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ARTIGO DE REVISAO

A maquinaria molecular necessaria para processar mensageiros
lipidicos endocanabinoides e seus respectivos receptores

The molecular machinery required to process endocannabinoids lipid signaling and their

respective receptors

Tiago Marques Avelar', Leonardo Rafael Takahashi?, José Oswaldo de Oliveira Junior’

RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Os preparados medicinais
canabinoides sao hd muito utilizados pela humanidade e tém
sido objeto de interesse da industria farmacol6gica recente. Para
a aplicagdo terapéutica adequada é necessdrio, no entanto, o co-
nhecimento aprofundado do sistema canabinoide endégeno, o
qual em sua grande parte ¢ constituido por mensageiros lipidi-
cos. O objetivo deste estudo foi explorar o conhecimento vigente
a respeito dos constituintes desse sistema, com especial atengio a
magquinaria molecular necessdria para processd-los.
CONTEUDO: Trata-se de uma revisio narrativa da literatura
atual acerca dos integrantes do sistema canabinoide endégeno,
notadamente: seus receptores, os principais ligantes endégenos e
as enzimas responsdveis pelo processamento de seus componen-
tes. Os aspectos farmacoldgicos e pré-clinicos foram enfatizados.
CONCLUSAO: O melhor entendimento da ultraestrutura de
receptores ¢ enzimas contribuird de forma decisiva para o de-
senvolvimento de novas estratégias farmacoldgicas. A partir da
descri¢ao pormenorizada da maquinaria responsavel pela meta-
bolizacio lipidica endocanabinoide é que se pavimentard o cami-
nho para a descoberta de novos firmacos que atuem no sistema
endégeno e que possam ser aplicados de forma eficaz na prética
clinica.
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DESTAQUES

o Enfatizar a complexidade do sistema endocanabinoide e ir além da compreensio da agio
farmacoldgica direta.

o Comentar a respeito das interagoes entre o sistema endocanabinoide e outras familias de
receptores como TRPs e PPARs.

o Apontar potenciais alvos promissores para futuras pesquisas.
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ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Pharmaceutical pre-
parations of cannabis have been used by mankind since long
time ago, and recently they have been the pharmaceutical in-
dustry’s focus. However, for proper therapeutic application,
in-depth knowledge of the endocannabinoid system, which is
made mainly by lipid signaling, is needed. The purpose of this
study was to explore the current understanding of the players in
this system, paying special attention to the molecular machinery
required to process it.

CONTENTS: This is a narrative review of the current literature
regarding major components of the endocannabinoid system, in
particular: the receptors, main endogenous ligands, and the en-
zymes responsible for its components processing. The pharmaco-
logical and preclinical aspects were emphasized.
CONCLUSION: The better comprehension of the molecular
structure of receptors and enzymes will be crucial to developing
new pharmacological strategies. A detailed description of the
machinery responsible for endocannabinoid lipid metaboliza-
tion will pave the way for the discovery of new drugs that act
on the endogenous system and that can be applied effectively in
clinical practice.

Keywords: Cannabinoids, Membrane lipids, Pharmacology.

INTRODUCAO

Preparados medicinais do vegetal Cannabis sativa tém sido utilizados
a0 longo da histéria da humanidade' como jd mencionado nessa
edicao especial. Porém, apenas recentemente a substancia psicoativa,
o A’-tetrahidrocanabinol (A’-THC), foi descoberta e isolada den-
tre centenas de fitocanabinoides presentes na planta*’. Essa desco-
berta fundamental levou 2 sintese de diversos canabinoides, o que
possibilitou o acimulo de conhecimento farmacolégico até que,
duas décadas apés a descoberta do THC, o primeiro receptor de
membrana canabinoide foi identificado e clonado, recebendo a si-
gla CB1%, seguido rapidamente pela descoberta do segundo receptor
canabinoide CB2°.

Apés a descoberta dos receptores, possibilitou-se a verificagao de seus
primeiros agonistas endégenos. Em 1992, reconheceu-se a substan-
cia N-araquidonoil-etanolamina (AEA ou anandamida)®. Posterior-
mente, pelo fato da AEA ndo conseguir reproduzir completamente
os efeitos verificados com o THC, chegou-se ao segundo endoca-
nabinoide (EC) mais importante, o 2-araquidonilglicerol (2-AG)”%.
Ambos derivados do dcido araquidénico (AA), foram as primeiras
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substincias canabinoides enddgenas identificadas e permanecem
como as mais bem estudadas. Alguns peptideos e derivados do me-
tabolismo do AA que geram um efeito canabinoide simile tém sido
recentemente descritos e sdo alvo de intensa pesquisa”'®.

Assim, de forma sintética, hd um sistema formado por dois recep-
tores de membrana (CB1 e CB2) e duas familias de sinalizadores
lipidicos como seus ligantes, os quais, em conjunto com as enzimas
que os sintetizam e os metabolizam, formam o chamado sistema
canabinoide endégeno (SCE)'. Tal sistema possui algumas caracte-
risticas que permitem distingui-lo de outros sistemas neurotransmis-
sores cldssicos, principalmente no que tange & nocicepgio. Dentre
elas, uma caracteristica de fundamental importancia ¢ o fato de a
maquinaria relacionada ao processamento dos mensageiros lipidicos
EC estar posicionada nos terminais sindpticos da via nociceptiva.
Ademais, uma vez que os ECs nio sio armazenados em vesiculas
sindpticas, mas produzidos sob demanda apds ativagio neuronal in-
tensa, tem-se como provdvel papel do SCE a funcio de frenagem na
sinalizacdo neuronal em resposta a sua alta ativagio''. Pretende-se,
neste artigo de revisio, explorar os componentes dessa maquinaria,
detalhando seus constituintes e elucidando seus principais aspectos,
com enfoque especial A relagio entre os Ecs e seus receptores.

RECEPTORES

Os receptores CB1 e CB2 sdo pertencentes  grande familia de recep-
tores ligados & proteina G (GPCR, da sigla inglesa). Trata-se de uma
familia extensa e diversa de receptores de membrana responsaveis pela
traducio de sinais externos (como luz, particulas lipidicas e protei-
cas, entre outros) em respostas celulares especificas”. Atualmente, as
contribui¢bes centrais desses receptores na sinalizagio celular os trans-
formaram em pega-chave nos trabalhos de pesquisa de descoberta de
farmacos'>". Sao constituidos de sete a-hélices transmembrana com
alcas as conectando, sendo o terminal N extracelular e o terminal C
voltado para a face intracelular. A ligacio com determinada substincia
leva a uma mudanca conformacional no receptor, levando 2 ativagio
da proteina G atracada na face intracelular do receptor, o que inicia o
processo celular especifico de sinalizagio'".

Seguindo os objetivos de compatibilizagio taxondmica da Uniao In-
ternacional das Ciéncias Farmacoldgicas, ¢ possivel adotar uma clas-
sificagdo (até certo ponto minimalista, mas de grande aceitagio) dos
ligantes dos GPCR que os agrupa em quatro categorias de acordo
com seu perfil farmacodinimico: agonistas, antagonistas, agonistas
parciais e agonistas inversos.

Resumidamente, os agonistas ligam-se ao receptor e ativam a res-
posta celular através da alteragio conformacional. Os antagonistas
ligam-se ao receptor e impedem a ligagdo do agonista, ndo gerando
nenhuma resposta celular. O agonista parcial funciona como um
meio-termo, ligando-se ao receptor e gerando uma resposta confor-
macional incompleta, mas que ainda assim permite alguma resposta
celular, porém bloqueia o receptor, impedindo a atuagio do ago-
nista completo. Dessa forma, em ultima andlise, quando presentes
ambos, agonista completo e parcial, este atua como um antagonista
competitivo, diminuindo o vetor global de ativacio do receptor. O
quarto grupo ¢ representado pelos agonistas inversos, que induzem
uma resposta fisioldgica no sentido oposto ao que seria esperado de
um agonista'’.
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Embora a ideia de que a ativagdo de um receptor somente ocorre
quando uma molécula de um agonista se liga a ele esteja sendo dis-
seminada, € possivel encontrar muitos exemplos de que pode ocorrer
um nivel aprecidvel de ativagio mesmo na auséncia de ligantes'.
Receptores de ocorréncia natural ou que sofreram mutagoes (espon-
tAneas ou induzidas) podem causar cendrios de ativagio na auséncia
de um ligante, ou seja, a ativagio constitutiva. A ocorréncia dessa ati-
vagio sem a ligacio agonista ¢ encontrada em estudos dos receptores
acoplados 4 proteina G, como os canabinoides'®".

Na maioria das vezes, a ativagdo constitutiva de receptores nao apre-
senta magnitude para repercussio clinica, no entanto, em certas
condigbes em que hd um demasiado aumento da expressio de re-
ceptores pode haver implicacdes fisiopatoldgicas de relevincia. Farta
documentagio cientifica disso é mostrada em estudos dos recepto-
res para os beta-adrenorreceptores e nos receptores para canabinoi-
des'™". Evidéncias acumuladas nas tltimas trés décadas sugeriram
um modelo de dois estados' no qual os receptores estio em equili-
brio entre a conformacio inativa (R) e uma conformacio esponta-
neamente ativa (R’) que pode se acoplar 4 proteina G na auséncia
de ligantes.

Os agonistas cldssicos ém alta afinidade para R e aumentam a con-
centragio de R', enquanto os agonistas inversos tém alta afinidade
para R e diminuem a concentracio de R'. Antagonistas competitivos
neutros tém afinidade igual para R e R'e ndo deslocam o equilibrio,
mas podem antagonizar competitivamente os efeitos tanto dos ago-
nistas quanto dos agonistas inversos.

A concepgiao do modelo de dois estados é importante para o enten-
dimento dos mecanismos bésicos de agio de vdrias classes de farma-
cos, porém nio corresponde 2 realidade. Os receptores nao estdo
restritos a essas duas opg¢oes, possuindo flexibilidade conformacional
e possibilidades mais numerosas. As diferentes conformacoes que os
receptores sio capazes de adotar podem ser estabilizadas preferen-
cialmente por diferentes ligantes e podem produzir diferentes efeitos
funcionais pela ativagio de diferentes vias de transducao de sinal.
A redefini¢io mais atual sugere um esquema mais complexo que
contempla um modelo multiestado e constitui um desafio nessa drea
de estudo. Um determinado receptor acoplado a proteina G como
o canabinoide pode gerar uma gama diversificada de respostas de si-
nalizacio, ressaltando a relevancia fisioldgica e clinica dessa classe de
proteinas®?!, E importante salientar que o papel farmacodinimico
¢ independente da afinidade do ligante ao receptor. Por exemplo, é
possivel ter agonistas completos com ligacdo fraca e agonistas par-
ciais com forte afinidade.

A mudanca conformacional gerada pela unido ligante-receptor ori-
gina uma alteragdo na orientacio relativa das por¢oes transmembra-
na 3 (TM3) e 6 (TMO6), o que leva 2 exposicio de pontos de ligagio
do complexo de proteina G previamente escondidos na face intra-
celular?®. O complexo de proteina G heterotrimérico ¢ especifico
para determinado tipo de GPCR, o qual uma vez ativado leva a
inibicio ou ativacio de diversas enzimas efetoras ou canais idnicos.
A compreensio da estrutura molecular dos receptores canabinoi-
des tem aumentado com os recentes estudos de cristalizacio dos
mesmos*?. Até o momento, apenas o conjunto receptor-ligante
canabinoide sintético foi cristalizado'. As estruturas dos receptores
humanos CB1 e CB2 compartilham uma similaridade em aminod-
cidos de aproximadamente 44% e uma homologia de 68% em re-
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lipidicos endocanabinoides e seus respectivos receptores

lacao as hélices transmembranas (TM)>*. Foi mostrado que o local
de ligagao ao receptor canabinoide situa-se na bicamada lipidica da
membrana, com a atuagio no receptor através da insercio lateral
do ligante, ao invés da agio efetuada diretamente a partir da face

externa, pela solugio'??'.

As principais diferencas entre ambos os
receptores residem nas sequéncias da segunda alca N-terminal ex-
tracelular, da hélice TM7 C-terminal e na terminagao C intracelular

propriamente dita®

. Essas diferencas estruturais sio justamente as
que conferem a preferéncia por determinado ligante.

O receptor CB1 ¢ encontrado preferencialmente no sistema nervoso
central (SNC), sendo mais expresso na terminagio pré-sindptica de
axoOnios em diversas estruturas (amidala, hipocampo, cértex, cere-
belo e circuitaria dos ginglios da base)'>%*%, estando fortemente as-
sociado a neurdnios GABAérgicos e glutamatérgicos™. Sua ativagio
leva em dltima andlise a0 aumento da atividade de canais i6nicos de
potéssio e cdlcio, o que leva a crer que sua atuagio seja a de modu-
lagao da liberagio neurotransmissora de uma forma dependente'.
Apesar da predominancia no SNC, o receptor CB1 também ¢ en-
contrado no sistema nervoso periférico (SNP), principalmente nas
fibras simpdticas™
raizes dorsais e trigeminal e nas terminagoes nervosas periféricas dér-

micas, onde atuam regulando a aferéncia nociceptiva® .

e nos nociceptores, notadamente nos ganglios das

Por sua vez, o receptor CB2 estd fortemente relacionado ao siste-
ma imunoldgico, com sua ativagio sendo associada a mecanismos
de defesa neuronal e reducio da inflamagio®. Receptores CB2 sio
expressos principalmente no SNC, em células do sistema imune,
astrécitos e microglia *°. Além de sua presenca como receptor de
membrana nessas localizacdes, descreveu-se a presenca intracelular
do receptor CB2 em neur6nios piramidais de cértex pré-frontal no
modelo murino, exercendo modulac¢io da excitabilidade neuro-
nal através de canais de Cl ativados por Ca? 44
apesar de seu predominio de expressio dar-se na periferia, o CB2R
também tem um papel em fungées neuroldgicas como nocicepgio,
drogadicio e neuroinflamagao®™*. Apesar de sua presenca no SNC

, reforcando que

ser até 200 vezes menos frequente que o receptor CB1, verifica-se
0 aumento na transcri¢do de seu receptor em situacdes de insulto
neurolégico como dor cronica, acidente vascular cerebral (AVC) e
neuroinflamagio®“,

Como mencionado, a atividade de ambos os receptores, CB1 e
CB2, estd intimamente ligada 2 ativagio especifica das subunida-
des de proteina G. Classicamente, ambos os receptores levam a su-
pressao da adenilato ciclase (AC) através de sinalizagio via G, , o
que resulta em redugio nos niveis de AMP ciclico (cAMP)*#347,
Porém, como recentemente mostrado por um estudo?, a diferenca
em apenas um residuo da segunda alga intracelular (L222 no CB1
e P139 no CB2) pode levar a diversidade de acoplamento entre o
receptor canabinoide e a familia de proteinas G, com o CB2 ado-
tando uma especificidade apenas para G, (conferida pela presenca do
padrio P138-P139 na ICL2, singular ao CB2)*, enquanto o CB1
pode variar entre G, G, e Gq. Com isso, tem-se a explicagio para
determinados achados experimentais, nos quais, sob determinadas
circunstancias (como, por exemplo, quando ocorre ativagio dopa-
minérgica concomitante em culturas de neurénios estriatais), hou-
ve um estimulo da AC pela subunidade G_ apés ativagao do CBI,
levando a aumento no cAMP*. A essa ji complexa trama, soma-se
o fato de existirem também multiplas possibilidades de associacio

entre CB1 (através da subunidade G ) e isoformas da AC, gerando
predominio da estimulacao (isoformas 2, 4 e 7) versus inibicao (1,
3,5,6¢8)"%.

Além dos ligantes ortostéricos, hd entre os receptores da familia
GPCR uma caracteristica de modula¢io que os permitem ampliar o
espectro de possibilidades de estado conformacionais e, portanto, de
ativagio das vias de sinalizagdo intracelular: a interagio com ligantes
alostéricos. Os sitios de ligagao alostéricos sio aqueles presentes na
macromolécula do receptor, espacialmente distintos e nio sobre-
postos ao sitio dito ortostérico, mas conformacionalmente ligados
aele”®. Os moduladores alostéricos, ao se ligarem ao receptor na au-
séncia do ligante ortostérico, podem estimular ou inibir a atividade
basal desse receptor, o que foi denominado alo-agonismo e alo-an-
tagonismo, respectivamente. Jd na presenca do ligante ortostérico, a
modulagio alostérica pode alterar a afinidade de ligagao do primeiro
bem como a sua eficiéncia na sinalizagio intracelular®.

Trés caracteristicas tornam esses moduladores especialmente inte-
ressantes e potencialmente mais eficazes que a ligagdo ortostérica:
especificidade, seletividade e saturabilidade®**>4. A especificidade é
conferida pela maior frequéncia de variagio na sequéncia de ami-
nodcidos que compéem o sitio de ligagio alostérica (em comparagio
com a relativa conservagio na sequéncia do dominio ortostérico) e é
tida como a caracteristica mais importante™.

A seletividade na agio do 6rgao-alvo ¢ outro aspecto relevante, no
qual enquanto o ligante ortostérico afeta, na maioria das vezes, as
cascatas de sinalizacio do receptor em todos os tecidos em que ele
ocorrer, a modula¢do alostérica ocorre majoritariamente apenas no
tecido onde o ligante endégeno fora expressado em resposta a deter-
minado estimulo®. Por fim, a saturabilidade confere um efeito teto,
ndo se esperando modulagdo adicional além de certa concentragio
limiar do ligante alostérico, protegendo-se de sobredose®. Tais ca-
racteristicas, aliadas ao fato de que drogas de uso clinico, atuantes no
SCE e baseadas primariamente na atuagio ortostérica dos ligantes,
como Dronabinol e Cesamet, geram efeitos adversos considerdveis
(principalmente de ordem psicoafetiva), tém tornado o estudo de
moduladores alostéricos dos receptores canabinoides uma alternati-
va para a aplicacdo terapéutica’.

Dentro do SCE, alguns ligantes tém sido descritos como possuin-
do atividade modulatéria alostérica. A lipoxina-4 (LXA4), um
derivado oxigenado do AA, parece atuar como um modulador
positivo do receptor CB1, ao fortalecer a afinidade e a atividade
da anandamida®®. De forma andloga, o colesterol e, possivelmen-
te, outros derivados esteroides enddgenos como a pregnenolona
tém sido verificados em modelos experimentais como possuindo
atividade modulatéria®>”
endbgenos parecem apresentar fungio positiva (PAM, da sigla in-
glesa) para o receptor CB2 e fungio negativa (NAM) para o recep-

tor CB1. E o caso dos pepcans (outrora hemopressinas, peptideos
)5859

. Alguns outros moduladores alostéricos

canabinoides enddégenos
O SCE, porém, aparenta uma complexidade muito maior que a di-
cotomizada por esses dois receptores. Alguns autores tém dividido
os receptores que se ligam a canabinoides endégenos em trés catego-
rias®: 1) receptores com sitio de ligagio extracelular, representados
majoritariamente pelos GPCR (como os ji citados CB1 e CB2); 2)
receptores com sitio de ligagio EC intracelular como os da fami-
lia de receptores de potencial transitérios (TRP da sigla inglesa) e
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3) fatores de transcriio, como os receptores nucleares ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPAR).

Além dos GPCR j4 estudados, CB1 e CB2, cabe ressaltar que ou-
tros receptores demonstraram ter ativagdo apds ligacio com cana-
binoides. Postula-se que o receptor érfio GPR55 seja um receptor
canabinoide, com autores ji4 propondo sua denominagio como
“CB37336162, A via de sinalizagdo desse receptor envolve multiplos
segundos mensageiros, que em tltima andlise levam ao aumento do
Ca’ intracelular. Curiosamente, o 2-AG exerce uma poténcia até
200 vezes maior como agonista do GPR55 em comparagio a sua
ligacdo com os receptores protétipos (CB1 e CB2)*%2. Entretanto,
esses achados ndo sdo uninimes, com alguns autores nao reprodu-
zindo o que foi encontrado anteriormente, falhando em demonstrar
os EC como ativadores do GPR55°, Assim, uma caracterizacio
mais completa desse receptor, com relagdo a sua distribuicio teci-
dual, localizagao subcelular, padrio temporal de expressdo e as vias
de sinalizacdo intracelular, é necessdria para levar a um maior enten-
dimento do SCE. Outro receptor 6rfio que também tem sido elen-
cado como possivel receptor canabinoide no trato gastrointestinal é
o GPR119%,

Tem-se acumulado robusta evidéncia sobre a interacio entre os
canabinoides e os canais i6nicos receptores de potencial transitd-
rios®*%®, A superfamilia de receptores TRP contém atualmente
28 canais conhecidos em mamiferos, subdivididos em seis subfami-
lias®. Dentre eles, seis canais (TRPV1-4, TRPA1 ¢ TRPMS) tém
sido mostrados como possuindo ligagio com substancias canabinoi-
des (sintéticas, vegetais e endocanabinoides), pelo que vém sendo
denominados receptores canabinoides ionotrdpicos®. Esses receptores
nada mais sio que verdadeiros poros transmembrana, formados
por tetrAimeros (homo- ou heteromerizados). Cada subunidade te-
tramérica contém seis hélices transmembrana (S1-S6) que, quando
unidas, formam um canal i6nico capaz de regular a entrada de di-
versos cdtions em resposta a um estimulo®. Quando se refinou a
atuacdo dos EC nesses receptores, até o momento, apenas o TRPV1,
0 TRPV4 e o TRPAI mostraram ativagio consistente por ligantes
enddgenos®. A anandamida possui afinidade similar & capsaicina na
ligacdo a0 TRPV1, porém com efeito menos potente®.

Em 2003, um estudo mostrou ativagio do TRPV4 pelos EC proté-
tipos anandamida e 2-AG, sendo seguido por outros estudos sobre a
atuacdo de lipidios enddgenos como N-acil triptofano e N-acil tiro-
sina®”°. Quanto a0 TRPA1, a anandamida obteve uma agio agonis-
ta altamente eficaz, cerca de 59% maior que o seu agonista protdti-
po, 0 dleo de mostarda; o TRPAL também foi ativado pelo 2-AG™.
Por sua vez, 0o TRPMS8 parece sofrer agio antagonista pela ananda-
mida’. Devido 2 forte presenca desses receptores (como TRPV1 e
TRPALI) nos ginglios das raizes dorsais nociceptores, ao conheci-
mento funcional e clinico da ativagio destes e ao efeito analgésico
gerado, como o da aplicagio de capsaicina tdpica por exemplo, é
que se tem buscado o desenvolvimento de drogas canabinoides para
aplicacio no enfrentamento da dor cronica.

Como mecanismo de agio, foi proposto que a modulagio desses
receptores pelos canabinoides leva a despolarizagio imediata do
neurdnio, seguida subsequentemente pela dessensibilizagio desses
canais idnicos, os quais ficardo em um estado silenciado, insensiveis
3 atuacio de seus ligantes ou do estimulo térmico, que precipitariam
um estimulo nociceptivo®. Por fim, os PPAR sio uma familia de
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receptores hormonais nucleares heterodiméricos, com trés isoformas
atualmente descritas (o, y e 8), que, apds ativadas, ligam-se a uma
determinada sequéncia do DNA (regi6es chamadas elementos de res-
postas ao PPAR), levando a alteragbes na transcri¢ao de determinados
genes’. Esses genes-alvo estdo elencados na regulagio do metabo-
lismo, na homeostase, na diferenciacio celular e na inflamagao’7°.

Desde os anos 2000, estudos tém mostrado que substAncias cana-
binoides, dentre elas os EC, se ligam e ativam tais receptores”. A
oleiletanolamida (OEA) e a palmitoiletanolamida (PEA) ativam o
PPARa, enquanto a anandamida e o 2-AG também parecem apre-
sentar atividade, apesar de que com menor evidéncia, na isoforma
o e, de forma mais consistente, na isoforma 7%, A ativacio desses
receptores pela PEA parece exercer fun¢io de analgesia iz vivo, como
foi observado em modelos animais de comportamento nociceptivo,
seja testando a inibigio do PPARaL através de um antagonista, seja

em modelos de nocaute”®!

. Porém, ainda resta elucidar a partici-
pacio individual desses receptores na analgesia, uma vez que alguns
autores encontraram efeitos que envolvem multiplos receptores. Um
estudo, por exemplo, identificou que os efeitos analgésicos da PEA
na dor neuropdtica envolviam os receptores CB1, TRPV1 e PPARy,

mas nio sua isoforma o ou o CB2R®.

A MAQUINARIA RESPONSAVEL PELO PROCES-
SAMENTO DOS ENDOCANABINOIDES E SUAS
RELACOES DENTRO DO SISTEMA CANABINOIDE
ENDOGENO

Os EC sao moléculas lipidicas de sinalizagdo compreendidas em dois
grandes grupos: as N-aciletanolaminas (NAE) e os monoacilglicerdis
(MAG)". Como citado, os dois EC mais estudados até o momento
s30 a anandamida e o 2-AG, apresentando caracteristicas farmacolé-
gicas distintas. Enquanto a anandamida parece se comportar como
um agonista parcial de alta afinidade do receptor CB1, sendo quase
inativa no CB2, 0 2-AG atua como agonista completo em ambos, po-
rém com afinidade baixa a moderada®'®®. Ambos sio produzidos sob
demanda, porém a sintese, o transporte ¢ a inativagio ocorrem de for-
ma diferente de acordo com o tecido alvo’. Os niveis basais do 2-AG
chegam a ser mil vezes maiores que os da anandamida no cérebro.
Estudos experimentais que manipularam o metabolismo do 2-AG (o
mesmo nio ocorrendo com a anandamida) exerceram efeitos marcan-
tes sobre a sinalizagao retrégrada endocanabinoide. Assim, chegou-se
a um consenso de que o 2-AG ¢ o ligante endégeno primdrio dos
receptores canabinoides no SNC1448,

Como dito, os EC sio produzidos sob demanda, devendo-se ter em
mente que eles tém meia-vida curta (aproximadamente 15 minutos)
e que enzimas metabdlicas e moléculas transportadoras sio respon-
séveis pela sua entrega ao receptor alvo na concentragio exata e pre-
cisa®. A redundancia ¢ uma marca do sistema de biossintese e degra-
dago dos endocanabinoides, com vérias vias — inclusive aquelas que
sa0 responsdveis pela sintese de outras NAE e MAG - resultando na
produgio de anandamida e 2-AG**¥". Duas enzimas, no entanto, se
destacam: a anandamida possui como forma precursora a N-acil-
-fosfatidiletanolamina (NAPE), sintetizada pela enzima NAPE-es-
pecifica fosfolipase D (NAPE-PLD)’%; por sua vez, o 2-AG ¢ pro-
duzido a partir do diacilglicerol (DAG), pelas DAG lipases (DAGL)

o ou B — com estudos evidenciando que praticamente todo o 2-AG
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envolvido na transmissdo sindptica no cérebro adulto seja formado
pela DAGL o”®. Porém, a etapa limitante na producio de ambos
é a formagio de NAPE e DAG, que sio convertidos a partir da fos-
fatidiletanolamina pela N-aciltransferase, e dos fosfoinositideos pela
fosfolipase C, respectivamente”>#5,

Apés sintetizados e liberados no citosol, os EC sdo incapazes de se
difundir liviemente como outros neurotransmissores, devido a sua
natureza hidrofébica. Assim, diversos mecanismos como ligacio
com certas proteinas carreadoras, bem como endocitose através do
uso de “jangadas lipidicas” (do inglés, lipid rafis/caveolae) tém sido
estudados e propostos como forma de transporte da anandamida
e do 2-AG, sendo este tltimo menos elucidado, mas provavelmen-
te compartilhando o sistema utilizado pela primeira’. Proteinas do
choque @rmico (HSP) 70, albumina, proteinas ligantes dos dcidos
graxos (FABP) 5 e 7 e a propria albumina tém sido elencadas®*".
Quanto ao transporte no meio extracelular, mais detidamente na
fenda sindptica, parece ocorrer em microvesiculas, ao invés do trans-
porte ocorrer através de uma ligacio com proteinas transportado-
g%

O SCE, como j4 foi salientado, atua primariamente como supressor
da atividade sindptica, independentemente da natureza da sinapse
ou da duragio da transmissao®”*. Na maioria das vezes, a sinalizaao
retrograda endocanabinoide inicia-se com a produgio de 2-AG, em
resposta ao aumento do Ca?* intracelular ou de receptores ligados a
unidade G_, |,
porte pela fenda sindptica e a ligagio do EC ao CBIR, localizado
na membrana pré-sindptica. Por sua vez, o CB1R ativado suprime a
liberagao de neurotransmissores por dois mecanismos principais: 1)

no neurdnio pés-sindptico. Ocorre, entdo, o trans-

inibindo canais de Ca?* voltagem-dependentes, diminuindo assim o
influxo do cdtion sinalizador pré-sindptico; 2) pela inibicdo da AC e
a subsequente via do cAMP/PKA, que estd envolvida na depressao
de longa duragio (LTD)¥94%,

A anandamida também atua de forma retrégrada, porém via multi-
plos mecanismos, sendo o principal através dos receptores TRPV1*.
A localizagio das enzimas sintetizadoras dos EC tem papel crucial
nesse contexto e parece estar associada aos sitios lipidicos dentro da
membrana plasmdtica, chamados de “jangadas” ou 7affs. A maqui-
naria enzimdtica responsdvel pela producio do 2-AG, por exemplo,
parece se concentrar nesses microdominios”. Tais 7affs atuam ainda
de forma efetiva na recaptacio da AEA, bem como na reciclagem
de seus metabdlitos, 0 AA e a etanolamina, que s3o encontrados de
forma concentrada nessas porgoes da membrana.

A anandamida é metabolizada primariamente pelo amido hidrola-
se de dcido graxo (FAAH, do inglés), localizado principalmente no
reticulo endoplasmdtico do neurdnio pés-sindptico’®”. Essa enzima
também cataboliza outras N-aciletanolaminas, como PEA e OEA,
as quais apesar de terem pouca atividade bioldgica sobre os recepto-
res CB1 e CB2, podem elevar os niveis da AEA de forma indireta,
a0 competir como substrato para a FAAH'"!"!. Como metabdlitos
de degradagio da anandamida, restam os mencionados AA e etano-
lamina. Por sua vez, o 2-AG ¢ catabolizado em AA e glicerol pela
lipase monoacilglicerol (MGL ou MAGL, a depender do texto em
lingua inglesa), presente no neurdnio pré-sindptico'®>!%. Multiplas
outras enzimas também estdo elencadas, como a prépria FAAH'%1%
e as enzimas da superfamilia de hidrolases o/, como as ABHD2'%,
4%, 617, e 121, Os EC também podem sofrer oxidagio pelas en-

zimas da cascata do AA, como a ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e por
diversas lipoxigenases (LOXs)'%, com seus subprodutos oxidativos
possuindo suas préprias atividades biol6gicas no SCE, distintas dos
EC que os geraram'"°.

Como pode-se perceber, a compreensio do metabolismo lipidico
¢ fundamental para o completo entendimento do SCE. Mais im-
portante ainda ¢ relembrar que hd uma elevada diversidade nas

membranas lipidicas dos eucariotas'!!

e que grande parte das enzi-
mas pertencentes a0 SCE s3o proteinas ligadas & membrana. Suas
atividades e disponibilidades na membrana podem ser afetadas pelos
diferentes lipides na vizinhanca. No caso da FAAH, por exemplo,
demonstrou-se que o colesterol presente na membrana é responsavel
por estabilizar uma forma dimérica da enzima, além de modular sua
localizagio em nivel subcelular (ou seja, nas membranas organelares)
bem como incrementar sua atividade catalitica, o que em Ultima
andlise afeta até onde se dd a propagacio da sinalizagio EC em nivel
intracelular e consequentemente seu término''%.

De forma andloga, tem-se ganhado relevancia o estudo da composi-
Ao das cadeias acilas das membranas plasmdticas, demonstrando-se
que o comprimento ¢ o grau de saturagio das cadeias sdo cruciais
para os processos de tréfego intra e transmembrana, e degradagio
enzimdtica'. Assim, apesar de a MAGL poder hidrolisar diversos
monoacilglicerdis — todos contendo o mesmo polo glicerol que o
2-AG, mas com cadeias acilas distintas — é 0 comprimento e a satu-
ragio de suas cadeias que definiro a velocidade da taxa de hidrélise,
sendo até 2x mais rdpida para o 2-AG (cadeia mais longa e polin-
saturada) em relagio ao seu congénere 2-PG (2-palmitoilglicerol,
cadeia mais curta e saturada)'®.

De forma interessante, recentemente mostrou-se que a atividade da
ABHD2 ¢ dependente da progesterona no esperma, no qual 0 2-AG
age como um inibidor endégeno de um canal catidnico conhecido
como CatSper. Na presenca do referido horménio, essa enzima hi-
drolisa 0 2-AG e leva & abertura dos canais CatSper, hiperativando
e tornando o esperma fértil em tltima andlise'®. O achado de que
o nivel de 2-AG ¢ controlado pelo estimulo de sua degradagio é
de grande relevincia, uma vez que langa questoes sobre o dogma
atual da “producio sob demanda” do SCE, ou seja, que os EC sio
produzidos apenas através do controle de sua biossintese, de forma
estimulo-dependente, a partir de precursores fosfolipides. Ao menos
no sémen, o 2-AG ¢ “hidrolisado sob demanda” a partir de um pool

preexistente!®

e, finalmente, ajustado pelo hormonio esteroide.

Esses exemplos vém mostrar a complexidade do SCE, uma vez que
o mesmo receptor canabinoide (p. ex. CB1) ou enzima metabélica
(p. ex. FAAH), dentro de uma mesma célula, porém sob diferentes
condigoes lipidicas, podem culminar em sinalizagoes EC distintas e

levar a diferentes comportamentos biolégicos®.
CONCLUSAO

Os componentes do SCE sdo amplamente expressos em diferentes
tecidos e compoem um sistema de sinalizacao lipidica, exercen-
do um papel-chave na regulacio de diversos processos fisiolégicos
como metabolismo, humor, apetite, controle cardiovascular, fungio
motora, do sistema imune, de neurotransmissio e de nocicepgao.
A compreensio de seus elementos e um melhor entendimento da
ultraestrutura dos receptores e enzimas contribuird de forma decisiva
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para o desenvolvimento de novas estratégias farmacolgicas que ndo
se resumem apenas 2 a¢do direta do CBIR, por exemplo. Das seis
enzimas envolvidas na metaboliza¢ao do 2-AG, por exemplo, apenas
a estrutura da MAGL ¢ conhecida. A partir da descri¢ao pormenori-
zada da maquinaria responsdvel pela metabolizagio lipidica endoca-
nabinoide, serd possivel destravar o potencial para o desenvolvimen-
to de novos fdrmacos (como analgésicos sem os efeitos adversos CB1
mediados) e sua translagio para a pratica clinica.
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