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RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) é um disturbio neurobiolégico que se
caracteriza pela presencga de interesses restritos, comportamentos estereotipados e
alteracao nas habilidades sociais e de comunicagdo. O tratamento farmacologico é
rotineiramente utilizado para o tratamento sintomatolégico do TEA. Atualmente duas
medicacgdes sdo aprovadas para o tratamento do TEA, a Risperidona e o Aripiprazol,
porém estudos apontam efeitos colaterais significativos. Desta maneira, o
desenvolvimento de novas interacbes droga/receptor se faz necessaria para
melhorar o manejo destes pacientes. O objetivo deste estudo foi avaliar a interagao
entre o Canabigerol (CBG) e o Canabidiol (CBD) com os principais receptores alvos
de farmacos ja utilizados no tratamento do TEA. Nesta sondagem, foram
selecionados os receptores de proteinas que atuam no sistema nervoso central e
que possuem maior interagdo e afinidade com os grupos medicamentosos
Risperidona e Aripiprazol. Para a obtencdo dos arquivos correspondentes aos
ligantes, foi utilizado o banco de dados ZINC. Foram selecionadas estruturas
humanas e nativas dos receptores. A modelagem foi realizada utilizando a
plataforma Swiss-Model e validados pela plataforma MolProbity. Foram selecionados
os receptores alvos da Risperidona e Aripiprazol e realizada a docagem molecular
desses receptores com o CBG e CBD, utilizando o software AutoDock. As analises in
silico de interacbes do complexo droga-proteina e dos residuos de aminoacidos
envolvidos nas interagdes foi realizada utilizando o software PyMol. Os receptores
selecionados foram o 5HT1A, 5HT2C, D2, D3, CB1 e CB2. Tais receptores estao
envolvidos em fungdes relacionadas ao sistema serotonigérico, dopaminérgico e de
endocanabinoides. As maiores energias de afinidade de ligagdo e maior
probabilidade de apresentar uma eficacia terapéutica aqui encontradas estao
relacionadas aos complexos receptor/ligante: 5HT2C com a Risperidona e o
Canabidiol; CB1 com o Canabigerol e o Canabidiol; D2 com o Aripiprazol e o
Canabigerol. Tais resultados reforcam o potencial de utilizagdo dos compostos CBG
e CBD para o tratamento de comportamentos relacionados ao TEA, incluindo a
ansiedade, hiperatividade, irritabilidade e movimentos repetitivos.

PALAVRAS-CHAVE: Transtorno do Espectro Autista, Canabigerol, Canabidiol,
Bioinformatica, Tratamento autismo.



ABSTRACT

Autistic Spectrum Disorder (ASD) is a neurobiological disorder that is characterized
by the presence of restricted interests, stereotyped behaviors and changes in social
and communication skills. Pharmacological treatment is routinely used for the
symptomatic treatment of ASD. Currently, two medications are approved for the
treatment of ASD, Risperidone and Aripiprazole, but studies show significant side
effects. Thus, the development of new drug/receptor interactions is necessary to
improve the management of these patients. The objective of this study was to
evaluate the interaction between Cannabigerol (CBG) and Cannabidiol (CBD) with
the main target receptors of drugs already used in the treatment of ASD. In this
survey, the protein receptors that act in the central nervous system and that have
greater interaction and affinity with the drug groups Risperidone and Aripiprazole
were selected. To obtain the files corresponding to the ligands, the ZINC database
was used. Human and native receptor structures were selected. The modeling was
performed using the Swiss-Model platform and validated by the MolProbity platform.
The target receptors of Risperidone and Aripiprazole were selected and molecular
docking of these receptors with CBG and CBD was carried out using the AutoDock
software. In silico analyzes of drug-protein complex interactions and amino acid
residues involved in the interactions were performed using PyMol software. The
selected receptors were 5HT1A, 5HT2C, D2, D3, CB1 and CB2. Such receptors are
involved in functions related to the serotonergic, dopaminergic and endocannabinoid
systems. The highest binding affinity energies and the highest probability of
presenting therapeutic efficacy found here are related to the receptor/ligand
complexes: 5HT2C with Risperidone and Cannabidiol; CB1 with Cannabigerol and
Cannabidiol; D2 with Aripiprazole and Cannabigerol. Such results reinforce the
potential use of CBG and CBD compounds for the treatment os ASD-related
behaviors, including anxiety, hyperactivity, irritability and repetitive movements.

KEYWORDS: Autistic Spectrum Dlsorder, Cannabigerol, Cannabidiol, Bioinformatics,
Autism Treatment.
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INTRODUCAO

O transtorno do espectro autista (TEA) € um disturbio neurobiologico que
afeta diretamente as habilidades sociais e de comunicacgéo, apresentando interesses
restritos e comportamentos estereotipados (APA, 2013). Apesar de o TEA apresentar
uma definicdo mais formalizada acerca das principais manifestagdes clinicas, como
descreve o DSM-5, a manifestagéo clinica nos pacientes € altamente heterogénea,
sendo comum observar comorbidades associadas ao quadro do TEA (GRIESI-
OLIVEIRA, SERTIE, 2017).

A prevaléncia do TEA nos Estados Unidos da América atingiu um marco de 1
a cada 30 criancas/adolescentes entre 3 a 17 anos. Nos meninos o numero de
casos diagnosticados € maior em comparagao as meninas, sendo 3,55 vezes mais
prevalente (LI et al., 2022). No Brasil, ndo existem estudos apontando a prevaléncia
de casos de TEA.

Estudos epidemiologicos demonstraram que gémeos monozigodticos, que
compartiiham 100% de sua informagdo genética, apresentam maior taxa de
concordancia no diagndstico de TEA se comparados com gémeos dizigoéticos, que
compartilham 50% de sua informacgao genética (IMAMURA et al., 2020). Sandin et al.,
2017, realizaram um estudo com 37.570 pares de gémeos, 432.281 pares de meio-
irmaos maternos, 445.531 pares de meio-irmaos paternos e 2.642.064 pares de
irmaos completos. A pesquisa apontou uma taxa de herdabilidade para autismo fei
de 83%, demonstrando uma alta influéncia genética na etiologia dos TEA.

O TEA possui etiologia multifatorial, sendo que 400-1000 genes de risco de
TEA ja foram identificados e encontrados. Muitos destes genes estdo envolvidos em
vias que incluem formacdo sinaptica, regulagdo transcricional e remodelagdo da
cromatina (STYLES et al., 2020). No decorrer dos anos, estudos mais aprofundados
com base genética fomentaram o mapeamento genético de fatores associados ao
TEA. Os sistemas bioldgicos envolvidos apontaram alteracdes em diferentes
mecanismos moleculares (EISSA et al., 2018). Nesse contexto, houve aumento das
pesquisas farmacoldgicas, afim de ampliar as possibilidades de intervencéo
medicamentosa efetiva para o TEA (POLEG et al., 2018), visto que as duas
medicacdes aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration) s&o a Risperidona
e o Aripiprazol (HIRSCH, PRINGSHEIM, 2016).
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Estudos que avaliam o efeito de compostos presentes na Cannabis sativa —
entre eles o Canabidiol (CBD) e o Canabigerol (CBG) — apresentam diversas
possibilidades de intervengdes medicinais efetivas para o TEA e suas comorbidades
(POLEG et al., 2018). Tanto o CBD quanto o CBG exercem suas atividades por meio
da interacdo com varios receptores canabinoides acoplados a proteinas G. Estes
estdo localizados em regides do cérebro associadas a importantes processos
neurolégicos (MORALES, HURST, REGGIO, 2017), neurbnios pré-sinapticos do
sistema nervoso central (cerebelo, hipocampo e cortex cerebral), células do sistema

imunoldgico e hematopoiético (COSTA, 2017).

Nesse contexto, estudos in silico sao de fundamental importancia para auxiliar
na compreensao € no avango de pesquisas acerca do desenvolvimento de novos
alvos terapéuticos para o TEA (MUNIZ, 2018), incluindo os receptores do sistema
endocanabinoide. Em muitas pesquisas, os meétodos computacionais vém se
destacando em estudos biomédicos que interligam doengas especificas a genes. A
metodologia in silico € adequada por abordar e considerar simultaneamente uma
exposicao especifica ou uma ampla classe em relagdo a uma doencga clinicamente
heterogénea, como € o caso da pesquisa medicamentosa para o TEA (TRISTAN et
al., 2021).

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar in silico a interagdo entre o Canabigerol (CBG), o Canabidiol (CBD) e
medicamentos tradicionalmente utilizados para o tratamento do TEA com os

principais receptores alvos desses farmacos.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

e Avaliar a interacao do CBG e do CBD com os receptores SHT2C, 5HT1A, D2,
D3, CB1 e CB2 in silico;

e Obter o modelo de estrutura tridimensional de receptores de farmacos para

tratamento do TEA por modelagem molecular;
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e Analisar, in silico, a interacdo dos farmacos Risperidona e Aripiprazol com

seus respectivos receptores;

e Comparar a interacdo dos receptores de farmacos Risperidona e Aripiprazol
com o CBG e 0 CBD.

3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 O TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA

O TEA foi descrito pela primeira vez pelo psiquiatra Leo Kanner, da
Universidade Johns Hopkins, em 1943, que identificou o autismo em um pequeno
grupo de criangas com idades entre dois anos e quatro meses a 11 anos. As
criangas identificadas apresentavam indiferenca total ou extrema na busca por
outras criangas. Kanner publicou um relatério detalhado contendo 11 estudos de
casos de criangcas com TEA, sendo trés mulheres e oito homens. Ele observou uma
diferenca entre o autismo e a esquizofrenia infantil, que eram até entao
consideradas semelhantes. O autor ainda observou que além da dificuldade de
interacao social, ocorria um desenvolvimento incomum da linguagem, com tendéncia
a desenvolver ecolalia (repeticbes vocais), alteracbes sensoriais e comportamentos
repetitivos (estereotipados) (MASI et al., 2017).

Em 1944 o psiquiatra Hans Asperger, descreveu a presenca de déficits de
interacdes sociais nas trocas com pares e as habilidades verbais e cognitivas
avancgadas de criangas com TEA. A contribuicao de Asperger veio de encontro aos
estudos de Kanner, visto que, os sintomas centrais eram os mesmos, com a
diferenca que os individuos descritos por Asperger apresentavam maior
funcionalidade (MASI et al., 2017).

Com o avancgo dos estudos, o termo autismo infantil foi sofrendo alteragées no
decorrer dos anos e em 1980 foi incluso no Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM IlI) (APA, 1980). Neste manual, o autismo foi inserido em
um subgrupo de transtornos invasivos do desenvolvimento. O DSM Il apontava os
critérios para o autismo infantil, com inicio antes dos 30 meses de idade, déficits no
desenvolvimento da linguagem, falha de responsividade a outras pessoas, respostas

bizarras a estimulos ambientais e auséncia de sintomas esquizofrénicos (APA, 1980).
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Na transicdo para o DSM IlI-R, os critérios foram ampliados, ndao sé
englobando bebés com sintomas classicos, mas também individuos com altas
funcionalidades, incluindo oito dos 16 possiveis critérios necessarios para o
diagndstico. A idade foi modificada e aumentada para toda a primeira infancia (até os
seis anos de idade) (VOLKMAR et al., 1988).

Desde entdo, alteragdes a favor da ampliacdo do termo foram formalizadas.
No DSM |V, langado em 1994, a modificacdo foi em relagdo a idade de inicio do
autismo, pois era necessario ocorrer antes dos 36 meses de vida. Também foram
acrescentados os critérios diagnésticos para a Sindrome de Asperger,
estabelecendo uma condicdo que acarreta prejuizos na interagdo social,
comunicagao e imaginagao, sem alteragao de linguagem e cogni¢ao (APA, 1994).

A mudanca para o DSM-V foi marcada pela ampliacdo da definicdo do
Autismo e a reducdo da especificidade dos sintomas relacionados a ele. Nos dias
atuais, no DSM-V, todas as categorias diagndsticas outrora incluidas sob a
denominacéao de Transtornos Globais do Desenvolvimento foram agrupadas em uma
unica categoria designada Transtornos do Espectro Autista (TEA) (DSM-V, 2013). O
TEA é classificado de acordo com sua gravidade, tendo como base os niveis de
suporte um, dois e trés, sendo o terceiro o que exige maior suporte (DSM-V, 2013).

A gravidade desses sintomas aumenta quando as demandas em
determinados ambientes excedem a capacidade do individuo de funcionar em um
nivel necessario de exigéncia (MASI et al., 2017). No entanto, apesar de toda a
mudancga, ainda se discutem os numeros de diagnosticos diferentes, a falta de
clareza sobre a relagcdo entre os niveis de funcionamento do autismo e a funcao
cognitiva prejudicada, tal como, o tratamento para os individuos com niveis mais
elevados de fungcdes ocupacionais e intelectuais (MASI et al., 2017).

Verifica-se que dentro do TEA é possivel observar casos que apresentam
comorbidades associadas, como a deficiéncia intelectual grave, moderada e leve,
que esta presente em cerca de 60% dos casos (SHELDRICK, CARTER, 2018; XU et
al., 2018). Da mesma forma, 80% dos casos podem estar associados ao Transtorno
de Déficit de Atencdo e Hiperatividade, bem como, alteragbes sindrébmicas
(Sindrome de Down, Angelman, X-Fragil, Esclerose Tuberosa, entre outras) e
quadros convulsivos (GRIESI-OLIVEIRA, SERTIE, 2017).

A heterogeneidade do TEA se caracteriza também por multiplos genes

envolvidos. A miriade de fatores ambientais que impactam o curso de
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desenvolvimento da expressdo dos sintomas e a co-ocorréncia de disfungdes
médicas e de saude mental. Trés fatores que contribuem para a heterogeneidade do
TEA sé&o a variabilidade genética, a comorbidade e o género (MASI et al., 2017).

Estudos relacionados a definigdo de critérios de diagndstico e prevaléncia de
TEA tem avancgado significativamente nos ultimos anos. Pesquisas apontam que
uma a cada 30 criangas em todo o0 mundo estdo dentro dos critérios de diagndstico
para TEA (ARVIDSSON et al., 2018). Apesar do aumento significativo de casos
diagnosticados, a fisiopatologia do TEA ainda nao é completamente compreendida
(MASI et al., 2017).

3.2 ETIOLOGIADO TEA

O TEA possui heranga multifatorial, tendo fatores genéticos e ambientais
envolvidos em sua etiologia (GRIESI-OLIVEIRA, SERTIE, 2017). A compreensao
dos mecanismos genéticos relacionados ao TEA pode oferecer informagdes sobre
os riscos de recorréncia, intervengbes terapéuticas e progndsticas da doenca
(GRIESI-OLIVEIRA, SERTIE, 2017).

Atualmente, sabe-se que o TEA pode estar relacionado a alteracbes no
genoma, apresentando variantes comuns e/ou raras. A presenga de tais variantes
genéticas levanta a hipotese de que parte dos casos seria causada por variantes
genéticas comuns de baixa penetrancia e que juntas seriam capazes de
desencadear o TEA (GRIESI-OLIVEIRA, SERTIE, 2017).

Por outro lado, outros casos seriam desencadeados por um numero médio de
variantes comuns de baixo risco que levariam ao TEA quando associadas a uma
variante rara de risco moderado. Outros ainda se desenvolveriam por uma variante
de baixo risco combinadas a uma variante de risco moderado (GRIESE-OLIVEIRA,
SERTIE, 2017). Em alguns casos, o TEA poderia ser causado por uma Unica
alteracdo genética patogénica com efeito deletério, que geralmente estaria
associado a uma variante de alta penetrancia (GRIESI-OLIVEIRA, SERTIE, 2017).

E nesse contexto que a descricdo de genes que conferem maior
suscetibilidade ao TEA fornece possiveis dados sobre a etiologia do autismo, tanto

individualmente quanto em grupo. Porém, as questdes fundamentais sobre as
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alteragdes do neurodesenvolvimento e neurofisiologia do TEA permanecem pouco
compreendidas (SATTERSTROM et al., 2020).

Toda a alteragao genética relacionada a duplicagdes, delegbes, mutagdes de
novo, e outras variantes ja descritas estdo envolvidas na identificacdo do TEA.
Essas variantes incluem alteragbes em genes envolvidos nos transtornos
neuropsiquiatricos e deficiéncias intelectuais, genes de vias comuns e de risco para
o TEA (SANDERS et al., 2015; TAMMIMIES et al., 2015), bem como em pacientes
com deficiéncia intelectual moderada a grave (BOURGERON, 2015).

A Sfari Gene-Human apresenta um banco de dados de genes de risco para o

TEA (https://gene.sfari.org/database/human-gene/). Em 2022, contabilizou em sua

base de dados mais de 1000 genes humanos que estavam associados a etiologia do
TEA. Como sdo amplamente expressos, os genes estdo envolvidos em uma
variedade de atividades bioldgicas, sendo necessaria a identificacado de processos
com maior probabilidade de relevancia e risco para o TEA (WEN, ALSHIKHO,
HERBERT, 2016). A identificacdo de tais alteragdes genéticas auxilia no
esclarecimento da fisiopatologia da doenca, possibilitando avancgos relacionados ao
desenvolvimento de novos tratamentos farmacolégicos (MORAES, 2014). Apesar de
existir varios estudos relacionados a genética do TEA, apenas uma parte do numero
total de genes foi descoberta (TAMOUZA, 2019).

Devido a sua etiologia multifatorial, condicbes parentais, exposi¢coes
ambientais durante a gestagao e no periodo perinatal também podem contribuir para
etiologia deste transtorno. Estas exposicdes ambientais contribuem para alteragdes
do genoma e de mecanismos epigenéticos, incluindo a metilagdo do DNA,
modificagdo de histonas e alteragbes na expressao de microRNAs (MASINI et al.,
2020).

3.3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO PARA O TEA

Até o momento, nenhum medicamento foi totalmente eficaz para tratamento
dos sinais e sintomas associados ao TEA. Medicamentos como antidepressivos,
antipsicoticos e anticonvulsivantes sao frequentemente usados para aliviar sintomas
de comorbidades associadas ao TEA, como a ansiedade, déficit de atengcado e
hiperatividade, compulsdes, comportamentos repetitivos, labilidade de humor,
irritabilidade, agressividade e disturbios do sono (JIANG et al., 2022).
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Com o avango das pesquisas relacionadas ao TEA a administragdo de
terapias medicamentosas, combinadas com intervengbes multiprofissionais, vém
ganhando corpo no processo terapéutico de criangas, adolescentes e adultos com
esse diagnodstico (ASSIS et al, 2021). Como ocorre uma heterogeneidade da
sintomatologia do TEA — intensidade, ocorréncia, comportamento alvo - a conduta e
0 manejo terapéutico devem ser individualizados (ASSIS et al., 2021).

Medicacbes especificas aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration),
como a Risperidona e o Aripiprazol, sdo comumente utilizadas para o tratamento
sintomatoldgico do TEA. Eles atuam especificamente na diminui¢cdo de estereotipias,
regulagdo do humor, agressividade e ansiedade (HIRSCH, PRINGSHEIM, 2016).

O mecanismo de agao da Risperidona ainda nado esta totalmente elucidado.
Acredita-se que sua fungado € antagonizar os receptores serotoninérgicos 5SHT2A e
os receptores dopaminérgicos D2 no cérebro (BISWAS et al., 2022). A Risperidona
se liga em maior extensao aos receptores 5HT2A (10 a 20 vezes) do que quando
comparados aos receptores D2. Ao reduzir a neurotransmissao serotoninérgica e
dopaminérgica, o farmaco pode aliviar sintomas presentes no autismo como a
irritabilidade, por exemplo (GERMANN, KURYLO, HAN, 2012; CORENA-MCLEQD,
2015; PUANGPETCH et al., 2016; FENTON, SCOTT, 2005; CANITANO,
SCANDURRA, 2008; CHOPKO, LINDSLEY, 2018; KEMP et al., 2009; LEYSEN et
al.,1988). Também existem estudos acerca do antagonismo da Risperidona com os
receptores alfa-1, alfa-2 e histaminas (PUANGPETCH et al.,, 2016; LEYSEN et
al.,1988; NUNTAMOOL et al., 2017).

Um ensaio controlado por placebo avaliou 101 criangas com TEA e seus
comportamentos associados. O tratamento foi realizado utilizando a Risperidona (1,8
mg/dia) por oito semanas. Apesar dos comportamentos disruptivos amenizarem em
poucas semanas, os resultados observados incluiram aumento de peso, aumento do
apetite, fadiga, sonoléncia, tontura, salivacado, tremor e constipagdo (WEISSMAN,
2020).

Outro farmaco utilizado no tratamento farmacoloégico de TEA é o Aripiprazol,
um agonista parcial dos receptores de serotonina — 5HT, hidroxitriptamina e SHT1A —
e D2 de dopamina. E também um antagonista do receptor 5HT2A sem afinidade
consideravel no receptor muscarinico colinérgico. Ghanizadeh, Tordjman, Jaafari

(2015) realizaram uma revisado sistematica que apontou que o Aripiprazol é tao
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seguro e eficaz quanto a Risperidona no tratamento da irritabilidade no autismo. No
entanto, outros medicamentos (por exemplo, estimulantes, inibidores seletivos da
recaptacéo de serotonina e agonistas alfa-adrenérgicos) podem ser mais adequados,
dependendo da causa base da alteragdo comportamental (por exemplo,
hiperatividade, ansiedade, impulsividade) (ASSIS et al., 2021).

QOutro estudo, observou que o uso do Aripiprazol para TEA durante oito
semanas apresentou beneficios na reducdo da irritabilidade, estereotipias e
sintomas de hiperatividade (ASSIS et al., 2021). Porém, seus efeitos adversos foram
aumento de peso, fadiga, sonoléncia, tremor e sintomas extrapiramidais
(GHANIZADEH, TORDJAMAN, JAAFARI, 2015).

3.4 CANABIDIOL E CANABIGEROL

Nos ultimos anos, estudos relacionados ao uso do CBD e seus componentes
também tem mostrado agado significativa no tratamento dos sintomas do TEA
(POLEG et al., 2018). De maneira natural, a planta Cannabis sativa produz diversos
compostos, dentre eles os fitocanabindides, que sdo moléculas que interagem com o
sistema endocanabindide humano (MORALES, HURST, REGGIO, 2017). As
substancias mais conhecidas sdo o THC (Tetrahidrocarboneto) e o CBD (MORALES,
HURST, REGGIO, 2017). O THC, atua como agonista parcial dos receptores CB1 e
CB2, sendo responsavel por efeitos psicoativos (MORALES, HURST, REGGIO,
2017).

Os dois canabinoides nao psicoativos mais estudados sdo o CBD e o CBG
(GUGLIANDOLO et al.,, 2020), cujas formulas quimicas estdo apresentadas na
Figura 1. Esses compostos exercem suas atividades por meio da interagdo com
varios sitios moleculares. Eles interagem com receptores canabinoides acoplados a
proteinas G, localizados em regides do cérebro que sdo associadas a importantes
processos neurolégicos (MORALES, HURST, REGGIO, 2017), atuando

principalmente no sistema nervoso central (PEDRAZZI et al., 2022).
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Canabidiol (CBD) Canabigerol (CBG)

Figura 1. Estruturas quimicas do Canabidiol (CBD) e Canabigerol (CBG), dois fitocanabindides nao
psicotrépicos isolados de Cannabis sativa (Modificado de GUGLIANDOLO et al., 2020).

Cabe pontuar que o sistema endocanabindide € composto por trés grandes
partes: os canabindides produzidos a base de lipideos, os receptores dessas
moléculas e as enzimas responsaveis pela degradagédo, produgéo e transporte
desses compostos (LUTZ et al., 2015).

O sistema endocanabinoide tem uma importante fungao durante a fase inicial
do desenvolvimento embrionario, especificamente no desenvolvimento do sistema
nervoso central, que é o local onde ocorrem a capacidade de alteragao entre as
sinapses conforme os estimulos recebidos (LU, MACKIE, 2021; MAGEE,
GRIENBERGER, 2020). Essa modulagao da resposta nervosa esta implicita em
situacbes de regulacdo emocional e em comportamentos em resposta a diversos
contextos e interagdes sociais (POLEG et al., 2018).

Os principais receptores do sistema endocanabindide sdo o CB1 e o CB2 —
que se ligam a proteina G, principalmente a Gi, com fungao inibitéria. Essa agéo se
da por algumas vias, como pela inativagao da adenilato ciclase, diminuindo os niveis
de cAMP, atuando nos canais de calcio sensiveis a voltagem e ativando MAPK,
enzima responsavel pela modulacdo de algumas respostas intracelulares (POLEG et
al., 2018).

O receptor CB1 € o mais encontrado no cérebro e altamente expresso nas
regides dos ganglios da base, hipocampo, cerebelo e bulbo olfatério (ZOU, KUMAR,
2018). Ja o CB2, é principalmente encontrado em células do sistema imunoldgico,
como no timo e no bago (SU et al., 2021), bem como nas células do sistema nervoso
central responsaveis pela agao fagocitaria, as microglias (ARAUJO, TJOA, SAIJO,
2019).

Apesar de semelhantes, o CBD e o CBG apresentam diferentes mecanismos
de acdo. O CBD mostra uma baixa afinidade pelos receptores canabinoides,

atuando como um modulador alostérico negativo dos receptores CB1 e como um
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agonista inverso dos receptores CB2 (LAPRAIRIE et al., 2015). Ele € um modulador
de glutamato excitatério cerebral, acido y-aminobutirico inibitério (GABA), auxiliando
na neurotransmissdo da dopamina, além de ser um agonista parcial de receptores
de dopamina D2 (GUGLIANDOLO et al., 2020). Ja o CBG é um agonista parcial dos
receptores CB1 e CB2 (GUGLIANDOLO et al., 2020) e é capaz de regular
receptores acoplados a proteina G (GUGLIANDOLO et al., 2020).

O sistema endocanabindide atua como uma rede neuromoduladora
envolvida na regulacdo de respostas emocionais, reatividade comportamental ao
contexto e interagao social e pode estar afetado em pacientes com autismo com
comorbidades associadas, tais como ansiedade, problemas de sono e disfuncdes
cognitivas (POLEG et al., 2018). Desta maneira, varios estudos vém utilizando
canabindides — como o Canabidiol — para verificar a eficacia no tratamento de
sintomas do TEA.

Em 2021, em um estudo controlado com 150 participantes observou a
utilizagcado dos extratos BOL-DP-O-01-W e BOL-DP-O-01 da planta Cannabis Sativa
(que conttm CDB e THC) em uma proporcao de 20:1. Seus resultados
demonstraram que houve melhora nos comportamentos disruptivos a partir de
medidas de resultados primarios (Home Situation Questionnaire-ASD (HSQ-ASD),
bem como para a escala Clinical Global Impression-Improvement com pontos
ancorados de comportamento disruptivo (CGI-I) e secundarios (Escala de
Responsividade Social (SRS-2). Além disto, o indice de Estresse Parental com
Autismo (APSI), um indice de sintomas centrais do TEA, obteve um desfecho
favoravel com eventos adversos aceitaveis (ARAN et al., 2019).

3.5 ESTUDOS IN SILICO E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS PARA
TEA

A grande variabilidade genética associada ao TEA dificulta a mensuracéo da
importancia de cada variante genética, dificultando assim a efetiva escolha
terapéutica para o tratamento dos sintomas associados a patologia (CHAHROUR et
al., 2017). Nesse contexto, € destacada a importdncia de estudos para o
desenvolvimento de novos farmacos que possam atuar em diferentes vias
moleculares associadas ao desenvolvimento do TEA (CHAHROUR et al., 2017). As

analises in silico entram em cena como uma estratégia atrativa para identificar
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potenciais farmacos terapéuticos para diversas doencgas/transtornos, entre elas o
TEA (GAO et al., 2021).

Nos ultimos anos, o avango de novas técnicas permitiu que esse processo
fosse realizado de maneira mais rapida e com maior facilidade de acesso. Dentre
elas, é destacada a pesquisa in silico com o método de docagem molecular (MUNIZ,
2018). As abordagens in silico combinam e analisam varias formas de dados de
medicamentos e dados 6micos de doencgas para identificar novas fungdes potenciais
de medicamentos novos e também dos ja existentes. Uma vez que esta abordagem
tem a vantagem de filtrar sistematicamente varios medicamentos candidatos, o
tempo de desenvolvimento e o0s custos associados a este processo séo
significativamente reduzidos (PUSHPAKOM et al., 2019).

A docagem molecular € um dos meétodos mais utilizados para realizar a
modelagem molecular de proteinas. Trata-se de uma técnica computacional
realizada por meio da andlise da interagdo entre um receptor e um ligante. Seu
objetivo é predizer qual é a melhor conformacdo da estrutura tridimensional de
determinado complexo formado pelo receptor (macromolécula) e pelo substrato
(MUNIZ, 2018). Para a realizagdo da docagem € necessaria uma descri¢cao
adequada do sistema bioldgico estudado, das interagbes entre essas moléculas e
nao menos importante, um modelo computacional eficiente (MUNIZ, 2018).

Atualmente, existem estudos de testes clinicos cadastrados no banco mundial

de testes clinicos (clinicaltrials.gov) que procuram mensurar o efeito do tratamento

de individuos com TEA a partir do CBD e seus compostos. O CBG aparece como
teste clinico para a hiperatividade, que é uma das comorbidades do TEA e um
grande fator Ilimitante e incapacitante na evolugdo do quadro clinico
(CLINICALTRIALS, 2022).

Um estudo in silico na China criou um pipeline de reposicionamento de
medicamentos que integra triagem de genes que possuem variantes genéticas
patogénicas. Ele buscou o reposicionamento de medicamentos e a verificagdo da
atuacao desses medicamentos. O fluxo do trabalho proposto permitiu a analise de
mecanismos moleculares associados ao TEA e a identificagcdo de varios
medicamentos candidatos com potenciais efeitos terapéuticos, como o baclofeno,
sulpirida, estradiol, zinco, curcumina, entinostat, everolimo, fluvoxamina, calcitriol e
metronidazol, fornecendo pistas para novos estudos sobre o tratamento do TEA
(GAO et al., 2021).
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4. METODOS

Nesta sondagem, foram selecionados os receptores que atuam no sistema
nervoso central e que fazem interagdo com os farmacos Risperidona e Aripiprazol.
Os receptores selecionados foram o 5SHT1A, 5HT2C, D2, D3, CB1 e CB2.

A selecdo dos receptores para docagem molecular ocorreu de forma
estruturada por grupo de afinidade e maior interacdo com o farmaco analisado. A
Risperidona e a Fluoxetina foram usadas como parametro de comparagdo uma vez
que ambas interagem com receptor SHT2C em esquema terapéutico. Assim como o
Aripiprazol interage com o receptor D2, a Risperidona com o D3 e o Canabidiol com
o CB1, CB2 e 5HT1A.

41. OBTENCAO DAS ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS DE LIGANTES E
RECEPTORES

O trabalho foi organizado e estruturado por meio de softwares para avaliar
as ligacdes e interagdes das estruturas selecionadas: receptores relacionados ao
TEA e drogas/farmacos (ligantes). Para a obtengdo dos arquivos correspondentes

aos ligantes foi utilizado o banco de dados ZINC (zinc.docking.org), cujas estruturas

encontram-se no formato SDF (bidimensional). O programa ViewerLite 4.2 (Accelrys
Inc.) foi utilizado para converter o arquivo SDF em formato PDB (Protein Data Bank),
um formato tridimensional.

As estruturas dos receptores foram obtidas no banco de dados PDB

(www.rcsb.org). Foram selecionadas estruturas humanas, nativas e ndo mutadas

dos receptores CB1, CB2 e D2. Como o banco é redundante, foi realizada uma
triagem para selecionar as estruturas com menor interferéncia de ligantes acoplados

e melhor resolugao por difracdo de raios-X.

4.2. MODELAGEM MOLECULAR DOS RECEPTORES

Os receptores 5HT2C, 5HT1A e D3, que apresentavam mutagdes em sua
sequéncia primaria, tiveram sua estrutura tridimensional obtida por modelagem
molecular pelo método de modelagem comparativa. Para tanto, os moldes foram
selecionados do PDB, sendo utilizados como critério de selecdo a identidade de

sequéncia primaria e a cobertura de sequéncia.
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As sequéncias primarias dos receptores humanos, sem mutacédo, foram
obtidas nos bancos de dados hospedados no National Center for Biotechnology
Information (NCBI). A modelagem foi realizada utilizando a plataforma Swiss-Model
(GUEX, PEITSCH, SCHWEDE, 2009) e os modelos foram validados utilizando a
plataforma MolProbity (WILLIAMS et al., 2018).

4.3. PREPARO DOS RECEPTORES E LIGANTES PARA A DOCAGEM
MOLECULAR

Receptores e ligantes foram preparados para a docagem molecular utilizando
o programa AutoDock Tools (ADT) (MORRIS et al., 2009). Nos receptores foram
deletadas as moléculas de agua e adicionados atomos de hidrogénio. A grade que
delimita a area de interagcdo entre o receptor e o ligante (Grid box) foi criada e
ajustada, e o arquivo do receptor foi salvo no formato .pdbqt. Nos ligantes foram
detectados e escolhidos os pontos de torgbes e o arquivo foi salvo no mesmo

formato.

4.4. DOCAGEM MOLECULAR

Para as simulagdes de docagem molecular foi utilizado o método proteina
rigida e ligante flexivel (FERREIRA et al., 2015). As simulacbes foram realizadas
utilizando o ADT conectado ao software AutoDock Vina v.1.2.0. (EBERHARDT et al.,
2021).

O software utilizado associa dois componentes: um algoritmo de busca e uma
funcdo de pontuacdo. Primeiramente, o algoritmo foi responsavel pela busca de
possiveis combinagbes nas ligagdes, explorando os graus de liberdade rotacional,
translacional e conformacional do ligante e das proteinas. Em seguida, a funcao de
pontuacao foi usada para escolher os melhores modos de ligacdo. Essas fungoes
foram obtidas de acordo com os campos de forca da mecéanica molecular e
parametros empiricos de célculos de energia livre.

A analise in silico de interagdes do complexo droga-proteina, dos residuos de
aminoacidos envolvidos nas interagdes, assim como, as tor¢oes do ligante, atomos
envolvidos nas interagdes, tipo e for¢ca das interagcbes foi realizada utilizando os

softwares PyMol (Schrodinger Inc) e BIOVIA Discovery Studio (Dassault Systémes).
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5. RESULTADOS

5.1. RECEPTORES E LIGANTES SELECIONADOS NOS BANCOS DE DADOS
As estruturas tridimensionais das drogas (ligantes) relacionados ao tratamento
do autismo, selecionadas de bancos de dados publicos, e seus respectivos codigos

sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Drogas (ligantes) relacionados ao tratamento do TEA

Identificagcado Banco de dados Caodigo

Canabigerol ZINC 4217650

Ligantes Canabidiol ZINC 4097406
Risperidona ZINC 538312

Aripiprazol ZINC 95564798

As estruturas tridimensionais dos receptores nao mutados, selecionadas dos

bancos de dados e algumas de suas caracteristicas, sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Receptores n&do mutados relacionados ao TEA

Receptor Cddigo Banco de dados Organismo
CB1 6N4B PDB Homo sapiens
cB2 6KPF PDB Homo sapiens

D2 6LUQ PDB Homo sapiens

5.2. MODELOS DE ESTRUTURA DOS RECEPTORES

Foram modelados os receptores 5HT2C, 5HT1A e D3. Os dados das
estruturas-molde (templates) selecionadas para a modelagem molecular e as
sequéncias primarias a serem modeladas estdo apresentadas na Tabela 3. A tabela
apresenta os receptores, o coédigo da sequéncia de aminoacidos ndo mutada, o
coédigo das estruturas-molde selecionadas no Protein Data Bank, a resolugdo da
estrutura-molde, a identidade e cobertura de sequéncia.

A identidade de sequéncia primaria entre receptor e estrutura-molde, bem
como a cobertura de sequéncia, foram bastante significativas propiciando condigdes

adequadas para a utilizacdo do método de modelagem comparativa.



28

Tabela 3. Dados sobre receptores relacionados ao TEA e suas respectivas

estruturas-molde

Receptor Seq. aa ndo mutada Molde Identidade Cobertura Resolugédo do
(PDB) (%) (%) molde (A)
5HT2C NM_001256760.3* 8DPF 99,7 100,0% 2,84
5HT1A NP_000515.2* 7TE2X 99,5 99,7% 3,00
D3 AAI28123.1% 7CMU 99,2 100,0% 3,00

*Codigo GenBank

A Figura 2 apresenta os modelos tridimensionais validados dos receptores
5HT2C, 5HT1A e D3.

Figura 2. Modelos de estruturas tridimensionais de receptores relacionados ao TEA.
Estrutura A: SHT2C. Estrutura B: 5SHT1A. Estrutura C: D3.

Na Tabela 4, sdo apresentados os parametros de qualidade e validacdo das
estruturas dos receptores obtidas por modelagem molecular. O grafico de
Ramachandran apresenta todas as combinacbes possiveis e mais estaveis
de angulos rotacionais dos residuos de aminoacidos de uma proteina. Residuos em
regides permitidas e favoraveis indicam a estabilidade da proteina e
consequentemente um enovelamento correto. A porcentagem de residuos nessas
regides nos modelos de estrutura dos receptores é considerada satisfatoria, sendo o
modelo do receptor 5HT2C e D3 considerados de maior qualidade estrutural, o que
esta de acordo com o fato de os moldes desses receptores apresentarem a maior
cobertura de 100%.

No MolProbity score® os resultados foram favoraveis em relagao a resolugao

cristalografica do molde nos trés receptores estudados. No Qmean Z score* todos os
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receptores apresentaram resultados favoraveis, com valores acima de -4,0,

indicando que os receptores modelados alcangaram bons parametros de qualidade.

Tabela 4. Parametros de qualidade e validagao dos receptores modelados

Receptor Qmean Z score* MolProbity score* Grafico de
Ramachandran
5HT2C 0,5<Zscore<1,0 1,10 93,8%" e 99,1%%
5HT1A 0,5 <Zscore <1,0 1,69 89,7%" e 94,74%%
D3 0,5 < Z score < 0,67 1,43 89,3%" e 93,27%*

* Z score menores que -4,0 indicam modelos com baixa qualidade.®MolProbity score
deve ser menor que resolugdo cristalografica do molde. *Residuos em regibes

favoraveis. $Residuos em regides permitidas

5.3. COMPLEXOS RECEPTOR/LIGANTE

Em todas as simulagdes de docagem molecular foram observadas interacoes
dos ligantes (drogas/farmacos) com os respectivos receptores formando um
complexo. A Tabela 5 apresenta as energias de afinidade dos complexos formados,

que foram mensuradas em kcal/mol.

Tabela 5. Energia de afinidade dos complexos receptor/ligante

Complexos Energia de afinidade (kcal/mol)
Risperidona/5HT2C -9,3
Fluoxetina/5HT2C -7,6
Canabidiol/5HT2C -8,1
Canabigerol/5HT2C -7,1
Canabidiol /5SHT1A -7,3
Canabigerol/5SHT1A -7,4
Canabidiol/CB1 -9,2
Canabigerol /CB1 -8,6
Canabidiol/CB2 -6,9
Canabigerol /CB2 -6,2
Aripiprazol/D2 -8,2
Canabidiol/D2 -7.7
Canabigerol/D2 -8,1
Risperidona/D3 -8,8

Canabidiol/D3 -7.1
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Canabigerol/D3 -6,0

Os resultados obtidos demonstraram que o receptor SHT2C apresentou maior
afinidade de interacdo com a Risperidona, um farmaco ja aprovado para o
tratamento do TEA e que é um antagonista especifico deste receptor. A Fluoxetina
apresentou afinidade de interagdo com o receptor ligeiramente maior que o CBG. O
CBD apresentou um alto valor de afinidade pelo receptor, maior que a Fluoxetina e o
CBG.

O receptor 5SHT1A apresentou maior afinidade com o CBG do que com o CBD.
O receptor CB1 apresentou alta afinidade com o CBG e com o CBD. Em relacéo ao
receptor CB2, a energia de afinidade foi baixa, indicando que a interagdo pode
ocorrer em ambiente fisiolégico, mas provavelmente com baixa estabilidade.

O receptor D2 apresentou alta afinidade de interagdo com o Aripiprazol, um
farmaco ja aprovado para o tratamento do TEA, e uma energia de afinidade bastante
similar com o CBG. O CBD, apesar de mais baixa, também apresentou energia de
afinidade significativa com receptor D2.

O receptor D3 apresentou um alto valor de energia de afinidade com a
Risperidona, seguida pelo CBD. Ja o CBG apresentou baixa afinidade, indicando
possivelmente interacdo instavel em ambiente fisiologico.

As Figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam uma visualizagdo dos complexos
receptor/ligante usando a interface do programa Pymol. Na Figura 3 séao
apresentados os complexos S5HT2C/CBD, 5HT2C/CBG, S5HT2C/Fluoxetina e
5HT2C/Risperidona.

A Figura 4 apresenta os complexos 5HT1A /CBD e 5HT1A /CBG. A Figura 5
mostra os complexos CB1/CBD e CB1/CBG; a Figura 6 apresenta a vista
panoramica dos complexos CB2/CBD e CB2/CBG; a Figura 7 apresenta a vista
panoramica dos complexos D2/CBD, D2/CBG e D2/Aripiprazol e a Figura 8

apresenta a vista panoramica dos complexos D3/CBD, D3/CBG e D3/Risperidona.
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Figura 3: Vista panoramica do receptor 5SHT2C ligado ao (A) Canabidiol, (B)
Canabigerol, (C) Fluoxetina e (D) Risperidona. O receptor € mostrado em azul em

posicdes diferentes para visualizagdo do ligante em verde (seta vermelha).

A) B)

Figura 4: Vista panoramica do receptor 5HT1A ligado ao (A) Canabidiol e (B)
Canabigerol. O receptor é mostrado em azul em posigbes diferentes para

visualizacéo do ligante em verde (seta vermelha).
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B)
Figura 5: Vista panoramica do receptor CB1 ligado ao (A) Canabidiol e (B)
Canabigerol. O receptor € mostrado em verde em posi¢cdes diferentes para

visualizacdo do ligante em azul (seta vermelha).

A)

Figura 6: Vista panoramica do receptor CB2 ligado ao (A) Canabidiol e (B)
Canabigerol. O receptor € mostrado em verde em posi¢cdes diferentes para

visualizagao do ligante em azul (seta vermelha).
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Figura 7: Vista panoramica do receptor D2 ligado ao (A) Aripiprazol, (B) Canabigerol
e (C) Canabidiol. O receptor € mostrado em verde em posi¢cdes diferentes para

visualizagao do ligante em azul (seta vermelha).

Figura 8: Vista panoramica do receptor D3 ligado ao (A) Canabidiol, (B) Canabigerol
e (C) Risperidona. O receptor € mostrado em azul em posigdes diferentes para

visualizacao do ligante em azul (seta vermelha).

A apresentacdo dos complexos e ligagdes, catalogadas por numero de
residuos, numeros de ligagdes e tipos de ligacdes sado apresentadas na Tabela 6. O

complexo formado pelo receptor CB1 e ligante CBG apresentou o maior numero de
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ligacdes e residuos envolvidos, seguido do complexo D2/CBG. A Risperidona e a
Fluoxetina tiveram grande semelhanca no numero de ligagbes e de residuos.
Entretanto, somente o numero de ligagées quimicas nao determina a estabilidade do
complexo; o tipo de ligagao e os atomos dos ligantes envolvidos nas ligagdes devem

ser considerados.

Tabela 6: Complexos receptores/drogas e as ligacdes quimicas que estabilizam

cada complexo:

Complexo N° de ligacdes N° de residuos* Tipo de ligacéo

5HT2C/Risperidona 12 12 Ligacao de hidrogénio
Van der Walls
Ligacdo covalente

5HT2C/Fluoxetina 13 12 Ligagao de hidrogénio
Van der Walls
Ligagéo covalente
Pi-sigma
Ligacao Doador-Doador Desfavoravel

5HT2C/Canabigerol 15 14 Ligacao de hidrogénio
Van der Walls
Ligacao C-H
Empilhamento Pi-Pi
Alquila
Pi-alquila

5HT2C/Canabidiol 18 17 Van der Walls
Empilhamento Pi-Pi
Alquila
Pi-alquila
Pi-sigma

D2/Canabidiol 9 9 Ligacao de hidrogénio
Van der Walls
Ligacdo covalente

D2/Canabigerol 17 21 Ligacao de hidrogénio
Van der Walls
Alquila
Pi-alquila
Empilhamento amida
Empilhamento Pi-Pi
Ligacao de hidrogénio (doador)

D2/Aripiprazol 10 10 Ligagao de hidrogénio
Van der Walls
Ligacdo covalente

CB1/Canabidiol 18 17 Van der Walls
Alquila
Pi-alquila
Pi-Pi T-shaped

CB1/Canabigerol 18 21 Van der Walls
Alquila
Pi-alquila
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Pi-Pi T-shaped
Pi Sigma

CB2/Canabidiol 15 12 Ligagao de hidrogénio
Van der Walls
Alquila
Pi-alquila

CB2/Canabigerol 18 10 Van der Walls
Alquila
Pi-alquila
Pi-Pi T-shaped

D3/Canabidiol 12 12 Ligagéo de hidrogénio
Van der Walls
Ligacao C-H
Ligacdo covalente

D3/Canabigerol 18 17 Van der Walls
Ponte salina
Ligacao C-H
Pi-sigma
Enxofre
Pi-Pi T-shaped
Alquila
Pi-Alquila

D3/Risperidona 16 15 Ligagao de hidrogénio
Ligacao Van der Walls
Ligagéo covalente

5HT1A/Canabigerol 17 15 Ligacao de hidrogénio
Van der Walls
Pi-alquila
Alquila

5HT1A/Canabidiol 16 16 Ligagao de hidrogénio
Van der Walls
Pi-alquila
Ligagao covalente
Empilhamento Pi-Pi

*Residuos de aminoacidos envolvidos nas liga¢gées com o ligante

Para permitir uma melhor visualizagdo das ligacbes quimicas formadas entre
os ligantes e os receptores, estas foram dispostas em um diagrama bidimensional. O
diagrama apresenta os aminoacidos dos receptores, que estdo envolvidos nas
ligacbes quimicas, os atomos dos ligantes que realizam as ligagdes, bem como o
tipo de ligacdo quimica. Nas figuras 9, 10, 11, 12, 13 e 14 é possivel observar
quantos e quais residuos do receptor interagem com o ligante e quantas ligagoes
foram formadas. O comprimento das ligagbes ndo esta em escala, logo, nestes
diagramas, este ndo pode ser considerado como parametro para determinacéo de

forca de ligacao e estabilidade.
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esferas coloridas e com o codigo de trés letras. As ligagdes sao representadas por
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Figura 10: Diagrama bidimensional demonstrando as ligagcdes quimicas e os

aminoacidos envolvidos na interacdo entre o receptor D3 e Risperidona (A),

Canabidiol (B), Canabigerol (C). Os residuos de aminoacidos sdo mostrados como

esferas coloridas e com o cddigo de trés letras. As ligagdes sao representadas por

linhas tracejadas, exceto as interagdes de Van der Waals.
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e com o codigo de trés letras. As ligacbes sao representadas por linhas tracejadas,

exceto as interagdes de Van der Waals.
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aminoacidos envolvidos na interacdo entre o receptor SHT1A e Canabigerol (A),
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exceto as interagdes de Van der Waals.
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6. DISCUSSAO

Os estudos relacionados ao tratamento do TEA tém avancado
significativamente nos ultimos anos. As caracteristicas clinicas - estereotipias,
ecolalias, alteracbes de humor, desregulagdes sensoriais, disturbios do sono,
alteracdes na comunicagao funcional e comportamentos disruptivos necessitam de
intervencado a curto e longo prazo, uma vez que dificultam a inclusdo escolar e
limitam a eficacia das terapias de estimulagdo (ARVIDSSON et al., 2018).

Terapias medicamentosas vém ganhando corpo na busca por qualidade de
vida dos portadores e seus familiares, afim de proporcionar menor impacto diante
das adversidades apresentadas pelo TEA. Porém, apesar desse crescimento
significativo dos diagnésticos de TEA e impacto gerado na sociedade, estudos
acerca de intervengdes medicamentosas ainda se fazem necessarios (MUNIZ, 2018;
TRISTAN et al., 2021).

Nesse contexto, as analises in silico podem auxiliar na descoberta de novas
moléculas com potencial farmacologico (ANUSUYA et al., 2018). A partir do objetivo
geral deste estudo, foram avaliadas utilizando ferramentas de bioinformatica a
interacdo entre o Canabigerol (CBG) e o Canabidiol (CBD) com os principais

receptores alvos de farmacos utilizados no tratamento do TEA.

Por meio da abordagem in silico, foi possivel observar os sitios de ligagbes de
medicacdes ja aprovadas para o tratamento do TEA e os alvos deste estudo a esses
receptores: CBG e o CBD.

Em nosso estudo observamos que as maiores energias de afinidade de
ligacdo e maior probabilidade de apresentar uma eficacia terapéutica estao
relacionadas aos seguintes complexos: 1) 5HT2C com a Risperidona e o CBD; 2)
CB1 com o CBG e 0 CBD; 3) D2 com o Aripiprazol e o CBG.

O primeiro grupo de resultados aqui obtidos mostrou afinidade do receptor
5HT2C com Risperidona e CBD. De todos os estudos ja descritos na literatura, os
receptores serotoninérgicos estao entre os mais investigados para o TEA (MULLER
et al., 2016). A serotonina (5HT) € um neurotransmissor chave e que desempenha
um papel crucial no estagio inicial do neurodesenvolvimento. A serotonina € uma
indolamina que regula outros processos bioldgicos, incluindo apetite, humor, sono,
cognigao e funcdo executiva (BERGER et al., 2009; RAY et al.,, 2011; MELTZER,
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ROTH, 2013). Ela pode ser encontrada em todo o cérebro, principalmente em
regides relacionadas a sintomas apresentados por pacientes com TEA, como a
presenca de comportamentos restritos e repetitivos (LANGEN et al., 2014).

Entre os processos neuronais que envolvem os receptores S5HT estdo a
neurogénese, a migracao e sobrevivéncia celular, sinaptogénese e plasticidade
sinaptica (EISSA et al., 2018). Os receptores 5HT2C sao uma classe de receptores
que estdo distribuidos por todo o sistema nervoso central, com alta densidade na
regido do plexo coroide. Esses receptores também sdo encontrados em todas as
areas do sistema limbico, concentrados especificamente no hipocampo, hipotalamo
e neocortex. O SHT2C também é expresso em areas importantes para execucao de
acdes motoras, estando localizados na substancia negra (HENSLER, 2012).

Bagdy et al., (2001) observaram, em estudo realizado com individuos
diagnosticados com TEA, uma redugdo dose dependente dos movimentos
repetitivos com a administragcdo do antagonista seletivo de alta afinidade pelo 5TH2C
(antidepressivo). Efeitos semelhantes foram encontrados em Graf et al., (2003) que
observaram que o pré-tratamento de SB242084 (modelo animal) foi capaz de
reverter efetivamente os efeitos da autolimpeza induzida por mCPP (meta-
clorofenilpiperazina). Juntos, esses achados sugerem que a regulagdo negativa do
5HT2C reduz a expressao de comportamentos restritos e repetitivos, sendo efetivos
para o tratamento de tais sintomas.

A Risperidona, um derivado do benzisoxazol, utilizado nas andlises in silico
deste estudo, é um dos antipsicoticos com propriedades antagonistas seletivas aos
receptores 5SHT2C (HOEKSTRA, TROOST, LAHUIS, 2010). Nas ultimas décadas,
estudos demostraram que a Risperidona € eficaz para tratar um amplo espectro de
transtornos psiquiatricos, incluindo o TEA (TEIXEIRA et al., 2013).

A interacao de receptores 5HT2C com o CBD ja foi observada em um estudo
que demonstrou que o sistema serotoninérgico esta envolvido na acao ansiolitica do
CBD (SCHIER et al., 2011). Com o aumento de publicagdes sobre os efeitos
terapéuticos do CBD, as principais possibilidades que se destacam sido as
propriedades ansioliticas e antipsicéticas (RESSTEL et al., 2006).

Um estudo duplo cego apontou que a administragdo crénica de CBD néo
alterou a concentragao extracelular de serotonina ou a expressao dos receptores
5HT1A e 5HT2C. O CBD (300 mg), bem como as drogas ansioliticas Diazepam (10

mg) e Ipsapirona (5 mg), atenuou significativamente a ansiedade induzida por falar
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em publico. O efeito ansiolitico do CBD em voluntarios saudaveis observado neste
estudo levou a hipétese de que esse canabinoide poderia ser eficaz para tratar o
transtorno de ansiedade social (SCHIER et al., 2011).

Um outro estudo investigou os efeitos do CBD sobre o fluxo sanguineo
cerebral regional (SFP) em voluntarios saudaveis, usando tomografia
computadorizada por emissao de féton unico. Os resultados demonstraram que a
ansiedade induzida pela SFP foi reduzida nos pacientes que receberam CBD
(CRIPPA et al., 2004). No estudo, os pacientes receberam CBD (400 mg) ou placebo,
em uma abordagem duplo-cega, em duas sessdes experimentais com um intervalo
de uma semana. O CBD reduziu significativamente a ansiedade (SCHIER et al.,
2011).

A interagdo do complexo 5HT2C/CBD traz uma nova possibilidade de
intervengdes medicamentosas, afim de diminuir os sintomas acarretados no TEA,
tendo em vista a efetividade dos efeitos do CBD e da estimulacdo do receptor de
serotonina 5HT2C.

O CBD é um fitocanabindide nao psicoativo abundante em extratos de
Cannabis sativa que possui alta afinidade com uma série de receptores, incluindo o
receptor CB1. Este receptor € altamente expresso no sistema nervoso central e é
particularmente abundante em areas cerebrais associadas ao controle motor,
respostas emocionais, comportamento motivado e homeostase energética (TSUBOI
et al., 2018; PENG et al., 2022).

Saito, Wotijak e Moreira (2010) observaram que dentro do sistema nervoso
central, o receptor CB1 esta primariamente localizado nos terminais nervosos preé-
sinapticos, sendo responsavel pela maioria dos efeitos neurocomportamentais deste
canabindide. O CBD atua como um modulador alostérico negativo em CB1. Sua
funcao esta relacionada a ativagao, internalizagdo e dessensibilizacdo do receptor
CB1 (LAPRAIRIE et al., 2015; MCPARTLAND et al., 2015). Em contrapartida, o CBG
parece ligar-se aos receptores canabindides CB1 e CB2, bloqueando os receptores
CB1 e 5HT1A (CASCIO et al., 2010).

A utilizacdo do CBD na pratica clinica vem se intensificando nos ultimos anos.
Este composto apresentou alto potencial terapéutico para varias doencgas, incluindo
transtornos psicoticos, sono e ansiedade (KESNER e AMANTE, 2020; PENG et al.,
2022). Da mesma forma, o CBG se demonstrou eficaz para tratamento de ansiedade.

Um experimento observou que a administragdo de CBG na dose de 10 mg/kg
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diminuiu os comportamentos de ansiedade em camundongos. Foi observado
também que a administragao deste composto na dose de 3 mg/kg também produziu
um leve efeito antinociceptivo (ZAGZOOG et al., 2020).

Nosso estudo demonstrou um potencial efeito modulador de receptores CB1
quando em contato com CBD e CBG. Tendo em vista a alta expressao da proteina
CB1 no sistema nervoso central, o tratamento utilizando os dois compostos CBD e
CBG podem apresentar resultados importantes para o controle de diversos
comportamentos disruptivos do TEA, incluindo desregulagbes de sono, déficits
cognitivos, comportamentais e sociais.

Outro resultado importante destacado a partir deste trabalho € a interacédo do
receptor da dopamina D2 com Aripripazol e CBG. Até o momento, os antagonistas
dos receptores de dopamina sdo os unicos medicamentos com eficacia clinica
consistente no TEA, apesar de seus efeitos colaterais evidentes (EISSA et al., 2022).

Alteragbes no sistema dopaminérgico tém sido implicadas em varios
disturbios neuropsiquiatricos, incluindo TDAH e, recentemente, TEA (DICARLO et al.,
2019). Um estudo relatou a reducdo da sinalizagdo do sistema mesolimbico
dopaminérgico em pacientes com TEA. Foram destacados os déficits de
processamento de recompensa, que ocorrem tanto para recompensas sociais
quanto ndo sociais (SQUILLACE et al., 2014).

Os receptores de dopamina D2 e D3 desempenham um papel fundamental no
funcionamento cerebral (EISSA et al., 2018). Um estudo pré-clinico demonstrou que
camundongos com aumento de neurotransmissao dopaminérgica no corpo estriado
dorsal, devido a superexpressao do transportador de dopamina em neurbnios de
camundongos. Estes exibiram déficits significativos na sociabilidade e
comportamentos repetitivos relevantes para a patologia do TEA (LEE et al., 2017).

Ainda em relacdo ao sistema dopaminérgico, Eissa et al., (2022)
apresentaram em seu estudo diversos neurotransmissores investigados e o0s
impactos das desregulagbes dos mesmos no fendtipo comportamental do TEA, em
camundongos BTBR (camundongos com fendtipo semelhante ao TEA). A liberacao
reduzida de dopamina no cortex pré-frontal ja foi observada em individuos com TEA.

O Aripiprazol € um antipsicético agonista parcial dos receptores D2 e 5HT1A e
antagonista do receptor SHT2A. Ele estabiliza a dopamina e a serotonina no nucleo
accumbens, que constitui uma interface limbico-motora, com fungado em sistemas de

recompensa cerebral. Esse tratamento farmacoldgico atua no controle de sintomas
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positivos, negativos e cognitivos na esquizofrenia. O Aripiprazol demonstra
seletividade funcional em vias de sinalizacao intracelular, como a via mesolimbica e
nigroestriatal, exigindo uma taxa de ocupacdo superior a 90% nos receptores D2
para ser clinicamente ativo (GETTU, SAADABADI, 2022).

Em nosso estudo, foi possivel observar que o CBG é capaz de se conectar ao
sitio de ligagao do receptor de dopamina D2 com afinidade significativa. Da mesma
maneira, a interagcdo com os receptores 5SHT2C e CB1 foi observada. Estes
resultados sugerem que o CBG pode ser um candidato a testes experimentais para
avaliacao de eficacia no tratamento de condicbes observadas em pacientes com
TEA, como alteragdes relacionadas a ansiedade, disturbios de sono, estereotipias e
alteracdes de humor, utilizando CBG.

Uma vez que o comportamento semelhante ao TEA surge da disfuncao
dopaminérgica, o efeito dos antagonistas da dopamina observados nos tragos
centrais deste transtorno mostram que os moduladores de dopamina devem levar a
uma melhora comportamental social e nao social (PAVAL, 2017). Conforme
demonstrado por dados anteriores, os sintomas de TEA podem ser devidos ou
exacerbados por sinalizagdo anormal do sistema dopaminérgico (LANGEN et al.,
2011; RODRIGUIZ et al., 2004). Portanto, o estudo da disfungcdo dopaminérgica é

vital no que se refere a esse disturbio do neurodesenvolvimento (EISSA et al., 2022).

7. CONCLUSAO

As maiores energias de afinidade de ligacdo e maior probabilidade de
apresentar uma eficacia terapéutica aqui encontradas estdo relacionadas aos
complexos receptor/ligante: 5SHT2C com a Risperidona e o CBD; CB1 com o CBG e
o CBD; D2 com o Aripiprazol e o CBG. As interagbes envolvendo o CBG e o CBD
apresentam afinidades com os receptores que vao de encontro com os farmacos ja
aprovados e utilizados na pratica clinica: a Risperidona e o Aripiprazol. Tais
resultados reforcam o potencial de utilizacdo dos compostos CBG e CBD para o
tratamento de comportamentos relacionados ao TEA, incluindo ansiedade,

hiperatividade, irritabilidade e movimentos repetitivos.
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