se nas
areas mais relevantes para a fungdo do receptor (Wu et al., 2022). O arranjo de aminoacidos do
receptor CB1 do papagaio-verdadeiro, foi colorido conforme suas caracteristicas estruturais:

basicos em vermelho, acidos em laranja, hidrofébicos em azul e polares em rosa.
> Sequéncia primaria: receptor canabinoide tipo-1 (315 aminodcidos) [Amazona aestival

FMDMECFMILNP LATAVLSLTLGTFTVLENLLVLCVILHSRSLRCRPSYHFIGSL
AVADLLGSVIFVYSFVDFHVFHRKDSPNVFLFKLGGVTASFTASVGSLFLTAIDRYISI
HRPLAYKRIVIRPKAVVAFCVMWTIAIVIAVLPLLGWNCKKLNSVCSDIFPLI L
MFWIGVTSVLLLFIVYAYMYILWKAHSHAVRMIQR KSIIH KVOQITRP
RMDIRLAKTLVLILVVLIICWGPLLAIMVYDVFGKMNKLIKTVFAFCSMLCLL v

PIIYALRSKDLRHAFRSMF

A sequéncia primaria foi carregada no SWISS-MODEL, plataforma que gera modelos
3D a partir de sequéncias proteicas (Waterhouse et al., 2018). Foram disponibilizados 50
templates: 49 com base em dados experimentais (29 por cristalografia de raios-X e 20 por
criomicroscopia eletronica) e um do AlphafoldDB, que utiliza o algoritmo AlphaFold2,
conhecido por sua alta precisao (Bertoline et al., 2023). Esse tipo de modelagem tem sido
essencial para explorar grandes volumes de dados proteicos e impulsionar o desenvolvimento
racional de farmacos (Duran-Frigola et al., 2013; Jumper ef al., 2021; Dorn et al., 2014). O
modelo do AlphafoldDB (codigo AOA7K4KPW6 9AVES, gene: CNRI, organismo:
Crypturellus soui, ou tururim) foi selecionado como template principal por apresentar 99,05%
de identidade com a sequéncia-alvo e um valor GMQE de 0,87, indicando alta confiabilidade

para a modelagem estrutural.

Para fins de comparacao e validacao, utilizou-se a proteina de referéncia (PDB: 7TWV9)
como template adicional, permitindo modelar uma estrutura complementar e aprofundar a
analise do modelo predito. A avaliacdo estereoquimica pelo PROCHECK (Laskowski et al.,
1993) indicou melhor desempenho do modelo baseado em aprendizado de maquina: 93,1% dos
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residuos estavam em regides mais favoraveis, 6,6% em regides favoraveis, 0,3% em regides
permitidas e nenhum em regides desfavoraveis. Em contraste, o0 modelo baseado no CBI
humano experimental apresentou 92,9%, 6,0%, 0,4% e 0,7%, respectivamente. Além disso, o
modelo experimental omitiu sete residuos da sequéncia de 315 aminoacidos, enquanto o modelo
predito incluiu todos. A anédlise QMEANDIisCo Global reforgou a superioridade do modelo
gerado por IA, com IDDT = 0,70 + 0,05, frente ao valor de 0,66 = 0,05 do modelo experimental.
A Figura 9 ilustra a comparagdo entre as estruturas, destacando os residuos nos graficos de
Ramachandran e a coloragdo por IDDT. Esses resultados evidenciam a alta precisdo do
AlphaFold2 na modelagem estrutural, comparavel a métodos experimentais, como discutido na
literatura (Dorn et al., 2014; Jumper et al., 2021; Bertoline et al., 2023).

Figura 9. Validagdo estrutural do modelo computacional de CB1. Legenda: (a) Modelo
gerado por inteligéncia artificial; (b) modelo baseado em estrutura experimental (Cryo-EM),
ambos coloridos conforme os valores preditos de IDDT. No modelo baseado de Cryo-EM (b),
observa-se o ligante CP55,940 no sitio ortostérico ¢ 0 ZCZ011 em um dos sitios alostéricos

(mais detalhes no Apéndice C). As malhas de membrana foram adicionadas via banco OPM
(Orientations of Protein in Membranes), integrado ao SWISS-MODEL.

(a)

(b)
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Fonte: Elaborada no Structure Assessment.

6.3 Preparacio e Caracterizacio do Ambiente de Simula¢ao

O ntimero de lipidios necessario para preencher a célula de simulacao foi determinado
dividindo-se a area disponivel pela area média ocupada por cada molécula, resultando em 128
fosfolipidios DDoPC na camada superior ¢ 140 fosfolipidios de DDoPE na inferior. A Figura
10 apresenta a montagem da bicamada lipidica obtida por meio do CHARMM-GUI, cuja efici-
éncia e precisdo dos algoritmos foram fundamentais para a construcao do sistema (Kern et al.,
2023). Nadiregdo z (perpendicular ao plano da membrana), a caixa de simulagao foi expandida
para além das posi¢des extremas dos 4tomos da proteina, assegurando aproximadamente 22 A
de espaco no folheto superior e 42 A no inferior (b, Figura 10), este tltimo devido a presenca
da alca de ligagdo a proteina G entre as hélices TM5 e TM6 (Isu ef al., 2024). Além da proteina
e dos lipidios, o sistema foi solvatado com 100.242 moléculas de agua do tipo TIP3P, compa-
tivel com o campo de forca CHARMM36m (Huang ef al., 2016). Também foram adicionados
92 ions sodio (Na*) e 106 ions cloreto (Cl) para garantir a neutralidade elétrica ¢ uma forca

i0nica proxima das condicdes fisiologicas.

Figura 10. Resultados do construtor de membranas. Legenda: a) Visualizagdo da
célula de simulagdo no “NGL Viewer” do CHARMM-GUI. b) Grafico da area transversal do
sistema, representando a dimensao do receptor CB1 em relagdo a espessura da bicamada lipi-

dica ao longo do eixo z (valores em angstroms — A).

bl
Protein Top Area: 1171.38955

. . Protein Bot Area: 1330.5307
Cross-Sectional Area of the Protein X Extent: -27 to 29

Y Extent: -28 to 20
Z Extent: -60 to 39

Z Axis

0 L 1 | 1 L 1

0 2 4 6 8 1 o W
rea (10)
Fonte: Elaborada no CHARMM-GUIL
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A membrana foi complementada com 39,03% de colesterol, distribuido de forma quase
simétrica entre os folhetos superior (19,49%) e inferior (19,54%), em conformidade com a fra-
¢do molar maxima na dinamica de membranas celulares (Takamori et al., 2006; Sarkar et al.,
2017; Doktorova et al., 2020). Essa proporg¢ao foi adotada para reproduzir parametros biofisicos
fundamentais, como fluidez, espessura e compactagdo da membrana, nos quais o colesterol atua
como modulador estrutural relevante, especialmente na ativacdo de GPCRs (Sejdiu & Tiele-
man, 2020). A Figura 11 também apresenta as modificagdes pds-traducionais previstas para o
receptor CB1, incluindo a N-glicosilagdo na regido N-terminal e a ancoragem de acido palmi-

tico (S-palmitoilagdo) na extremidade C-terminal (Jakubik & El-Fakahany, 2021).
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Figura 11. Modelo do complexo proteina-bicamada.
Legenda: O receptor CB1 ¢ representado em uma escala de cores do azul ao vermelho (arco-
iris), com o oligossacarideo ligado a asparagina-1 (N-glicosilagdo) em magenta. As moléculas
de PC/PE (fosfolipidios da bicamada) sdo mostradas em cinza, o colesterol em laranja ¢ a cauda
lipidica na cisteina 315 (S-palmitoilagao) em verde-limao. (a) Vista lateral do complexo. (b)

Vista superior, mostrando a organiza¢ao das moléculas na bicamada.

e)

(9

Fonte: Elaborada no ChimeraX.
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6.4 Comportamento Conformacional em Dinamica Molecular

A minimizagao de energia do sistema foi realizada com o algoritmo de steepest descent,
amplamente utilizado para alcancar minimos globais em simula¢des de dindmica molecular
(Sarkar et al., 2017, Seo et al., 2020). A convergéncia foi obtida ap6s 2.000 picossegundos (0s),
com base no potencial de energia (kJ/mol), resultando em uma configuragdo estavel da
membrana modelo para as etapas subsequentes. Em seguida, o sistema foi submetido a
equilibragdo térmica visando simular a temperatura corporal média de 4. aestiva, estimada em
41,8 °C (= 315 K) (Paula et al., 2008; Paula et al., 2013). A Figura 12 compila os graficos de
minimizagdo e equilibracdo, evidenciando que o sistema atingiu rapidamente a temperatura-
alvo e a manteve de forma estavel ao longo de 5 ns. Essa estabilidade térmica ¢ essencial para
garantir que as flutuagdes observadas estejam dentro de pardmetros fisioldgicos realistas,
assegurando a confiabilidade das analises dindmicas subsequentes (Lynch & Reggio, 2006;

Sarkar et al., 2017).

Figura 12. Convergéncia energética (a) e equilibrio térmico (b) na fase inicial da
simulagdo. Legenda: K= Kelvin.

(a) (b)
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Fonte: Elaborada no XMGrace.

Ap0s as etapas de minimizacdo de energia e equilibrio sob condi¢des de temperatura e
pressdo constantes, foi conduzida uma simula¢ao de DM com duragdo de 500 ns. A estabilidade
estrutural do receptor CB1, em sua conformacdo inativa, foi avaliada por meio da analise do
desvio quadratico médio (RMSD) do backbone (Grafico 1). Ao final da trajetéria, as flutuagdes
de RMSD permaneceram abaixo de 0,4 nm, indicando a auséncia de rearranjos estruturais
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significativos ou perturbag¢des conformacionais durante a simulacao (Isu et al., 2024; Deganutti
et al., 2025). Valores nessa faixa sdo considerados indicativos de estabilidade conformacional
em estudos com GPCRs incorporados em bicamadas lipidicas, sendo que variagdes entre 0,6 €
0,8 nm ainda sao compativeis com o estado de enovelamento nativo desses receptores (Shim et

al., 2013; Sarkar et al., 2017; Jung et al., 2018).

Grafico 1. Desvio médio do backbone da proteina ao longo de 500 ns de simulagao.
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Fonte: Elaborado no XMGrace.

A analise da trajetoria de 500 ns também incluiu a avaliacdo da flutuagdo dos 315
residuos de aminoacidos do receptor CB1 de A. aestiva, por meio do calculo do desvio
quadratico médio por flutuacdo (RMSF). Os resultados indicaram maior estabilidade nos
residuos mais conservados do receptor, especialmente entre as hélices TM2 e TMS5, com
flutuagdes abaixo de 0,2 nm, evidenciando baixa mobilidade nessas regides, como ilustrado no
grafico “a)” da Figura 13. Em contraste com as regides mais estaveis, algumas por¢des do
receptor apresentaram maior flexibilidade, evidenciando a influéncia das modificagdes pos-
traducionais incluidas neste estudo. A alga N-terminal, por exemplo, exibiu flutuagdes
superiores a 0,4 nm nos residuos iniciais, coincidindo com o sitio de N-glicosilacdo na
asparagina 1. Ja a hélice extracitoplasmatica HS, que neste modelo apresenta um dacido
palmitico ligado a cisteina 315, mostrou flutuagdes superiores a 0,6 nm, indicando alta
mobilidade ao longo da simulagdo. Outra regido de destaque foi a alga de interacdo com
proteinas G, voltada para o lado citoplasmatico e situada entre as hélices TM5 e TM6 (Shim et
al., 2013). Essa algca também apresentou flutuagdes elevadas, especialmente nas regides da

simulacdo com maior presenca de moléculas de agua, refletindo sua flexibilidade estrutural
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caracteristica. Estudo recente de Isu et al. (2024) também relatou alta mobilidade das algas entre
TMS5 e TM6 e na alga N-terminal do receptor CB1, embora tenha observado menor flutuagao

na H8 (RMSF <4 A = 0,4 nm), contrastando com os valores mais altos aqui obtidos.

Figura 13. Variacao da flutuacio residual ao longo da simulacio de dindmica.
Legenda: a) Grafico de RMSF (em nandmetros) indicando a mobilidade dos 315 residuos da
proteina; b) Modelo 3D inicial (tempo= 0) do receptor CB1 do papagaio-verdadeiro, destacando
as hélices transmembrana (TM1-TM?7) e a hélice HS.
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Fonte: Elaborada no XMGrace & PyMOL.

6.5 Analise de redocking: Interacées-chave e Perfis de Ligacao

O redocking molecular do ligante sintético CP55,940, localizado no sitio ativo da
estrutura de referéncia (Shao et al., 2019), revelou interacdes-chave entre o ligante e os residuos
da proteina. A Figura 14 apresenta os modelos de farmacoforos em 2D e 3D, desenvolvidos a
partir da estrutura do receptor CB1 humano (PDB: 7WV9), considerando um raio de 10 A ao
redor do sitio de ligagdo. Sdo apresentadas as principais contribuigdes de ligacao, com destaque
para as multiplas interagdes hidrofobicas (alquil e pi-alquil), forgas de van der Waals e pontes
convencionais de hidrogénio. As interacdes observadas envolveram o canabinoide sintético

CP55,940 e aminoacidos fundamentais para a estabilizacdo de ligantes no sitio ativo, como no
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caso da mutuagdo com PHE200 (isto ¢, F20033¢) — denominado F1003-*® no modelo gerado para

A. aestiva (Shao et al., 2019; Kumar et al., 2019; Wu et al., 2022).

Figura 14. Resultados de redocking molecular das referéncias (PDB: 7TWV9 & CP55,940).
Legenda: R= cadeia R (CB1) do complexo com a proteina G.

Interactions
I:l van der Waals I:I Alkyl
I:l Conventional Hydrogen Bend I:I Pi-Alkyl

Fonte: Elaborada no BIOVIA Discovery Studio.

Apo6s o redocking e a escolha da melhor pose de ligacdo, os fitocanabinoides passaram
por uma filtragem criteriosa usando ferramentas de mineracdo no sofiware KNIME (Berthold
et al., 2019). Essa etapa foi fundamental para eliminar estruturas quimicas incompativeis com
os metabolitos secundarios identificados nas analises cromatograficas, aumentando a qualidade
e a relevancia do conjunto final. O banco inicial continha 6.220 compostos, incluindo acidos
orgénicos, carboidratos, subprodutos da combustio, aminoécidos e sais, muitos deles fora do
escopo do estudo. Apds a etapa de filtragem, foram avaliados 567 metabdlitos secundarios,
numero bastante proximo aos 565 fitocanabinoides j& descritos na literatura (EISohly et al.,
2017; Lewis et al., 2017), o que conferiu a analise maior representatividade e abrangéncia do

espaco quimico.

6.6 Docking Molecular

A triagem virtual, realizada por meio do algoritmo genético do software GOLD, confi-
gurado com a fungdo de pontuacdo ChemScore, fundamentada nos valores da energia livre de

Gibbs (AG) permitiu selecionar, dentre 567 fitocanabinoides mais o ligante CP55,940, os dez
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ligantes com maior afinidade teorica pelo receptor CB1 de 4. aestiva (Quadro 1). Bioativos

com valores negativos de AG sdo considerados promissores, por indicarem maior espontanei-

dade na ligacao (Bissantz et al., 2010; Christ et al., 2010).

Quadro 1. Ranking dos 10 fitocanabinoides com maior afinidade espontinea ao CB1 de
Amazona aestiva.

Posicao# | Nome comum
Estrutura 2D AG
Codigo (inglés)
1#
Cannabisin O -108.83
CDB000774
2#
Cannabitwinol -99.16
CDBO056
3#
Cannabisol -91.80
CDBO1
4# Solanesyl
-85.43
CDB005226 diphosphate
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sy a-cadinyl can- 8127
CDBI19 nabigerolate
6#
Cannabisin M -78.88
CDBO000772
T#
Xanthophyll -74.66
CDBO000346
8#
Carotene -74.66
CDB000345
9# (S)'2’3' A
- S ~ N N -72.47
CDB004889 epoxysqualene
HO,
|
104 | .
Cannabisin F ~ N -72.16
CDB000771 o
N\ \
OH
HOY'

Os resultados de docking confirmaram a eficacia do algoritmo genético na predicao da
afinidade de compostos pelo sitio ortostérico do receptor CB1, incluindo moléculas com ativi-

dade previamente descrita. Dentre estes fitocanabinoides, duas substancias se destacaram. O
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canabisol (THCD)?, conhecido por sua elevada poténcia sobre o CB1, ocupou a terceira posi¢io
no ranking de afinidade (Zulfiqar et al., 2012). Ja o canabitwinol (CBDD), embora menos in-
vestigado e anteriormente associado a seletividade por receptores TRP envolvidos na termor-
regulacdo (Chianese ef al., 2020), apresentou a segunda maior afinidade com o CBI1. A selecao
de substancias ja descritas na literatura evidenciou a eficiéncia do algoritmo na predicao de
ligantes, refor¢ando seu potencial para validacao experimental. Além disso, a semelhanca es-
trutural entre CBDD e THCD, aliada ao desempenho de ligacdo comparavel (Figura 15), su-
gerem uma possivel analogia farmacoforica e um perfil de atividade bivalente para o CBDD,

ampliando as hip6teses sobre seus mecanismos de acao (Shete et al., 2024; Stryker et al., 2025).

Figura 15. Melhores poses de ligacio do THCD e CBDD no sitio ortostérico de CB1. Le-
genda: canabisol (magenta), cannabitwinol (amarelo), F100°¢ (verde ciano, TM3) W256%48

(laranja, TM®6).

Fonte: Elaborada no PyMOL.

Outros compostos naturais também apresentaram destaque nas simulacdes de docking
com o receptor CB1. Entre eles, ressalta-se o canabinoide miscelaneo ‘a-cadinil canabigero-
lato’, isolado de uma variedade de C. sativa de alta poténcia, cujas propriedades farmacoldgicas
ainda ndo foram completamente elucidadas (Ahmed et al., 2008). A substancia ‘solanesil di-

fosfato’, derivado do solanesol, ocupou a quarta posi¢ao no ranking de afinidade de ligacdo. J&

3 Descrito por Zulfigar et al. (2012), o canabisol é um dimero composto por duas moléculas de A°>~THC, unidas
por uma ponte metileno. De modo analogo, o canabitwinol corresponde a um dimero constituido por duas
moléculas de CBD, conforme relatado por Chianese ef al. (2020).

47



o triterpeno ‘(S)-2,3-epoxiesqualeno’, assim como outros precursores terpenoides, tem sido as-
sociado a atividade contra o cancer, além de potencial uso em doengas neurodegenerativas (Le-
wis et al., 2017; Liu et al., 2024). Além disso, os carotenoides ‘caroteno’ ¢ ‘xantofila’, conhe-
cidos por seu papel antioxidante (Miller ef al., 1996), também mostraram interagdes relevantes

com o sitio ortostérico do CB1.

Além dos ligantes supracitados, diversas canabisinas se destacaram, especialmente as
dez variantes avaliadas (O, M, F, E, D, G, N, C, B e A, respectivamente), que apresentaram
elevada propensdo de acoplamento ao receptor CB1, superando até mesmo o desempenho do
ligante de referéncia CP55,940 (vide Apéndice A). Muitas dessas canabisinas s30 majoritaria-
mente encontradas nas sementes de C. sativa (Smeds et al., 2012; Pollastro et al., 2018). De
forma notével, outro estudo de docking molecular apontou a canabisina M como potente inibi-
dor da glicoproteina-P, com elevada energia de ligagdo e possiveis implicagdes na modulagdo
da resisténcia a farmacos (Kazemi et al., 2021). Apesar da baixa solubilidade em agua, decor-
rente de seu carater neutro e lipofilico, as canabisinas e outras lignanamidas apresentam impor-
tantes atividades bioldgicas, incluindo efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e inibi¢dao da

acetilcolinesterase (Ahmed ef al., 2015; Yan et al., 2015; Kamle et al., 2024).

Além do interesse farmacoldgico, as sementes de Cannabis tém sido estudadas como
ingrediente funcional na alimentag@o animal, devido a sua composi¢ao rica em proteinas diges-
tiveis, vitaminas, minerais e dcidos graxos PUFA (Kamle ef al., 2024). Formulacdes de ragdes
para aves contendo derivados das sementes, particularmente ricas em canabisinas e outras lig-
nanamidas, demonstraram efeitos promissores em galinhas poedeiras e frangos de corte. Essas
formulagdes representam uma alternativa nutricional e ambientalmente sustentavel, com poten-
cial para contribuir diretamente para a saude aviaria (Neijat ef al., 2016; Tignani ef al., 2024,

Ritter et al., 2020).

Em sintese, assim como observado nas estruturas complexas do THCD e do CBDD, as
caracteristicas estruturais e a acessibilidade estérica dos fitocanabinoides influenciam direta-
mente sua afinidade pelo receptor CB1, afetando tanto a viabilidade de acomodagao no sitio
ortostérico quanto a estabilidade da interacdo (Bow & Rimoldi, 2016; Zulfigar et al., 2012).
Compostos com cadeias laterais mais longas, como o A°-tetrahidrocanabiforol (A°>~THCP) e o
canabidiforol (CBDP), ambos com cadeia heptilica, apresentaram maior afinidade de ligagao

em comparacao ao A>-THC, que possui uma cadeia pentilica (Citti et al., 2019; Lee et al., 2020).
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No modelo computacional de A. aestiva, essa superioridade foi refletida nos valores de AG e
no desempenho nas simulag¢des de docking, conforme demonstrado no Quadro 2. Esses resul-
tados reforcam a importancia das modificagdes estruturais na seletividade e poténcia dos ligan-

tes para o CB1.

Quadro 2. Ranqueamento da espontaneidade putativa de ligacdo dos fitocanabinoides A°-
THCP, CBDP, A>-THC e CBD ao receptor CB1 de Amazona aestiva.

Posicao# Co-
Nome comum Estrutura 2D AG
digo
69% A’-tetrahidroca-
. -53.35
CDB03 nabiforol
106#
Canabidiforol -49.16
CDB04
116# A’-tetrahidroca-
-47.79
CDB000001 nabinol
156#
Canabidiol -44.33
CDB000002

A listagem completa dos ligantes testados, que inclui o canabinoide sintético de referéncia
(CP55,940) e os fitocanabinoides (n = 567), encontra-se disponivel no Apéndice A, com os
respectivos valores de AG ordenados de forma decrescente.

49



7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo reforga a importancia das abordagens in silico na investigacao das interacdes
moleculares e da estabilidade do receptor canabinoide CB1, considerado um alvo promissor
para o desenvolvimento de novas estratégias farmacologicas. Nesse contexto, os metabolitos
secundarios de C. sativa, notaveis por sua complexidade estrutural, revelaram destaque para
dez variantes de canabisinas (O, M, F, E, D, G, N, C, B e A), que apresentaram desempenho
superior ao do agonista de referéncia CP55,940. De modo semelhante, o canabisol (composto
jé& reconhecido por sua seletividade ao CB1) também se destacou nas analises, refor¢cando a
robustez preditiva do algoritmo genético. Notavelmente, o canabitwinol, dimero do CBD
previamente associado a modulacdo de receptores TRP envolvidos na termorregulacio,
apresentou elevada espontaneidade de ligacdo ao CB1, abrindo perspectivas para hipdteses

quanto a um possivel perfil de atividade bivalente nesse receptor.

Em sintese, a combinagdo entre elevada afinidade e espontaneidade de ligacdo reforca
o potencial farmacolégico seletivo desses compostos frente ao receptor CB1 de 4. aestiva. A
luz dos resultados apresentados, este trabalho oferece subsidios para futuros ensaios
experimentais em aves silvestres, com vistas a validagao das predigdes tedricas. De forma mais
abrangente, o estudo contribui para ampliar o conhecimento sobre fitocanabinoides com
potencial de atuagdo como ligantes ainda pouco explorados, evidenciando o papel estratégico

da biotecnologia no avan¢o da medicina personalizada.
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9. APENDICE A

Resultados da triagem virtual (SBVS) realizada para o receptor CB1 de Amazona aestiva,

utilizando um conjunto de 567 fitocanabinoides mais o canabinoide sintético CP55,940

(destacado em vermelho).
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CDB004889
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CDB005225
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CDB000221
CDBO005048
CDB50
CDBO000100
CDB000347
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CDBO005316
CDB005331
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CDB16
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CDB004899
CDB000773
CDB000289

CDBO000777
CDB005004
CDBO000111

Nome comum (inglés)
Cannabisin O

Cannabitwinol (THCD)
Cannabisol (CBDD)
Solanesyl-diphosphate
a-cadinyl cannabigerolate
Cannabisin M

Xanthophyll

Carotene
(S)-2,3-Epoxysqualene
Cannabisin F

Grossamide

Squalene
3,3'-Demethyl-heliotropamide
Cannabisin E

Phylloquinone

Friedelanol

Soyasapogenol B
4-terpenyl-A9-tetrahydrocannabinolate
Friedelin

Cannabisin D

Cannabisin G

Rebaudioside A

Camelliol C
4,4-Dimethyl-5a-cholesta-8-en-3b-ol
a-Tocotrienol

B-amyrin
o-fenchyl-A9-tetrahydrocannabinolate
24,25-Dihydrolanosterol
v-Tocotrienol

Stigmasterol

Lanosterol

Cannabisin N
7-keto-f-Sitosterol

(2,3-trans)-3-(3-hydroxy-5-methoxyphenyl)-N-(4-
hydroxyphenethyl)-7-{(E)-3-[(4-hydroxyphenethyl)
amino|-3-oxoprop-1-enyl}-2,3-dihydro-benzo [b] [1,4]

dioxine-2-carboxamide
all-trans-Hexaprenyl diphosphate
Stigmasta-4,22-dien-3-one

AG
-108.83
-99.16
-91.80
-85.43
-81.27
-78.88
-74.66
-73.93
-72.47
-72.16
-72.04
-71.35
-71.22
-71.05
-70.29
-70.21
-70.11
-69.38
-69.31
-69.13
-68.99
-68.94
-68.87
-68.78
-68.77
-67.61
-67.49
-66.88
-66.76
-66.73
-66.27
-65.88
-65.67

-65.59
-65.54
-65.39
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68
69
70
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80
81
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CDB000391
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CDB005003
CDB000766
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CDB005340
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CDBO005314
CDBO000776
CDB000290
CDB23
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CDB005050
CDB000742
CDB000744
PDB: 7TWV9
CDB000334
CDBO03

CDB41

CDBO000337
CDBO06

CDBO000791
CDBO07

CDB32

CDB000424
CDB13

CDB000011
CDB27

CDB000042
CDB000341
CDB000034

p-Tocopherol

Vitamin K

Cannabisin C

Cannabisin B

A-Tocopherol

Avenasterol

Sitosterol

all-trans-Heptaprenyl diphosphate
Cannabisin A
Stigmasta-5,22-dien-3p-ol-7-one
v-Tocopherol

campest-5-en-3p-o0l-7-one

Phylloquinol

Obtusifoliol

5-Dehydroavenasterol

Campesterol
4,4-Dimethyl-5a-cholesta-8,24-dien-3-b-ol
Cycloartenol
Sa-Stigmasta-7,24(28)-dien-3p-ol
Demethylphylloquinone
4a-Methylzymosterol-4-carboxylic acid
2-Methyl-6-phytylhydroquinone
Presqualene diphosphate
3,3'-Demethyl-grossamide
Stigmast-4-en-3-one

Sesquicannabigerol
Orientin-7-o-rhamnoglucoside
Steviobioside

Cannflavin A

Cannflavin C

CP55,940
Apigenin-7-o0-p-coumarylglucoside
A9-tetrahydrocannabiphorol (A9-THCP)
A8-tetrahydrocannabinol (A8-THC)
Isovitexin 7-O-glucoside 2''-O-arabinoside
Cannabidihexol (CBDH)
2"-0-Glucopyranosylvitexin
A9-tetrahydrocannabidihexol (A9-THCH)
(£)-4-acetoxycannabichromene
Cannabielsoic acid B
(-)-7R-cannabicourmarone
Cannabigerolic acid monomethylether
100-hydroxy-A9'11-hexahydrocannabinol
Cannabichromene monomethylether
Orientin-7-o0-glucoside
10-Ethoxy-9-hydroxy-A-6a-tetrahydrocannabinol

-65.38
-65.21
-65.16
-65.15
-65.01
-64.88
-64.69
-64.42
-64.21
-64.10
-63.67
-63.54
-63.53
-63.49
-63.42
-63.33
-62.76
-62.57
-62.37
-62.37
-62.13
-62.12
-62.12
-61.46
-60.59
-58.91
-58.75
-58.54
-58.20
-57.16
-56.62
-55.63
-53.67
-53.21
-51.59
-51.52
-51.49
-51.46
-51.15
-50.97
-50.89
-50.75
-50.56
-50.48
-50.38
-50.29
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84
85
86

87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

CDB000751
CDB000017
CDB35

CDB000007

CDB000328
CDB000025
CDB47
CDB000027
CDB000004
CDB000344
CDB000339
CDB46
CDB000041
CDB000335
CDB000039
CDB31
CDB000048
CDB000398
CDBI15
CDB000029
CDB000003
CDB48
CDB000030
CDBO04
CDB000440
CDB29
CDB44
CDB000441
CDB000023
CDB33
CDB20
CDB000012
CDB25
CDB000001
CDB000024
CDB005237
CDB17
CDB000752
CDB000036
CDBS5
CDBO000035
CDB000433
CDBO02
CDB000338
CDB14

3,4'-Dihydroxy-5,3'-dimethoxy-5' isoprenyl bibenzyl

A9-tetrahydrocannabinolic acid B
Cannabioxepane
Cannabichromene (CBC)

3-[2-(3-Isoprenyl-4-hydroxy-5-methoxy-phenyl)ethyl]-

5-methoxyphenol

Cannabicyclolic acid (CBLA)
3-hydroxy-A4,5-cannabichromene
Cannabielsoin (CBE)

Cannabigerol monomethylether
Vitexin-4'-o-rhamnoglucoside
Isovitexin-7-o-rhamnoglucoside
(9S)-hexahydrocannabinol
A1(2)-Tetrahydrocannabinol methylether
Apigenin-7-o-glucoside
6a,7,10a-Trihydroxy-A-9-tetrahydrocannabinol
(—)-7-hydroxycannabichromane

Phytol

Cannabichromenic acid (CBCA)
A9-tetrahydrocannabinolate

Cannabinol (CBN)

Cannabigerol (CBG)
6',7'-epoxycannabigerol

Cannabinol methylether
Cannabidiphorol (CBDP)
Dehydrocannabifuran
5-acetyl-4-hydroxycannabigerol
Tetrahydrocannabinol acetate
Cannabifuran (CBF)
A8-tetrahydrocannabinolic acid
(£)-3"”"-hydroxy-A(4",5") cannabichromene
Cannabigerolate

Cannabidiol monomethylether
4-acetoxy-2-geranyl-5-hydroxy-3-n-pentylphenol
A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC)
A8-tetrahydrocannabinol (A8-THC)
ent-16-Kauren-19-ol
11-hydroxy-A8-tetrahydrocannabinol
Canniprene

Cannabicitran (CBTC)
Cannabichromanone-D
8,9-Dihydroxy-A-6a-tetrahydrocannabinol
Cannabinodiol (CBND)

Cannabiglendol

Isovitexin- 4'-0-glucoside
11-hydroxycannabinol

-50.28
-50.23
-50.07
-50.07

-50.01
-49.93
-49.72
-49.60
-49.54
-49.53
-49.49
-49.39
-49.28
-49.13
-48.99
-48.81
-48.69
-48.57
-48.46
-48.45
-48.44
-48.41
-48.41
-48.33
-48.24
-48.23
-48.22
-48.22
-48.16
-48.06
-48.04
-47.98
-47.96
-47.87
-47.87
-47.53
-47.38
-47.28
-46.79
-46.73
-46.61
-46.56
-46.24
-46.00
-45.93
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129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173

CDB30
CDB000028
CDB000037
CDBI18
CDB000439
CDB000745
CDB39
CDB10
CDB000040
CDB000016
CDB000026
CDBS51
CDB000010
CDB000477
CDB000790
CDB000038
CDB005834
CDB000020
CDB000447
CDB45
CDBO000435
CDB28
CDB000343
CDB52
CDBO000738
CDB000743
CDBO000018
CDB000226
CDB000002
CDB000422
CDB12
CDB53
CDBO08
CDB21
CDB40
CDB24
CDBO005238
CDB005071
CDB000019
CDB000225
CDB22
CDB000031
CDB000009
CDB000022
CDB000234
CDBI11

5-acetoxy-6-geranyl-3-n-pentyl-1,4-benzoquinone
Cannabinolic acid
10-Oxo0-A-6a-tetrahydrocannabinol
11-hydroxy-A9-tetrahydrocannabinol
Ethoxy-cannabitriolvarin
Isocannflavin B
8-hydroxycannabinolic acid A
Cytisoside
2-0x0-A3(4)-tetrahydrocannabinol
A9-tetrahydrocannabinolic acid A
Cannabicyclol

7-hydroxycannabidiol

Cannabidiolic acid

Cannabistilbene I
2"-0-Glucopyranosylorientin
A9-cis-tetrahydrocannabinol
Isotetrahyrocannabinol
A9-tetrahydrocannabivarinic acid
Cannabiripsol
(9R)-hexahydrocannabinol
Cannabitriol (CBT)
100-hydroxy-A8-tetrahydrocannabinol
Vitexin-7-0-(6'-glucoside)
A6-cannabidiol

Vitexin

Cannflavin B

Cannabigerolic acid

(+)-Pinoresinol

Cannabidiol (CBD)
Cannabicyclovarin (CBLYV)
nor-cannabichromene
4'-fluorocannabidiol

Cannabimovone (CBM)

Carmagerol

8-hydroxycannabinol
2-geranyl-5-hydroxy-3-n-pentyl-1,4-benzoquinone
ent-16-Kauren-19-al

Salvigenin
A9-tetrahydrocannabinol-C4
(+)-lariciresinol
Cannabicoumaronone
Cannabinol-C4

Cannabichromevarin (CBCYV)
A7-cis-iso-tetrahydrocannabivarin
Anhydrocannabisativine
Flavosativaside (Vitexin 2''-O-p-D-glucoside)

-45.90
-45.90
-45.81
-45.80
-45.79
-45.76
-45.75
-45.71
-45.70
-45.69
-45.52
-45.26
-45.16
-45.03
-44.92
-44.86
-44.82
-44.76
-44.75
-44.70
-44.64
-44.59
-44.53
-44.52
-44.52
-44.40
-44.32
-44.30
-44.26
-44.05
-43.96
-43.92
-43.89
-43.61
-43.61
-43.41
-43.38
-43.23
-43.14
-43.13
-43.11
-42.98
-42.95
-42.95
-42.89
-42.86
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174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186

187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204

205
206
207
208
209
210
211
212
213
214

215
216
217

CDB000043
CDB26

CDB000008
CDB000340
CDB43

CDB000312
CDB000434
CDB005212
CDB000423
CDB005213
CDB006353
CDB000361
CDB000013

CDB000750
CDBO000005
CDB000442
CDB34

CDB005076
CDBO000615
CDB004949
CDB000014
CDB000739
CDBO000278
CDB000021
CDB004969
CDB000006
CDB000032
CDB000233
CDB005239
CDB000754
CDB54

CDB000229
CDBO000015
CDB005072
CDB000077
CDB000478
CDB000650
CDB004993
CDBO000033
CDB000094
CDBO000415

CDB000112
CDB005210
CDB000793

8,9-Dihydrocannabidiol
Tetrahydrocannabivarol
Cannabichromevarinic acid
Cynaroside
6-prenylapigenin

Farnesyl acetone
Cannabinodivarin
Cyanidin 3-sambubioside
Cannabielsoic acid A
Cyanidin 3-sambubioside 5-glucoside
11-Nor-9-carboxy-THC
Moupinamide
Cannabidiol-C4

4-Hydroxy-2,3,6,7-tetramethoxy-9,10-dihydrophenan-

threne

Cannabigerovarinic acid
Cannabichromanon
Cannabichromanone-C5
Pelargonidin 3-glucoside
Hexestrol

Rutin

Cannabidivarinic acid
Isovitexin
6,10,14-Trimethyl-pentadecan-2-one
A-9-tetrahydrocannabivarin
Geranylgeranyl-PP
Cannabigerovarin
Cannabivarin (CBV)
Cannabisativine
Gibberellin A12 7-aldehyde
Cannabistilbene IIb
Cannabichromanone-B

n-(p-hydroxy-p-phenylethyl)-p-hydroxy-(trans)-cin-

namide

Cannabidivarin (CBDV)
Apigenin 7,4'-dimethyl ether
Methyl linoleate
Cannabistilbene I1
o-Methylacetophenone
Farnesylcysteine
Cannabinol-C2
Secoisolariciresinol

A9-tetrahydrocannabiorcolic acid
3-[2-(3-Hydroxy-4-methoxyphenyl)ethyl]-5-me-
thoxyphenol

Delphinidin 3-sambubioside

Astragalin

-42.84
-42.76
-42.69
-42.54
-42.52
-42.51
-42.51
-42.50
-42.47
-42.43
-42.24
-42.04
-42.03

-41.95
-41.94
-41.87
-41.84
-41.84
-41.79
-41.73
-41.62
-41.46
-41.33
-41.26
-41.21
-41.10
-40.86
-40.82
-40.77
-40.76
-40.65

-40.60
-40.52
-40.35
-40.32
-39.63
-39.44
-39.41
-39.16
-39.13
-39.06

-38.96
-38.92
-38.83
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218
219
220
221
222
223
224
225
226
227

228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251

252
253
254
255
256
257
258
259
260
261

CDB000438
CDB000063
CDB000553
CDB000480
CDB42

CDB09

CDB000197
CDB000330
CDB000313
CDB000336

CDB000446
CDB000102
CDB000114
CDB000211
CDBO000581
CDB000711
CDBO006348
CDB000119
CDB000720
CDB000078
CDB000314
CDB000079
CDB000712
CDB000561
CDB000349
CDB000466
CDB000474
CDB000213
CDBO000458
CDB000432
CDB000416
CDB000316
CDB000219
CDB000370

CDB000214
CDB000315
CDB000454
CDB004964
CDB49

CDB000215
CDBO000572
CDB006149
CDBO000305
CDB000098

Cannabitriolvarin

a-Copaene

a-Cedrene

(-)-Globulol

Chrysoeriol
Flavocannabiside
(BR,6E)-Nerolidol
cannabidihydrophenanthrene
a-Gurjunene

Apigenin 7-o-glucoside

3,4,5,6-Tetrahydro-7-hydroxy-a-a-2-trimethyl-9-pro-

pyl-2,6-methano-2H-1-benzoxocin-5-methanol
Humulene

p-Humulene

Syringin

Cedryl acetate
v-Caryophyllene

Bulnesol

a-Bisabolol

Humulene oxide
B-Caryophyllene

o-Humulene epoxide I

Guaiol

trans-p-Caryophyllene
Aromadendrene

Viridiflorene

Epi-a-Bisabolol

Caryophyllene oxide
p-Caryophyllene alcohol
p-Eudesmol

Cannabiorcol
A9-tetrahydrocannabiorcol
Ledol

3,7(11)-Eudesmadiene
Apigenin
(1R4R,6R,105)-4,12,12-Trimethyl-9-methylidene-5-
oxatricyclo[8.2.0.04,6]dodecane
o-Humulene epoxide I1
a-Eudesmol

Resveratrol
5'-methyl-4-pentylbiphenyl-2,2',6-triol
Cedarwood oil terpenes
p-maaliene

Farnesol

allo-Aromadendrene
Longifolene

-38.72
-38.48
-38.40
-38.32
-38.31
-38.09
-38.08
-38.06
-37.96
-37.95

-37.87
-37.86
-37.80
-37.77
-37.77
-37.73
-37.68
-37.67
-37.65
-37.62
-37.61
-37.60
-37.59
-37.55
-37.52
-37.49
-37.49
-37.48
-37.44
-37.38
-37.37
-37.30
-37.26
-37.21

-37.20
-37.17
-37.12
-37.07
-37.06
-37.06
-36.97
-36.96
-36.90
-36.88
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262
263
264
265
266
267
268
269
270

271
272
273
274
275
276
277
278

279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294

295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305

CDB000322
CDBO000575
CDB000762
CDB000479
CDB000245
CDB000482
CDB000571
CDB005195
CDB000763

CDB000220
CDB005186
CDB000753
CDBO000363
CDB000470
CDB000326
CDB000764
CDB000461

CDB000749
CDBO000761
CDB000473
CDB000352
CDB000311
CDB000408
CDB000310
CDB000309
CDB000453
CDBO005065
CDB000118
CDB000321
CDB000758
CDBO000373
CDB000611
CDB000760

CDB38

CDBO000748
CDB000464
CDB000306
CDB000476
CDB000472
CDB000088
CDBO000108
CDB005194
CDB005829
CDB000449

Cannabispiradienone

B-Chamigrene
5,7-Dihydroxyindan-1-spiro-cyclohexane
(-)-Aristolene

3,6-Dimethyl-tridecane

(+)-calarene

p-Irone

Isoquercitrin
7-Hydroxy-5-methoxyindan-1-spiro-cyclohexane
4a-Methyl-1-methylidene-7-(propan-2-ylidene)-deca-
hydronaphthalene

Isoliquiritigenin

Cannabistilbene I1a

N-trans-Caffeoyltyramine

a-cis-Bergamotene

cannabispirone
5-Hydroxy-7-methoxyindan-1-spiro-cyclohexane
v-Eudesmol
4,5-Dihydroxy-2,3,6-trimethoxy-9,10-dihydrophenan-
threne

a-Cannabispiranol

a-Longipinene

trans--Farnesene

trans-trans-a-Farnesene

Cannabidiorcol

(z)-B-Farnesen

v-elemene

a-Guaiene

2-trans,6-trans-Farnesal

p-Curcumene

Acetylcannabispirol

Iso-cannabispiradienone

Kaempferol

v-Gurjunene

p-cannabispiranol
9,10-dihydro-2,3,5,6-tetramethoxyphenanthrene-1,4-
dione

4,7-Dimethoxy-1,2,5-trihydroxyphenanthrene
v-Curcumene

a-trans-bergamotene

Isocannabispiran

a-Cadinene

B-Bisabolene

a-Curcumene

Quercitrin

Bisabolene

trans-y-Bisabolene

-36.88
-36.88
-36.74
-36.69
-36.64
-36.64
-36.63
-36.60
-36.60

-36.56
-36.55
-36.53
-36.51
-36.38
-36.36
-36.36
-36.33

-36.33
-36.33
-36.28
-36.25
-36.23
-36.08
-35.91
-35.89
-35.86
-35.85
-35.74
-35.71
-35.66
-35.64
-35.57
-35.51

-35.50
-35.50
-35.49
-35.48
-35.45
-35.43
-35.41
-35.38
-35.32
-35.30
-35.21
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306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351

CDB000064
CDB000216
CDB000318
CDB000351
CDB000759
CDB004938
CDB005191
CDB005209
CDB000218
CDB000610
CDB000324
CDB005187
CDBO000465
CDB000317
CDB000212
CDB000674
CDB000469
CDB000468
CDBO000308
CDB000103
CDB000484
CDB000068
CDB000327
CDB000082
CDB000371
CDB000273
CDB000350
CDB000792
CDBO000716
CDB000552
CDB006352
CDB000591
CDB004950
CDB006351
CDB36

CDB000483
CDBO000109
CDB005070
CDB000104
CDB005188
CDB005190
CDB000747
CDBO005183
CDB005180
CDB000471
CDBO000555

Dihydroresveratrol
(-)-y-Cadinene
a-selinene
(£)-trans-Nerolidol
Cannabispirenone-B
Isorhamnetin
(-)-Epiafzelechin
Delphinidin 3-glucoside
(+)-B-Selinene
Furfurylmethylamphetamine
Dehydrocannabispiran
Liquiritigenin
Cis-y-Bisabolene
epi-p-santalene
(E)-Calamene
Valencene

p-Elemene

a-Ylangene
a-Caryophyllene alcohol
Sativic acid
(+)-Sativene

p-Ionone
3-[2-(4-Hydroxyphenyl)ethyl]-5-methoxyphenol
A-Cadinene

Luteolin
pentadecanone-2
p-Bisabolol
Quercetin-o-glucoside
A-Guaiene
o-Bulnescene

Juniper camphor
Dibutyl phthalate
Pelargonidin
Selina-5,11-diene
Bisnor-cannabichromanone-C3
(+)-nerolidol
a-Cubebene

Laricitrin

Orientin

Garbanzol
Leucopelargonidin
Cannithrene-2
Luteoforol
Chalconaringenin
v-Muurolene

a-Ionol

-35.17
-35.16
-35.15
-35.14
-35.12
-35.09
-34.99
-34.98
-34.97
-34.91
-34.90
-34.86
-34.83
-34.81
-34.71
-34.71
-34.68
-34.58
-34.55
-34.49
-34.49
-34.48
-34.39
-34.37
-34.33
-34.28
-34.28
-34.26
-34.23
-34.15
-34.13
-33.97
-33.97
-33.88
-33.81
-33.73
-33.72
-33.56
-33.51
-33.51
-33.46
-33.42
-33.13
-33.08
-32.78
-32.57
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352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396

CDB000737
CDB000617
CDB005211
CDB004963
CDB005041
CDB004928
CDB005181
CDB005218
CDB005189
CDB000285
CDB000372
CDB37

CDB004939
CDB005192
CDB000320
CDB005224
CDBO005193
CDB000179
CDB004948
CDB000671
CDBO000658
CDB000180
CDB000222
CDB000623
CDB000067
CDB000675
CDBO000319
CDB005057
CDB000192
CDB000593
CDBO000110
CDB000709
CDB000727
CDB000201
CDBO000189
CDB005272
CDBO000185
CDB000300
CDB000714
CDB000296
CDB000209
CDB000099
CDB004941
CDB005273
CDB000084

Denbinobin (5-hydroxy-3,7-dimethoxy-1,4-phenan-
threnequinone)
Isobornyl thiocyanoacetate
Cyanidin 3-glucoside
Rosmarinic acid
Coniferin

Epicatechin

Eriodictyol

Phytyl diphosphate
Aromadendrin

Octyl caproate
Quercetin

Roughanic acid
Naringenin

Dattelic acid
dihydroactinidiolide
Farnesyl pyrophosphate
Quercetin 3'-sulfate
(Z)-3-Hexenyl hexanoate
Chlorogenic acid
Tetrahydrozoline
Pentamethylbenzene
Hexyl hexanoate
Blumenol a

Isobornyl acetate
Pinocarvone

Verbenone
Dihydrovomifoliol
cis-Melilotoside
2-Methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclohexyl acetate
Dimethylbenzylcarbinyl acetate
Bornyl acetate

Linalool oxide
1,4-Diisopropylbenzene
B-Pinene

Eucalyptol

(-)-0-Pinene
(R)-Camphor

0-pinene
trans-Pinocarveol
Dehydro-p-cymene
Terpinolene

Camphene

Myricetin

(-)-p-Pinene

Safranal

-32.50
-32.37
-32.37
-32.28
-32.04
-31.96
-31.61
-31.48
-31.36
-31.22
-30.94
-30.93
-30.66
-30.58
-30.24
-30.22
-30.10
-29.92
-29.88
-29.71
-29.69
-29.67
-29.40
-29.19
-29.13
-28.90
-28.79
-28.63
-28.57
-28.53
-28.50
-28.41
-28.33
-28.32
-28.29
-28.26
-28.24
-28.18
-28.16
-28.14
-28.13
-27.99
-27.97
-27.91
-27.90
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397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442

CDB005267
CDB000589
CDB000277
CDB000598
CDB000202
CDB000195
CDB000556
CDB000730
CDB000186
CDB000718
CDB000606
CDB000333
CDB000292
CDB000708
CDB000640
CDB000462
CDBO000495
CDB000223
CDB000621
CDB000607
CDB000066
CDB000719
CDB006350
CDB000732
CDBO000715
CDB000184
CDBO000582
CDB006347
CDBO000655
CDB000187
CDB000203
CDB000303
CDBO000205
CDB000451
CDB000600
CDB006349
CDB000302
CDB000558
CDBO000298
CDB000304
CDBO000177
CDB000194
CDBO000628
CDB000092
CDBO005270
CDB000620

2-pinen-10-ol

A3-carene
6,10-Dimethyl-2-undecanone
Durene

a-Pinene oxide
(5Z)-6,10-Dimethylundeca-5,9-dien-2-one
a-Methylcinnamaldehyde
1,3,5-Trimethylenecycloheptane
Car-3-ene

Myrtenol

Eugenyl acetate
trans-Anethol

A4-carene
4,8-Epoxy-p-menth-1-ene
Methyl isoeugenol
Borneol

Prehnitene
O-Methyleugenol

Linalyl acetate

Fenchyl alcohol
Pinocarveol

Cuminol

Camphene hydrate
1-Methoxy-4(1-propenyl)-benzene
1,8-Menthadien-4-ol
(-)-Isoborneol
cis-2-pinanol

Sabinene hydrate
4-Methylacetophenone
B-Cyclocitral
Rotundifolone
o-Terpinene-4-ol
(+)-cis-Sabinol

B-Fenchol

Estragole
trans-2-Pinanol
trans-Sabinene hydrate
a-Terpineol

perillene

Thujyl alcohol
(E)-p-Coumaric acid
2E-Geraniol

Isoeugenol

Carvacrol
(S)-a-Terpineol
Limonene dioxide

-27.90
-27.87
-27.85
-27.84
-27.83
-27.80
-27.79
-27.79
-27.78
-27.78
-27.76
-27.74
-27.69
-27.65
-27.62
-27.57
-27.46
-27.43
-27.43
-27.42
-27.41
-27.39
-27.39
-27.38
-27.32
-27.16
-27.14
-27.12
-27.06
-27.04
-26.94
-26.93
-26.92
-26.92
-26.91
-26.89
-26.88
-26.87
-26.86
-26.83
-26.80
-26.80
-26.75
-26.73
-26.64
-26.59
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443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488

CDB000191
CDBO000779
CDB000580
CDB000272
CDB000786
CDB000656
CDB000283
CDB000193
CDB000467
CDB005269
CDB000293
CDB00029%4
CDBO000523
CDB000295
CDBO000056
CDB000070
CDB005074
CDB005275
CDB000081
CDB000055
CDB000524
CDB006346
CDBO005268
CDB000199
CDB000672
CDB000089
CDBO005271
CDB000630
CDB000206
CDB000276
CDB000087
CDB000207
CDBO000705
CDB000724
CDBO000587
CDB000647
CDB000271
CDB000659
CDB000208
CDB000456
CDB000291
CDB000198
CDBO000053
CDB000054
CDB000699
CDB000093

2-(4-Methylphenyl)-2-propanol
1-(3-methylphenyl)- ethanone
Carbofuran

Dodecanone-2
3-(3-Hydroxyphenyl)-2-propenoic acid, methyl
4-tert-Butylphenol

p-Ethyl benzyl acetate
1,3,3-Trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-ol
(S)-Ipsdienol

Perillic acid

(¥)-cis-Linalyl oxide

(£)-trans-Linalyl oxide
3-(1-Methylethyl)-phenol methylcarbamate
m-Mentha-1,8(9)-dien-5-ol

Nerol

Fenchone

Coniferaldehyde

(+)-Neomenthol

Citronellol

Eugenol
3-(3-Hydroxyphenyl)-2-propenoic acid, methyl ester
(+)-Fenchone

Perillyl aldehyde

a-Phellandrene

Thymol

Linalool

(-)-Limonene

m-Cymene

o-Thujene

3-Decen-5-one

Sabinene

a-Terpinene

2,4(10)-Thujadien
1,2,3-Trimethyl-benzen

Cuminaldehyde

0-Cymene

2-Undecanone

Perillaldehyde

v-Terpinene

Cis-Sabinene hydrate
Camphenehydrate

(E)-p-Ocimene

Hordenine

p-Cymene
1-(1,3-Dimethyl-3-cyclohexen-1-yl)-ethanone
Piperitenone

-26.57
-26.57
-26.56
-26.55
-26.49
-26.48
-26.38
-26.36
-26.36
-26.31
-26.30
-26.26
-26.22
-26.16
-26.11
-26.09
-26.08
-26.02
-25.99
-25.97
-25.96
-25.91
-25.89
-25.82
-25.79
-25.78
-25.76
-25.75
-25.69
-25.64
-25.63
-25.60
-25.58
-25.58
-25.55
-25.51
-25.49
-25.48
-25.47
-25.43
-25.42
-25.41
-25.37
-25.37
-25.34
-25.32
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489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534

CDB000485
CDB005039
CDB000545
CDB000585
CDB000297
CDB000573
CDB000190
CDB000299
CDB000086
CDB000525
CDB000069
CDB000592
CDBO000728
CDB000200
CDBO000723
CDB000188
CDBO000653
CDB000348
CDB000270
CDB000721
CDB000494
CDB000637
CDBO000126
CDB000584
CDBO005277
CDB000652
CDBO000275
CDB000586
CDB000661
CDB005223
CDBO005274
CDB000204
CDBO000181
CDB000058
CDB000096
CDB000517
CDB000076
CDB000265
CDB000704
CDB000662
CDBO005152
CDB000080
CDBO000121
CDB000301
CDBO000263
CDB000667

(1R)-(+)-trans-isolimonene
Sinapyl alcohol
7-Methoxycoumarin
Citronellyl acetate
cis-p-ocimene

B-Myrcene

Neral

Methallylbenzene

Carvone

3-Ethyl-o-xylene

Limonene

Diethyl Phthalate
2,6-Diemthyl-2,6-octadiene
B-Phellandrene
2-Pentylfuran

1,4-Cineole

p-Aminotoluene

Pulegone

Decanone-2
3,3,6-Trimethyl-1,5-heptadiene
1,2-Diethyl-benzene
6-Methyl-3,5-heptadiene-2-one
Phenylethylamine
Citronellolformate
3-O-p-Coumaroylquinic acid
p-Acetanisole
(£)-2,2,6-Trimethylcyclohexanone
Cumene

Phenylethyl alcohol
Geranyl-PP

(-)-Menthone
p-Menth-8-en-3-one

Hexyl 2-methylpropanoate
Benzyl acetate
Dihydrocarvone
2,2,5-Trimethylhexane
Nonanal

(S)-3-Octanol
3,5-Octadien-2-one
Piperonal
4-Hydroxyphenylacetaldehyde
Hexyl butyrate
N-Methylnicotinate
Piperitone oxide
(R)-1-Octen-3-ol
Salicyladehyde

-25.32
-25.30
-25.29
-25.27
-25.26
-25.24
-25.21
-25.21
-25.20
-25.20
-25.15
-25.11
-25.11
-25.05
-25.04
-25.02
-24.98
-24.95
-24.94
-24.94
-24.84
-24.78
-24.33
-24.28
-24.15
-23.64
-23.61
-23.49
-23.45
-23.14
-22.85
-22.73
-22.68
-22.60
-22.55
-22.52
-22.36
-22.35
-22.24
-22.16
-22.09
-22.06
-22.02
-21.93
-21.83
-21.63
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53§
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568

CDB000388
CDB000701
CDB000703
CDB005279
CDB000269
CDB000634
CDB000274
CDB000508
CDB000544
CDB005073
CDB000452
CDB000065
CDB000690
CDB000527
CDB000074
CDB000638
CDB004930
CDB000507
CDB000227
CDB000688
CDBO000176
CDB004810
CDB004972
CDB000072
CDBO000368
CDB000612
CDB000243
CDB000590
CDB000244
CDB005179
CDB000144
CDB000389
CDB000143
CDB000107

2-Methyl-2-hepten-6-one
6-Octen-2-one
3-Octen-2-one
3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyde
2-Methyl-2-heptene-6-one
Methyl acetylsalicylate
Octanone-3
2-Hydroxyacetophenon
5-Octanolide
3,5-Dihydroxyanisole
Guajol

Hexyl acetate
(E,E)-2,4-Heptadienal
3-Hexen-1-ol-acetate
Methyl salicylate
Methyl heptanoate
Salicylic acid
2-Heptanone
1-(+)-Isoleucine Pine
trans-2-Heptenal
4-Hydroxybenzoic acid
Gentisic acid

Gallic acid

Heptanal

Quebrachitol
v-Hexalactone

d -bornesitol

Diacetone alcohol
L-Quebrachitol
Coumaroyl-CoA
Myoinositol

Azealic acid
Levoinositol

Quinic acid

-21.52
-21.45
-21.37
-21.31
-21.28
-21.04
-20.99
-20.90
-20.79
-20.62
-20.43
-20.41
-20.40
-20.39
-20.12
-19.69
-19.57
-19.03
-18.98
-18.79
-18.42
-18.02
-17.94
-17.88
-17.50
-17.42
-17.35
-17.24
-15.22
-15.21
-13.95
-13.80
-13.23
-13.01
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10. APENDICE B

Etapas fundamentais da constru¢io de membranas utilizando o “Membrane Builder” do

CHARMM-GUI.

CHARMM-GUI https://charmm-gui.org/?doc=input/pdbreader&step=1

CHARMM_G U I CHARMM is a versatile program for atomic-level simulation of

many-particle systems, particularly macromolecules of

Effective Simulation Input Generator and More biological interest. - M. Karplus
Some lectures, job postings, and FAQ are now available. See update log for update history and giving for donation. Contact info is
given below.

Bilayer Builder User Profile

PDB Info ‘ ‘ STEP 1 | | STEP 2 | | STEP 3 ‘ | STEP 4 | | STEP 5 | ‘ STEP 6 | JOB ID: 3677195131

Title SWISS-MODEL SERVER (https://swissmodel.expasy.org)
CB1315Aa

PDB ID CBIA

Type Protein

Experimental

Method THEORITICAL MODEL

Model/Chain Selection Option:

Click on the chains you want to select.

Residue ID
Type SEGID PDBID First Last Engineered Residues

4 Protein A [t |[355  |None

CHARMM-GUI uses internal segid format PRO[A-Z] (protein), DNA[A-Z] (DNA), RNA[A-Z] (RNA), and HET[A-Z]
(ligands), instead of PDB chain id.

Next Step:
Manipulate PDB

LEHIGH Lehigh University / Department of Biological Sciences / Department of Chemistry / Department of
UNIVERSITHY. Bioengineering / Im Lab
) Problems, Questions, & Comments? / Contact / Forum / Copyright(c) 2006-2025 by the Im Lab

lofl 13/01/2025, 09:38
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https://charmm-gui.org/?doc=input/pdbreader&step=2

C H AR M M_G U l CHARMM is a versatile program for atomic-level simulation of

Effective Simulation Input Generator and More

many-particle systems, particularly macromolecules of

biological interest. - M. Karplus

Bilayer Builder

Some lectures, job postings, and FAQ are now available. See update log for update history and giving for donation. Contact info is
given below.

User Profile

Bookmark this link, if you want to comeback to this page

PDB Info ‘ | STEP 1 ‘ ’ STEP 2 | | STEP 3 ’ | STEP 4 ‘ | STEP 5 ‘ ’ STEP 6 | JOB ID: 3677195131

Title SWISS-MODEL SERVER (https://swissmodel.expasy.org)
CB1315Aa

PDB ID CBIA

Type Protein

Experimental

Method THEORITICAL MODEL

PDB Manipulation Options:

System pH:

Terminal group patching:
First Last

PROA [NTER VMCTER V] [ cyciic peptide?

[ Preserve hydrogen coordinates:
[ Mutation:

O Protonation state:

[ Disulfide bonds:

(O Phosphorylation:

[ Ubiquitylation / SUMOylation:

[ GPI anchor:

Glycosylation / Glycan Ligand(s): | Add Glycosylation | [J Use CHARMM MC? s faster than the regular run, but

carefully check the output "test_distortion.txt" file.

(-] cARA niinked [edit | bDGIc(1-3)bDMan(1—3)bDMan(1—6)bDGICNAC(1—)PROA-1

[C) Heme coordination

Add Lipid-tail

13/01/2025, 09:40
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Lipid-tail  SEGID RESID Amino acid
(cvsp v [PrOA v (315 v] [cvs v| (-] [Add Lipid-tail |

I this a membrane protein?
[ Peptide Stapling
[0 Add FRET/LRET fluorophore labels
O Model LBT-loop(s)
[J Add MTS reagents: nitroxide spin labels
[0 Add MTS reagents: chemical modifier
O Non-standard amino acid / RNA substitution:
O Lys/Arg PTMs:H

Symmetry Operation Options:

https://charmm-gui.org/?doc=input/pdbreader&step=2

O Generation of Crystal Packing: Space Group
(this is required for asymetric unit solvation)

O Generation of Full Unit Cell: Space Group

Next Step:

Generate PDB and Orient Molecule

LEHIGH Lehigh University / Department of Biological Sciences / Department of Chemistry / Department of
UNIVERSITY. Bioengineering / Im Lab
: Problems, Questions, & Comments? / Contact / Forum / Copyright(c) 2006-2025 by the Im Lab

13/01/2025, 09:40
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CHARMM-GUI https://charmm-gui.org/?doc=input/pdbreader_glycan&jobid=367719...

Glycosylation / Glycan Ligand(s)

bDGlc(1—3)bDMan(1—3)[bDMan(1—6)]bDGIcNAc(1—)PROA-1

Glycan Sequence:

(Protein v |PROA v |ASN v (1 v |Add Reducing-end |
[B . IN-acetyl-D-glucosamine V] =
(6 v |B v |D-mannose
[3 = IB v I D-mannose
[3 = VTB VID-glucose

AW =

[J Chemical modification:
[0 Cyclic carbohydrate:

Sequence Graph:
16B
1B
13B PROA-1
13B
Next Step:
Update Sequence
lofl 13/01/2025, 09:40
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c H ARMM'G U I CHARMﬂhrdairsy-ap;itrif;eﬁlsey’slte;s, parllcularl,;' macrorr;olecu;es of

Effective Simulation Input Generator and More

https://charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer&step=2

m for at level of

biological interest. - M. Karplus

Some lectures, job postings, and FAQ are now available. See update log for update history and giving for donation. Contact info is given below.

(oo

Membrane Builder User Profile
Bookmark this link, if you want to comeback to this page
PDB Info | | STEP 1 ‘ | STEP 2 | | STEP 3 | l STEP 4 | | STEP5 | | STEP 6 ‘ JOB ID: 3677195131
CHARMM PDB: step1_pdbreader.pdb (view structure) download.tgz
Orientation Input: step2_orient.inp

Orientation Output: step2_orient.out

Oriented PDB: ::_i::;)z_wﬂ (view structure) (please view this structure before you move to the next

Area Calculation: step2 area.str Calculate cross sectional area of the protein
step2_area.plo Computed cross sectional area along Z axis
step2_protein_area.str Top/Bottom area of the protein

Calculated Cross Sectional Area:

Protein Top Area: 1171.38955
9 " Protein Bot Area: 1330.5307
Cross-Sectonal Area ofthe Protein X Extent: -27 to 29

Y Extent: -28 to 20
Z Extent: -60 to 39

Z Axis

L ! L ! L L

02 4 6 &8 10 n W
Area (1100)

Protein Projection onto XY:

Projection of protein portions above and below the membrane surface onto the membrane surface can be performed only to exclude pseudo lipid

spheres underneath the protein portion during the lipid sphere packing.

[ Tum on protein projection onto XY of upper leaflet

[ Tum on protein projection onto XY of lower leaflet
This option is not recommended to use unless it is absolutely necessary

System Size Determination Opti
O H gt Lipid ( Lipid” option is no longer supported. You can use "Heterogeneous Lipid” option even for homogeneous lipid bilayer
building.

13/01/2025, 09:46
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® Heterogeneous Lipid

1. Box Type: (Currently, only CHARMM, NAMD, and GROMACS support the hexagonal box)

2. Length of Z based on:
@© Water thickness 22.5 | (Minimum water height on top and bottom of the system)
O Hydration number | 50 (Number of water molecules per one lipid molecule)

3. Length of XY based on:
O Ratios of lipid components
® Numbers of lipid components

XY Dimension Ratio: |1
(The system size along the X and Y must be the same)

Show the system info | click this once you fill the following table:
C d XY Sy Size:

Charge Tail Info. # of Lipid on #of Lipid on  Surface
L

Lipid Type fe] [sn1/sn2] Images Lowerleaflet Area Upperleafiet Lowerleaflet
v Sterols Protein Area 1171.38955 1330.5307
Cholesterol 0 Timacs] EN| Ell 00 Lk ‘,\r.ea o2 ae20
— — — # of Lipids 159 174
Egostarcl: 0 (aoe ] 0 0 TotalArea  10923.38955  10950.5307
DPOP 0 image] o U 40
p-Sitosterol 0 limsoe (O (| “ Protein X Extent  28.24
Stigmasterol 0 limage] 0 0 400 ] Protein Y Extent 27.97
Cholesteryl
HemiSuccinate -1 : -‘ l .
(deepm::)o::t:de) e : J Average Area 10936.96
Cholesteryl A 104.58
HemiSuccinate 0 (image) ] L] B 104.58
(protonated)
Campesterol 0 [image] 0 0 40.0
C: t
amposiend o fimage] ] 0 w0 |
Sitosteryl
Glucoside  ° lmsor) (| ]
Stigmasteryl
Gl?ucos:s;y 0 lmsos] ] ] (100 ]
Lanosterol 0 {image] o] [ ] (007
Palmitoyl
Campesteryl 0 [imags] D 0 J 60.0
Glucoside
Palmitoyl
Sitosteryl 0 limage] 0 0 6.0
Glucoside
Palmitoyl
Stigmasteryl 0 limage) ] 0 0
Glucoside
» PA (phosphatidic acid) Lipids
» PC (phosphatidylcholine) Lipids
» PE (phosphatidylethanolamine) Lipids
» PG (phosphatidylglycerol) Lipids
» PS (phosphatidylserine) Lipids
» PP (pyrophosphate) Lipids
» Pl (phosphatidylinositol) Lipids
» CL (cardiolipin) Lipids
» DAG (diacylglycerol) Lipids [] Optimized charges for DAG
» TAG (triacylglycerol) Lipids (] Optimized charges for TAG
» TAP (trimethylammonium propane) & DAP/DMA (dimethylamino) Lipids
¥ PUFA (polyunsaturated fatty acid) Esterified Lipids .
PLePA -1 16:0/18:3 limage] [0 (o (600
PLePC 0 16:0/18:3 limage] [0 [0 [s00
PLePE 0 16:0/18:3 limage] [0 [0 60.0
PLePG - 16:0/18:3 {imogel [o [ [600
PLePS -1 16:0/18:3 [image] [o 0 | 60.0
PAPA 1 16:0/ 20:4 limage] [0 ] [0 (600
PAPC 0 16:0/20:4 mage] [o [0 [ma
PAPE 0 16:0/20:4 [image] 0 [0 | 60.0
PAPG -1 16:0/20:4 (image] 0 0 | 60.0
PAPS -1 16:0/204 {imegel [ ] [} €0

https://charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer&step=2

13/01/2025, 09:46
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https://charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer&step=2
PDoPC 0 16:0/22:6 limage) lo 0 66.2
PDOPE o 16:0/22:6 (imags] [ ] ] [e04
YLIPG -1 16:1/18:3 {image] [ 0 [s00
DTPA -1 16:3/16:3 {imege] o [o ] [674
SLePC 0 18:0/18:3 {image] 0 (O} €0
SAPA -1 18:0/20:4 {imogel [o ] ] [662
SAPC 0 18:0/20:4 limagel ] Ol [7a
SAPE 0 18:0/20:4 {imegel 0 0 (047
SAPG -1 18:0/20:4 {mage] 0 0 754
SAPS - 18:0/20:4 {imegel [ ] [}
SOdPC 0 18:0/22:5 {imege] 0 0 6.0
SDPA - 18:0/22:6 limsoe) (Ol [} [e62
SDPC 0 18:0/22%6 {imegel [ ] ] 72
SDPE 0 18:0/22:6 {imegs] o] [0 [e23
SDPG -1 18:0/22:6 (Image] 0 0 674
SDPS -1 18:0/22:6 limege] o 0 [653
LLPA - 18:2/183 limagel [ ] 0 [e74
LLPC 0 18:2/18:3 (imagel [o ] [0 6.2
LLPE 0 18:2/183 limagel 0 (O 86
LLPG - 18:2/18:3 {imege] 0 0 600
LLPS -1 18:2/18:3 (imegel [0 o [607
LYPG - 18:3/16:1 {imoge] [ ] L) €0
TIPA -1 18:3/16:3 {image] 0 ]
DIPA -1 18:3/18:3 =) o] (O]
SEpPC 0 19:0/20:5 {imege] 0 0 0.0
DAPA & 20:4/204 (imege) o] | 78
DAPC 0 20:4/20:4 {imagel [ ] [0 7.1
DAPE 0 20:4/20:4 (image] 0 o] [0
DAPG - 20:4/204 Timzos) o] (O] (703
DAPS - 20:4/20:4 (imogel [o ] o] [n7
DDoPC 0 22:6122:6 {imagel ) [e65
DDoPE 0 22561226 {imogel [ ] 590
DDoPS - 22:6/22:6 {imeoe) [ ] 0 (674
TSPC 0 32:6/18:0 limegel 0 ] 72
ODoPC 0 18:1/226 (image) 0 o]
MEpPC 0 14:0/20:5 {image] ] (| &
0APS - 18:1/204 {image] [} [} [ ]
OAPE 0 18:1/20:4 {image) (| Ol
» SM (sphingo) and Ceramide Lipids
» Ether/Plasmalogen Lipids
» Bacterial Lipids
» Endosomal Lipids
»L & Lipids
» Oxidized Lipids H
» Fatty Acids
» Detergents
» N-acylated Amino Acids
» PEG (polyethylene glycol) Lipids
» Glycolipids
» LPS (lipopolysaccharides)
Note: The surface areas listed above are only suggested
values. In the case of high cholesterol concentration,
10~20% smaller surface areas will be adopted as default
values, which might be more reasonable and close to
equilibrium lipid areas. Please refer the manuscript or the
following link to list of default surface area we are using.
Next Step:
Determine the System Size
L HIGH Lehigh University / D of Bi /D of Chemistry / Department of Bioengineering / Im Lab

Problems, Questions, &

Comments? / Co

ntact / Forum / Copyright(c) 2006-2025 by the Im Lab

13/01/2025, 09:46
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CHARMM-GUI

Effective Simulation Input Generator and More

https://charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer&step=3

CHARMM is a versatile program for atomic-level simulation of
many-particle systems, particularly macromolecules of

biological interest. - M. Karplus

Membrane Builder

Some lectures, job postings, and FAQ are now available. See update log for update history and giving for donation. Contact info is
given below.

User Profile

Bookmark this link, if you want to comeback to this page

PoBInfo | | STEP1 | | sTEP2 | | sTEP3 | | sTep4 | | steps | | stepe | JOBID: 3677195131

Oriented PDB: step2 orient.pdb (view structure)

System Size
Input:
System Size
Output:

System Size:

Packing
Simulation:

step3_size.inp

step3_size.out

step3_size.str

step3_packing.out
crystal_image.str

step3_packing.pdb (view structure)

Packing Simulation Input
Packing Simulation Output

Crystal Image

Topology File of Pseudo Lipid
Spheres

Generated Packed System
(please view this structure before
you move to the next step)

download.tgz

Determined System Size:

Box Type
Crystal Type
System Size

Crystal Angle

# of Lipids

Z Center

Rectangle
TETRAGONAL

A 104.579902
B 104.579902
C 143.631139
Alpha 90.0

Beta 90.0
Gamma 90.0

on Top 159

on Bottom 174
-10.5023718

System Building Options:

Dimension along the A (X) axis
Dimension along the B (Y) axis

Dimension along the C (Z) axis

Angle between the axis B and C
Angle between the axis A and C
Angle between the axis A and B

Center of the system along the Z axis

O Insertion method
® Replacement method

Check lipid ring (and protein surface) penetration

Build system using insertion method

Build system using replacement method

For this system, insertion method can not be used. Replacement method will be used

13/01/2025, 09:49
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instead.

Component Building Options:
Include lons

lon Placing Method:

Basic lon Types

[ NaCl v |[ Add Simple Ton Type |

[ More lon Types

Formula Cation Anion Concentration Neutralizing

NaCl  Na*  cF ® -)

[ Calculate Solvent Composition

lon Count
Na* 92

Ccl 106

Please note that the ion count is an approximation based on geometry. The real number will be calculated in the next step.

Next Step:
Build Components

LEHIGH Lehigh University / Department of Biological Sciences / Department of Chemistry / Department of
UNIVERSITYs Bioengineering / Im Lab
Problems, Questions, & Comments? / Contact / Forum / Copyright(c) 2006-2025 by the Im Lab

https://charmm-gui.org/?doc=input/membrane.bilayer&step=3

13/01/2025, 09:49
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11. APENDICE C
Conformaciao do receptor CB1 de Amazona aestiva (verde), obtida apos 500 ns de
simulacio em membrana, sobreposta ao CB1 humano experimental (PDB: 7WV9,

amarelo), que esta complexado com CP55,940 (vermelho) e ZCZ011 (azul).
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