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Resumo

Objetivos: Avaliar a correlacdo do acido gama-linolénico (GLA) com
o CaV3.2 e comparar com a pregabalina (PGB), como perspectiva de
elucidar o mecanismo de acao analgésica do GLA em casos de mastalgia.
Métodos: Refere-se a uma pesquisa quantitativa e experimental, do tipo
in silico, que empregou como moléculas ligantes o GLA e a PGB, e, como
alvo proteico, o canal CaV3.2. Os experimentos de docagem molecular
foram realizados no portal Dockthor e analisados pelo programa Chimera
1.14. Os resultados das simulag¢des dos ligantes com o CaV3.2 foram or-
ganizados pelas afinidades de ligacao (AL). Para comparacao das AL, foi
utilizado o teste “t” e foram considerados significantes valores de p < 0,05.
Resultados e discussao: Apdés 1 milhdo de simulagdes entre GLA e PGB
com o CaV3.2, selecionaram-se os trés melhores posicionamentos. Nao
houve diferenca significante entre os valores de AL do GLA e da PGB (p =
0,15). Os ligantes se posicionaram dentro do poro do canal e estabelecen-
do ligagdes de hidrogénios com os mesmos residuos de aminoacido e PGB
apresentou interacdo com um outro a mais. Conclusao: O GLA é capaz de
se ligar ao CaV3.2 de maneira semelhante ao bloqueador controle prega-
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balina. As interacées quimicas mostradas sugerem um possivel bloqueio do canal, o que justifi-
caria o efeito no controle da mastalgia pelo acido gama-linolénico.

Palavras-chave: Acido gama-linolénico; Mastalgia; Analgésico; Modelagem de drogas; Canal de
calcio dependente de voltagem

Abstract

Objectives: To assess the correlation between gamma-linoleic acid (GLA) and the voltage-gated
calcium channel CaV3.2 and compare it with pregabalin (PGB) to elucidate the potential analge-
sic mechanism of GLA in cases of mastalgia. Methods: This quantitative, experimental, in silico
study employed GLA and PGB as ligand molecules and the CaV3.2 channel as the protein target.
Molecular docking experiments were performed using the Dockthor platform and analyzed with
the Chimera 1.14 software. The results of ligand simulations with CaV3.2 were organized based
on binding affinity (BA) and compared using the t-test; p-values < 0.05 were considered statis-
tically significant. Results and discussion: After one million simulations of GLA and PGB with
CaV3.2, the three best docking poses were selected. No significant differences were observed
between BA values of GLA and PGB (p = 0.15). Both ligands docked within the pore of the chan-
nel, forming hydrogen bonds with the same amino acid residues; PBG established one additional
interaction. Conclusion: GLA binds to the CaV3.2 channel in a manner similar to the reference
blocker PGB. The identified chemical interactions suggest a potential channel blockade, which
may explain the analgesic effect of gamma-linolenic acid in the management of mastalgia.

Keywords: Gamma-linoleic acid; Mastalgia; Analgesics; Drug modeling; Voltage-gated calcium
channel

INTRODUGAO

Mastalgia € um termo utilizado para descrever um episodio de dor nas mamas e € um dos
sintomas mais comuns em mulheres em idade reprodutiva, ocorrendo, geralmente, entre 15 e 40
anos. Cerca de 70% das mulheres nesse periodo etario sofrem com essa condi¢gdo e procuram
ajuda médica. A mastalgia pode se apresentar com intensidade desde leve até severa, como
desconforto, peso, aperto ou sensagao de queimagao capaz de prejudicar as atividades diarias
e sociais, interferindo assim na qualidade de vida da paciente.'

Diante de achados clinicos e radioldégicos normais, aproximadamente 85% das pacien-
tes melhoram apenas com orientagdo e tranquilizacdo, nao necessitando de medicacdo. No
entanto, em torno de 15% delas ainda precisam de tratamento devido ao impacto negativo que
essa doenca tem na sua vida ou ao aumento da intensidade e frequéncia dos episodios de dor
relatados apds a primeira consulta. O tratamento mais adequado pode ser realizado de maneira
conservadora e farmacologica.'3
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Um dos primeiros passos do tratamento farmacolégico € o uso do 6leo de primula, rico em
&cido linoleico, que se transforma em GLA quando absorvido pelo organismo. E uma substancia
completamente segura, nao toxica e ndo cancerigena.*®

O GLA se tornou a substancia de primeira escolha no tratamento das mastalgias. A poso-
logia basica é de 1 comprimido de 1.000 mg ao dia (que contém 180 mg de GLA) por um periodo
inicial de 4 a 6 meses.®” Apos absorgao sistémica seguida de metabolizagédo, o GLA é degradado
em metabdlitos precursores de pequenas moléculas biologicamente ativas (eucanoides como
prostaglandinas, leucotrienos e outros derivados), as quais regulam caracteristicas da atividade
celular.® O fato de niveis baixos de GLA e de seus metabdlitos resultarem em uma reducao dos
niveis de prostaglandinas E1 (PGE1) e levarem a uma exagerada resposta do 6rgao a prolactina
explicaria um nivel normal de horménio produzir exagerado efeito, tal como mastalgia intensa. O
aumento na formacéo de PGE1 desliga o efeito periférico da prolactina, que poderia ser efeito do
GLA sobre os receptores de membrana e sobre a produgao de eucasanoides e prostaglandinas.?
N&o ha relatos cientificos de outras vias envolvidas na analgesia promovida pelo GLA, e, por
isso, torna-se relevante investigar a participagao de canais idbnicos como possivel alvo.

Os canais CaV sao de baixa voltagem e tém importancia fundamental no processo de
nociceptivo periférico, pois sdo responsaveis pelo controle da excitabilidade dos neurdnios.® Trés
subtipos de Cav do tipo T tém sido caracterizados, sendo conhecidos como CaV3.1, CaV3.2 e
CaV3.3.° Avaliacdes de distribuicdo genética regional mostraram que o CaV3.2 esta localizado
majoritariamente em sitios essenciais da transmisséo da dor, como os neurbnios sensoriais da
raiz dorsal ganglionar e da lamina superficial do corno dorsal.'®'2 Novos bloqueadores de CaV3.2
sdo potenciais candidatos a farmacos para o tratamento da dor aguda e crénica.'>"”

Abusca de novos farmacos € um processo extenso e demorado e nao se espera necessa-
riamente que ele seja bem-sucedido. Entretanto, a incorporagao de avangos tecnoldgicos atuais
tem ajudado a minimizar, principalmente, as varias etapas no desenvolvimento de farmacos. Um
exemplo disso € a analise de ancoragem molecular, pois ela reduz custos e tempo, apresenta pa-
pel primordial nas pesquisas e revela dados importantes sobre o mecanismo de agao de novas
moléculas.'® Assim, decidiu-se analisar, por meio de ancoragem molecular, se o GLA interage
com o canal CaV3.2 e, entdo, comparar os dados com a pregabalina.

METODOS

Trata-se de um estudo quantitativo e experimental, do tipo in silico. A triagem virtual base-
ada em ancoragem molecular € um método usado para a descoberta de novos farmacos contra
um alvo terapéutico especifico e que é capaz de predizer as formas de ligagao entre a molécula
e o alvo. Esse procedimento também pode identificar potenciais acertos por ancoragem de com-
posto de um banco de dados contra um ou mais receptores de interesse.?%-3
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Para isso, foram empregadas as estruturas 3D dos ligantes GLA (CID: 5280933) e a PGB
(CID: 5486971), um farmaco bloqueador de CaV, obtidas do PubChem. Ja o alvo proteico, o
canal CaV3.2 humano (PDB: 6KZO), foi obtido do ProteinDataBank. Os experimentos de anco-
ragem molecular foram realizados no programa Dockthor e classificados em ordem crescente
de afinidade.?* Nesse programa, os parametros do algoritmo DMRTS foram os seguintes: (i) 24
corregdes de encaixe; (ii) 1 milhdo de avaliagdes por corregdes de encaixe; (iii) populagéo de 750
individuos; e (iv) 20 agrupamentos em cada corregao de encaixe. Ja a fungado de pontuacéo uti-
lizada para a predigdo da posigao foi baseada na soma dos seguintes termos a partir do campo
de forca MMFF94S: (i) energia de interac&o intermolecular como a soma de potenciais eletros-
taticos e de Van der Waals entre os pares de atomos receptor—ligante; (ii) energia de interagao
intramolecular calculada como a soma dos potenciais eletrostaticos e de Van der Waals entre 1
e 4 pares de atomos do ligante; e (iii) termo de energia torcional do ligante.

Analises mais detalhadas e a elaboragdo de imagens foram realizadas nos programas
Chimera 1.14 e PyMOL 2.1.

As afinidades de ligacao (AL) dos ligantes com o canal foram comparadas empregando-
se o teste “t” pelo programa GraphPad Prism (GraphPad Prism, La Jolla, EUA), no qual valores
de p < 0,05 foram estabelecidos como estatisticamente significantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra as AL entre GLA ou PGB com o CaV3.2. O GLA apresentou AL de -6,9 +
0,3 kcal/mol, valor semelhante a PGB (AL = -6,4 £ 0,3 kcal/mol). Nota-se que n&o houve diferen-
¢a estatisticamente significante (p = 0,15), sugerindo que o GLA apresenta afinidade com o canal
de maneira similar ao bloqueador padrdo. Isso confirma a caracteristica do GLA em se associar
a moléculas bioldgicas, pois se trata de um acido graxo insaturado e apresenta baixa energia
de ligagdo.?%2 A AL do GLA com o CaV3.2 apresentou-se menor que -5 kcal/mol, indicando ter
ligagdo espontanea entre esse ligante e o alvo.?”

Tabela 1. Valores de afinidades de ligacao entre GLA e PGB com o CaV3.2.
GLA -6,9+0,3
PGB -6,4£0,3
p = 0,15, test-t de Student (GLA vs. PGB)

Simulagdes analogas foram obtidos entre o canabidiol e o CaV3.2 como possivel alvo
do canabidiol para o tratamento da dor crénica.?® Apesar da existéncia dos diferentes CaV tipo
T (3.1, 3.2 e 3.3), que sao codificados pelos genes CACNA1G, CACNA1H e CACNAA1I, respec-
tivamente, eles sdo demasiadamente semelhantes em estrutura, o que nos leva a sugerir que o
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GLA possa ter também afinidade com os demais canais, CaV3.1 e CaV3.3.2°% Qutro estudo de
ancoragem molecular mostrou interagdes do GLA com o canal de sédio dependente de voltagem
humano 1.7 (NaV1.7), outro canal que também é alvo importante nas terapias para a dor.3'*?Isso
mostra que o GLA parece ser uma molécula multialvos, provavelmente podendo atuar em outras
condi¢gdes dolorosas, e ndo apenas na mastalgia.

As analises espaciais 3D mostraram que o GLA e a PGB estavam localizados na mesma
posicdo sobre uma alga do canal CaV3.2 que compde o seu poro (Figuras 1A e 1B). A longa
cadeia carbdnica que o GLA possui foi capaz de se estender sobre o poro do canal, parecendo
bloquea-lo (Figuras 1C e 1D). Esse bloqueio do CaV3.2 compromete a entrada de ions de calcio
no neurdnio e impede a exocitose de neurotransmissores na fenda sinaptica, o que desencadeia,
entdo, o impulso doloroso."

Figura 1. Disposicao espacial do GLA e da PGB sobre o CaV3.2.
A: visao superior do canal, algas (cinza), GLA (vermelho) e PGB (azul).
B: visao lateral do canal; C e D: representacao hidrofébica.

A B
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Os sitios de ligagao entre GLA e CaV3.2 estavam dentro do poro do canal e podem ser
visualizados na Figura 2. Detalhadamente, o GLA fez ligagdes por pontes de hidrogénio, sendo
duas com o residuo de aminoacido Arg183 e uma com Arg895, com distancias de 2,2, 1,6 e 1,7
A, respectivamente, da estrutura molecular do CaV3.2 (Figura 2A). Com relagdo as ligacdes
hidrofébicas, o GLA situou-se em um bolsdo entre cadeias dos CaV3.2, onde sua longa cadeia
alifatica interagiu com os residuos (Ser170, Glu169, Lys446, Asp443, Asn166, Asp690, Asn917,
Lys923, Glu891, Pro889, Cys884, Gly894, Tyr241 e His896) que estavam ao redor dessa locali-
zacao (Figura 2B)

Figura 2. Interagdes quimicas entre GLA (em laranja) e os residuos de aminoacidos do canal CaV3.2.
A: ligacdes de hidrogénio (linhas em vermelho), aminoacido arginina
(verde); B: nuvem eletrénica (interagdes hidrofobicas).

Curiosamente, a PGB fez ligagdes de hidrogénio com os mesmos residuos aminoacidos,
além do Asp245, formando trés ligagées de hidrogénio com Arg895, uma com Arg183 e uma
com Asp245, cujas distancias foram 1,7, 2,3, 1,8, 1,4 e 2,3 A, respectivamente (Figura 3). Essas
interagcdes quimicas entre os mesmos residuos de aminoacidos que compdem o poro do canal
confirmam a sobreposi¢cao do GLA comparado ao bloqueador padrao, a PGB, dentro do poro do
canal e reforcam o seu provavel bloqueio.
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Figura 3. Ligagbes de hidrogénio entre PGB (azul) e os residuos de
aminoacidos do canal CaV3.2. Argina (verde) e aspartato (amarelo).

Outras moléculas candidatas a potenciais analgésicos, a ACT-709478 e a ML218, tém
sido analisadas também na estrutura do CaV3.2. Em regides distintas ao GLA, a ACT-709478 re-
alizou ligagdes de hidrogénio com os residuos Ser1805, Asn412 e GIn1848, enquanto a ML218,
com Phe1007.%3

A PGB é um bloqueador de CaV e uma das opgdes terapéuticas no manejo da dor cro-
nica e neuropatica®**, porém seu uso aumenta significantemente o risco de eventos adversos,
0 que leva a descontinuacéo do tratamento.*® Dessa forma, os resultados obtidos neste estudo
reforcam o uso de medicamentos fitoterapicos a base de GLA no tratamento da mastalgia, em
detrimento de bloqueadores classicos de CaV.

CONCLUSAO

O acido gama-linolénico se liga ao poro do CaV3.2 de maneira semelhante ao bloqueador
controle pregabalina. Isso sugere um possivel bloqueio do poro do canal, o que justificaria o seu
efeito no controle da mastalgia, uma vez que o acido gama-linolénico € o principal componente
quimico do 6leo de primula, bastante utilizado como adjuvante terapéutico na clinica dessa con-
dicdo dolorosa.

Estudos futuros, com modelos in vitro, serao necessarios para confirmar esse mecanismo
de agao do acido gama-linolénico sobre o canal de calcio dependente de voltagem.
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